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Simple Summary: The increasing use of feed additives aims to increase productivity, but it
can also improve cow health. In this study, the inclusion of a phytobiotic additive based
on a combination of oregano and cinnamon essential oils (free and microencapsulated)
associated with turmeric extract and tannin in the diet of Jersey cows increased milk
production and was also capable of increasing milk fat, with an emphasis on a higher
proportion of polyunsaturated fatty acids and unsaturated/saturated ratio. The ingestion
of the phytoactive by the cows had an anti-inflammatory effect, capable of reducing pro-
inflammatory markers, such as acute-phase proteins, but stimulated the production of
immunoglobulins. Lower levels of lipid peroxidation and reactive oxygen species indicate
that the additive has an antioxidant effect and can reduce and minimize physiological
oxidative stress in lactating cows.

Abstract: This study aimed to evaluate whether the addition of a phytobiotic additive
formulated based on cinnamon and oregano essential oils (50% free and 50% microencapsu-
lated) combined with turmeric extract and tannins to the diet of cows has beneficial effects
on health, productivity, and milk quality. In a completely randomized design, eighteen
Jersey cows were used in a compost barn system over 45 days. The cows were divided
into two homogeneous groups: one control (without additive; #n = 9) and another treatment
(with a phytobiotic at a dose of 2 g/cow/day; n = 9). The diet was formulated based on
corn silage, hay and concentrate for daily 30 L/cow production. Blood and milk samples
were collected at 15-day intervals. There was a treatment x day interaction: cows that
consumed the phytobiotic additive produced a more significant amount of milk at days 14,
17,18, 30, 39 and 45 (p < 0.05). When we corrected milk production for fat percentage, we
observed higher milk production in the cows that consumed phytobiotics compared to the
control during the experimental period (p = 0.01). The feed intake of cows fed phytobiotics
was lower (p = 0.01). Thus, feed efficiency was better in cows that consumed phytogenics.
There was a higher percentage of fat in the milk of cows that consumed phytobiotics and
a higher amount of polyunsaturated fatty acids compared to the control (p = 0.02). There
was an increase in total protein and globulin levels (p = 0.01), which may be associated
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with the interaction of the antimicrobial, antioxidant, and immunomodulatory properties
of the phytobiotic additive. An increase in immunoglobulins (p = 0.01) and a reduction
in acute-phase proteins (p < 0.05) were observed in the blood of cows in the phytobiotic
group. Lower levels of TNF-«, IL-1$ and IL-6 and higher levels of IL-10 in the serum
of cows that consumed the phytoactive (p = 0.01) reaffirm the anti-inflammatory effect
of the additive. Lower levels of lipid peroxidation (TBARS) and reactive oxygen species
(ROS) were observed in the serum of cows in the phytobiotic group. Greater catalase
and superoxide dismutase activity was observed in cows that consumed the phytogenic
(p < 0.01). Therefore, it can be concluded that the additive in question has antioxidant,
immunological, and anti-inflammatory actions and has the potential to improve productive
performance when corrected for milk fat.

Keywords: carvacrol; thymol; cinnamaldehyde; curcumin; polyphenols

1. Introduction

Maintaining animal health has become a priority among producers in intensive pro-
duction systems [1]. The aim is to improve the condition of animals against metabolic
diseases, oxidative stress, and immunological challenges that may compromise growth
performance as well as the longevity of dairy cows in the face of problems that often require
veterinary interventions and the use of anti-inflammatory drugs and antibiotics, which
increase production costs, in addition to the likelihood of leading to the development of
antimicrobial resistance, a global public health concern. Therefore, the search for alternative
and sustainable solutions has gained prominence; among them, phytobiotic additives and
compounds of plant origin with functional properties have shown promise [2]. Essential
oils (EOs) are recognized as effective natural additives that modulate ruminal fermentation,
mitigate methane gas production, increase nutrient digestibility, and contribute to im-
proved production efficiency and ruminant health [2,3]. The microencapsulation of EOs is a
technological method that protects bioactive compounds and optimizes their release in the
digestive tract of animals, increasing their effectiveness when the objective is absorption [4].
In addition, EOs have antimicrobial and antioxidant actions, modulate ruminal microbiota,
and promote greater fermentation efficiency [5].

Curcumin, derived from Curcuma longa, is widely recognized for its antioxidant and
anti-inflammatory properties, which contribute to reducing oxidative stress and improv-
ing liver function in cattle [6]. Tannins, in turn, protect dietary proteins against ruminal
degradation, improve feed efficiency, and contribute to the reduction in methane emissions,
which makes this synergistic interaction potentially beneficial to animal health and makes
the nutrients present in the diet more efficient, in addition to ensuring animal welfare [7].
In this study, we used a combination of cinnamon and oregano EOs in their free and
microencapsulated form associated with turmeric extract and tannin, which, in a previous
survey of the group, enhanced the weight gain of cattle in confinement [8], unlike another
study of ours with a similar additive, the only difference being that the EOs were only in
microencapsulated form, with initial positive effects on weight gain that were not main-
tained throughout the experimental period in the rearing phase [9]. In two studies [8,9],
an anti-inflammatory and antioxidant effect was observed, in addition to a hepatoprotec-
tive effect, which, according to the authors, may is responsible for enhancing the growth
performance of beef cattle. Our hypothesis is that the anti-inflammatory, antioxidant and
antimicrobial effects of the components present in the additive will enhance productivity
since these known effects of phytogenic improve animal health. Therefore, the aim of
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this study was to evaluate whether the addition of a mixture of EOs (free and microen-
capsulated), combined with turmeric extract and tannin, to the diet of lactating cows had
beneficial effects on animal health and metabolism, modulated the immune system, and
stimulated the antioxidant response, resulting in improved growth performance of Jersey
cows at peak production.

2. Materials and Methods
2.1. Additive

The phytobiotic blend was the Phyto Rumen Plus® (Tecphy, Canelinha, Brazil), a trade
name for The phytogenic blend contains in its formulation 1/3 of the phytogenic mixture
corresponding to the microencapsulated EO of cinnamon (cinnamaldehyde) and oregano
(carvacrol and tymol) (a ratio of 50:50), 1/3 non-encapsulated EO of cinnamon and oregano
(50:50%) and 1/3 of turmeric extract (4.5-5% curcumin), and tannin. The blend contained
166 mg per concentrate [8], resulting in an average daily intake of 2 g of animal phytogenic
compounds. The dose was defined based on previous studies by our research group and
respected the commercial indication of the product.

2.2. Characterization of Experimental Environment

The experiment was carried out in the ruminant sector of the Experimental Farm of the
Centro de Educacao Superior do Oeste (FECEO) of the Universidade do Estado de Santa
Catarina (UDESC), located in the city of Guatambu/SC, Brazil. In a compost, barn-type
shed with an area of 384 m?, with a wood shaving/sawdust bedding area (15.2 m? per
cow), a feeding track with individual feeders was used, where each canister contained a
cow. A robotic milking system with free access to cows was used in this study, configured
to allow up to four milkings per cow per day. In addition, the facility had available smart
feeders (Intergado®, Betim, Brazil) that identified cows and quantified their consumption
during the night.

2.3. Animals, Experimental Design and Diet

The experiment involved 18 multiparous Jersey cows, between 21 and 30 days of
lactation, divided into two groups of 9 cows each, according to the average milk production
in the last 7 days before the experiment (day 1). Prior to the experiment, postpartum cows
consumed a diet (corn silage and concentrate) with a low amount of starch in the feeders
twice a day and had access to millet pasture, which explains why milk production on day 1
was on average 22.5 kg, reducing in the first seven days (Figure 1), and when there was
a change in diet, there was a reduction in consumption (animals were removed from the
pasture); feeding was only in the feeders, as described below.

The phytobiotic group received the concentrate with the addition of 2 g/day of the
phytobiotic (Phyto Rumen Plus®, Tecphy, Canelinha, Brazil) via the concentrate in the
individual feeder during the two feedings in the morning and afternoon, and the control
group received the basal concentrate without the inclusion of the additive. It is important
to emphasize that we chose to add additives only to the feedings with controlled quantities
to ensure the total consumption of the additive at the scheduled dose of 2 g/cow/day. As
there was no leftover feed during the entire experimental period, we can guarantee that
100% of the additive was consumed.
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Figure 1. The daily milk production of cows fed phytobiotics compared to cows in the control group.
* indicates the difference between groups owing to the treatment x day interaction.
The diets were formulated according to the nutritional requirements of the NRC [10]
for daily 30 L/cow production. The feed was formulated based on corn silage (44.74%),
Tifton 85 hay (7.03%), and concentrate (48.23%) provided to the cows in the form of a
basal diet (20 kg dry matter intake (DMI), which corresponded to a calculated composition
of 16.9% of crude protein/kg DM, and net energy lactation (NEL) of 1.59 Mcal/kg DM
(Table 1). During the day, feeding was performed in individual feeders (animals were
trapped by a cage for 90 min), with access to water and drinkers between feeders, twice
a day (07:00 and 16:00). At night, the cows had access to smart feeders that provided the
daily feed intake for each cow (Intergado®, Ponta Agro, Betim, Brazil), which contained
the total diet using the concentrate without additives, as previously mentioned. Water
was provided ad libitum, as the cows had access to automatic drinkers spread throughout
the facility.
Table 1. Chemical composition and fatty acid content of partial mixed ration (PMR) used in cow feed.
Variable PMR Control ! PMR Phytobiotic ! Robot Feed
Dry matter (DM), % 49.7 49.6 92.0
Ash, % DM 7.24 7.11 10.6
Crude protein, % DM 14.0 14.0 21.8
Ethereal extract, % DM 1.21 1.02 5.63
NDE, % DM 19.0 19.2 29.7
Fatty acid, %
C4:0 (Butyric) 0.55 0.57 -
C6:0 (Caproic) 0.01 1.31 -
C12:0 (Lauric) 0.72 0.70 -
C13:0 (Tridecanoic) 0.20 0.15 -
C14:0 (Myristic) 0.03 0.27 -
C14:1 (Myristoleic) 0.40 0.49 -

C15:0 (Pentadecanoic) 0.16 0.24 -
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Table 1. Cont.

Variable PMR Control ! PMR Phytobiotic ! Robot Feed
C16:0 (Palmitic) 23.6 24.1 -
C16:1 (Palmitoleic) 2.15 2.08 -
C17:0 (Heptadecanoic) 0.22 0.47 -
C17:1 (cis-10-Heptadecenoic) 0.04 0.07 -
C18:0 (Stearic) 4.22 4.85 -
C18:1n9t (Elaidic) 0.34 0.33 -
C18:1n9c¢ (Oleic) 24.6 24.2 -
C18:2n6¢ (Linoleic) 39.6 38.8 -
C20:0 (Arachidic) 0.68 0.53 -
C20:1n9 (cis-11-Eicosenoic) 0.25 0.24 -
C18:3n3 (a-Linolenic) 4.20 4.55 -
C21:0 (Henicosanoic) 0.05 0.03 -
C20:2 (cis-11,14-Eicosadienoic) 0.06 0.03 -
C22:0 (Behenic) 0.61 0.43 -

C20:3n6

(cis-8,11,14-Eicosatrienoic) 0.01 0.02 )
C20:4n6 (Arachidonic) 0.17 0.11 -
C24:0 (Lignoceric) 0.70 0.47 -
C24:1n9 (Nervonic) 0.02 0.07 -

The concentrate used in this diet was formulated based on 34% corn, 42% soybean meal, 5% wheat bran,
12.5% soybean hulls, 1.5% sodium bicarbonate, 4.5% minerals/vitamin supplement, 0.25% urea, and 0.25% myco-
toxin adsorbent. The vitamin and mineral supplement had the following guaranteed levels: calcium (min.)
231.40 (g/kg), calcium (max.) 250.00 (g/kg), phosphorus (min.) 40.00 (g/kg), sulfur (min.) 20 (g/kg),
magnesium (min.) 25.00 (g/kg), potassium (min.) 10.00 (g/kg), sodium (min.) 70.00 (g/kg), cobalt (min.)
15.00 (mg/kg), copper (min.) 750.00 (mg/kg), copper (min.) 20.00 (mg, kg), iodine (min.) 40.00 (mg/kg), man-
ganese (min.) 2000.00 (mg/kg), selenium (min.) 22.00 (mg/kg), zinc (min.) 2850.00 (mg/kg), vitamin A (min.)
350,000.00 IU/kg), vitamin D3 (min.) 100,000.00 (IU/kg), vitamin E (min.) 2000.00 (IU/kg). 1 Partial mixed
ration, with only the diet provided in individual feeders/automatic feeders (without robot feed).

A robotic milking system with a free-flow system was used for the cows to be milked;
as an attraction for seeking milking, the cows received pelleted feed at each visit, limited to
3 kg/day. Therefore, the following was considered when measuring the dry matter intake
(DMI) of the cows: diet in individual feeders (during the day) + diet in automatic feeders
(during the night) + robotic concentrate (during milking).

2.4. Data and Sample Collection

The data on the daily feed intake were obtained using a robotic milking system
(pelletized feed), an innovative feeder system, and by weighing the leftovers in the indi-
vidual feeders. Milk production was performed daily using the milking system, allowing
the verification of teat production and total milk production. Based on this informa-
tion, the productive efficiency of the cows was calculated. Milk production corrected for
4% fat (4% FCM) was estimated using the equation proposed by the NRC (2001) [10]:
4% FCM = 0.4 x (kg of milk produced) + 15 x (% fat) x (kg of milk produced).

Blood was collected during the 45 days of the experiment at 15-day intervals, always
in the morning (between 7:30 AM and 9:30 AM), before feeding the individual feeders.
On the day of collection, all animals were apparently healthy, and no cow was apparently
in estrus.

Samples were collected on days 14, 28 and 45 for composition and quality analysis.
Milk collection was performed using a robotic milking system, which allows the collection
of a homogeneous sample of the entire lactation period of the cow, with the material
allocated in tubes (50 mL) containing preservatives (bronopol). The collected material was
sent on the same day to a specialized commercial laboratory authorized by the Brazilian
federal government.
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Milk (50 mL) was collected on day 45 to determine the fatty acid profile. Blood samples
were collected in tubes with a clot activator (4 mL) to separate blood serum and in tubes
with 10% EDTA anticoagulant (4 mL) for blood count analysis and tubes with sodium
citrate for the analysis of antioxidant enzymes in whole blood. After collection, the material
was stored in a thermal box with ice (temperature £ 10 °C) until processing within 3 h.
The tubes with the clot activator were centrifuged (820 g for 10 min), and the serum was
collected and stored in microtubes at —20 °C.

Two hundred grams of samples of a partially mixed ration (PMR) supplied in individ-
ual and automatic feeders were collected throughout the experiment (days 1, 10, 20, 30 and
45), totaling 1 kg of the PMR that was frozen (—20 °C) until analysis. This material, as well
as the robot feed (supplied during milking) collected on the same date as the PMR, were
subjected to physical-chemical analyses described below.

2.5. Laboratory Analysis
2.5.1. Chemical Composition of Feed

Initially, the feed samples were partially dried in a forced ventilation oven at 54 °C
for 72 h, after which each sample was ground to pass through a 0.5 mm screen using a
mill grinder (Retsch zm 200 (Retsch, Haan, Germany), ring sieve size: 0.75 mm) before
chemical analysis. For dry matter (DM) evaluation, samples were placed in a forced
ventilation oven at 105 °C for 24 h and then weighed. Crude protein quantification was
performed using the Kjeldahl method (Method 2001.11), which includes the digestion,
distillation, and titration phases [11]. The ash content, which indicates the mineral matter
in the samples, was measured by incinerating the samples in a muffle furnace at 600 °C for
six hours, eliminating the organic matter and retaining only the ashes, which were weighed
to determine the percentage calculation. The ether extract was quantified according to the
manufacturer’s recommendations using an automatic fat and lipid extractor (SER 158/6
Velp Scientifica®; Usmate Velate, Italy). Finally, neutral detergent fiber (NDF) analysis was
performed according to the methods described by researchers [11,12].

2.5.2. Hemogram

Hematological variables were obtained from blood samples collected in tubes with
EDTA and analyzed using the automatic hematological analyzer VET3000® (EQUIP, Itatiba,
Brazil). This analyzer determines the counts of leukocytes, lymphocytes, granulocytes,
monocytes, erythrocytes, and platelets, as well as the concentration of hemoglobin (g/dL)
and hematocrit (%).

2.5.3. Serum Biochemistry

Blood samples collected in tubes without anticoagulant were centrifuged in a QUIMIS
(Sao Paulo, Brazil) tube centrifuge for 10 min at 820 g to obtain blood serum. The serum was
then stored in microtubes at —20 °C until analysis was performed. Serum levels of the total
protein, albumin, urea, C-reactive protein, cholesterol, fructosamine, alanine aminotrans-
ferase (ALT), aspartate aminotransferase (AST), and gamma-glutamyltranspeptidase (GGT)
were determined. For this purpose, Analisa® kits (Gold Analisa Diagnéstica Ltda, Belo
Horizonte, Brazil) were used with EQUIPIVET equipment (Zybio EXC—200®, Shenzhen,
China). The globulin concentration was calculated using the following equation: total
protein—albumin.

2.5.4. Proteinogram and Cytokines

Firstly, the total protein content obtained using the biuret technique was used as a
reference for quantification. Sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis
(SDS-PAGE) was performed according to the technique described by Fagliari et al. [13] using
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mini-gels (10 x 10 cm) with adaptations made by Tomasi et al. [14]. The gels were stained
with Coomassie blue and photographed to identify and quantify the protein fractions using
Labimage 1D software (Loccus Biotechnology, Sao Paulo, Brazil). A standard containing
fractions with molecular weights between 10 kDa and 250 KD (Kaleidoscope, Bio-Rad,
Hercules, CA, USA) was used as a reference, using known commercial standards. Analyses
were performed in duplicate.

Interleukin 1f3 (IL-1$3), IL-6, and IL-10 levels in serum were measured using commer-
cial kits and an enzyme-linked immunosorbent assay device (Awareness Technology, Inc.,
Palm City, FL, USA; Chem Well; USCN, Wuhan, China). Tumor necrosis factor alpha (TNF-
«) in serum was assessed by the ELISA assay using commercial Quantikine immunoassay
kits (Abingdon Science Park, Abingdon, UK) according to the manufacturer’s instructions.

2.5.5. Oxidative Status

The oxidative status variables evaluated in the blood serum were reactive oxygen
species (ROS), thiobarbituric acid-reactive substances (TBARSs), and myeloperoxidase
activity (MPO). The analyses were performed in triplicate using specific biochemical
methodologies. Color and fluorometric readers were prepared using Varioskan™ LUX
(Thermo Scientific™, Waltham, MA, USA).

ROS formation was estimated using a fluorometric protocol established by Ali et al. [15].
Ten microliters of serum were soaked in 10 uL of 2’,7’-dichlorofluorescein diacetate (DCFH-
DA, 7 uM) and 240 uL of PBS. After 30 min of incubation at 37 °C, the final product of
DCFH-DA oxidation, dichlorofluorescein (DCF), was measured. The fluorescence emission
intensity was read at an emission wavelength of 525 nm and an excitation wavelength of
488 nm. The results were expressed as a percentage (%) of the fluorescence intensity relative
to the control.

Lipoperoxidation is a highly rapid reaction formed by the breakdown of polyunsatu-
rated fatty acids, which are usually measured by their products, mainly TBARSs, among
which malondialdehyde (MDA) is the primary product [16]. To evaluate this product, the
reaction of thiobarbituric acid (TBA) with serum samples was used, which, in the presence
of MDA, resulted in a pink product that could be read at 532 nm. Briefly, 20 puL of each
sample was mixed with 55 pL distilled water, 100 uL orthophosphoric acid (0.2 M), and
25 uL TBA (0.1 M). Spectrophotometric readings were taken after 45 min of incubation at
37 °C. The results are expressed in nanomolar MDA /mL.

MPO is a heme enzyme produced by inflammatory mediators and released from
leukocytes at the injury site. Therefore, MPO levels reflect the activation of neutrophils
and lymphocytes. MPO catalyzes the reaction of chloride ions with HyO, to generate large
amounts of hypochlorous acid (HOCI), which further reacts to generate singlet oxygen
and hydroxyl radicals. In the presence of H,O; as an oxidizing agent, MPO catalyzes the
oxidative coupling of phenol and 4-aminoantipyrine (AAP), resulting in a colored product,
quinoneimine, with a maximum absorbance of 492 nm [17]. MPO activity was analyzed
using a modified peroxidase system, with a mixture of 12 pL of serum sample with 148 uL of
AAP in phenol solution (AAP 2.5 mM; phenol 20 mM) and 17 pL of HyO, solution (17 mM).
After 30 min of incubation at 37 °C, the system was analyzed spectrophotometrically.
The results are expressed as uM quinoneimine per mg of protein produced in 30 min
(uMq/mg/30 min).

In whole blood collected with sodium citrate, the activity of antioxidant enzymes,
catalase (CAT) and superoxide dismutase (SOD), was measured. Prior to enzyme analysis,
protein levels were determined by the method of Bradford [18] using bovine serum albumin
as a standard. CAT activity was measured with the modified method of Nelson and
Kiesow [19]. This assay involved a change in absorbance at 240 nm due to the CAT-
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dependent decomposition of hydrogen peroxide. CAT activity was expressed as nmol CAT
per milligram protein. SOD activity was determined based on the inhibition of the radical
superoxide reaction with adrenalin as described by McCord and Fridovich [20]. In this
method, SOD present in the sample competes with the detection system for the superoxide
radical. The results were expressed as IU SOD per milligram protein.

2.6. Milk Quality: Centesimal Composition, Urea, and Somatic Cell Count of Milk

Analyses of chemical composition, a standard plate count of bacteria, and a somatic
cell count (SCC) were performed by the Commercial Milk Quality Laboratory, Curitiba,
PR, accredited to the Ministry of Agriculture, Livestock, and Supply by MAPA ordinance.
The quantification of fat, protein, lactose, total solids, and the defatted dry extract was
performed using the Mid-Infrared Spectrometry Method, according to ISO 9622—IDF Stan-
dard 141:2013. The total bacterial count was performed using the Flow Cytometry Method,
according to ISO 21187—IDF Standard 196/2021, and the SCC by the Flow Cytometry
Method, according to ISO 13366-2—IDF Standard 148-2/2006.

2.7. Fatty Acid (FA) Profile in Milk

The extraction was performed using the method described by Bligh and Dyer [21].
Samples (3 mL) were added to 50 mL polypropylene tubes, and 16 mL of methanol and
8 mL of chloroform were added for the homogenization and complete disintegration of
the sample, followed by mechanical stirring for 60 min. Thereafter, 8 mL of chloroform
and NapySOy 1.5% solution were added to promote a biphasic system. This mixture was
shaken for 2 min and then centrifuged for 15 min at 2000 rpm. The lipids obtained from the
chloroform phase were subjected to fatty acid analysis.

FA methylation was performed using the transesterification method proposed by Hart-
man and Lago [8,22]. The extracted lipids were added to 1 mL of 0.4 M KOH methanolic
solution in a test tube and shaken in a vortex for 1 min. The samples were kept in a water
bath for 10 min at boiling point. Subsequently, they were cooled to room temperature, and
3 mL of 1 M H,S0O,4 methanolic solution was added, shaken in a vortex, and maintained
in a water bath for 10 min. After cooling, 2 mL hexane was added, and the mixture was
centrifuged at 2000 rpm for 10 min. Lastly, hexane with fatty acid methyl esters (FAMEs)
was subjected to chromatographic analysis.

For FAME determination, a gas chromatograph (TRACE 1310) equipped with a flame
ionization detector (Thermo Scientific) was used. One microliter of sample was injected
into a split/splitless injector operated in a 1:10 split mode at 250 °C. Hydrogen was used
as the carrier gas at a constant flow rate of 1.5 mL/min. FAME separation was performed
using an RT 2560 (100 m x 0.25 mm x 0.20 um of thickness film, Restek, Bellefonte, PA,
USA) chromatography column. The initial oven temperature was programmed to be 100 °C
for 5 min and then increased to 180 °C at 8 °C/min. Then, it was increased to 210 °C at
4 °C/min, and finally, until 240 °C, it was increased to 20 °C/min, and it was maintained for
20 min under isothermal conditions. The detector temperature was maintained at 250 °C.
The FAME compounds were identified by comparing the experimental retention times
to those of authentic standards (FAME Mix-37, Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA). The
results were presented as a percentage of each FA identified in the lipid fraction, considering
the chain size equivalent factor of FAMEs for FID and the conversion factor of the ester to
the respective acid, according to Visentainer and Franco [23].

2.8. Statistical Analysis

First, a descriptive analysis of the data was performed by applying the normality test
(Shapiro-Wilk) and evaluating the residual error. The data without a normal distribution
were transformed to logarithms and normalized for subsequent analyses. All data were
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analyzed using the SAS ‘MIXED procedure’ (SAS Inst. Inc., Cary, NC, USA; version 9.4)
with Satterthwaite’s approximation to determine the denominator degrees of freedom for
the fixed-effects test. Mean milk production and feed efficiency variables were tested for a
fixed effect of treatment using animals (treatment) as a random effect. The remaining data
were analyzed as repeated measures and tested for fixed treatment effects using day and
treatment X day, with cow (treatment) as a random effect. The d1 results were included
as independent covariates. Additionally, for these variables, the d1 scores were removed
from the dataset to generate the mean per treatment but were retained as covariates. The
first-order autoregressive covariance structure was selected according to the lowest Akaike
information criterion. Means were separated using the PDIFF method (Student’s test), and
all results were reported as LSMEANS followed by standard error (SEM). Significance was
defined as p < 0.05, and a trend was indicated when p > 0.05 and < 0.10.

3. Results
3.1. Productive Performance

The performance results are presented in Table 2 and Figure 1. There was no effect
of treatment on the average milk production per cow per day during the adaptation
period (d1-14) and experimental period (d15-45) (Table 2). However, we observed a
treatment x day interaction (Figure 1): the cows that consumed the phytobiotic additive
produced a greater quantity of milk (d14, d17, d18, d30, d39 and d45). We observed
8.57% greater corrected milk production for fat percentage in the cows that consumed
phytobiotics than in the control during the experimental period. The effect of the treatment
on feed intake was 10.23% lower in cows that consumed the additive than in the control.
The feed efficiency values were 15.38% higher in cows that consumed phytobiotics in both
calculations using milk production per day and milk production corrected for 4% fat.

Table 2. Milk production (MP), fat-corrected milk (4% FCM).

Variables Control Phytobiotic SEM p: Treat 2
Milk production—MP. kg (mean)
d —7 to 1 (pre-experiment) 22.2 22.6 0.22 0.95
d1lto14 22.6 22.8 0.20 0.94
d 15 to 45 25.2 26.0 0.19 0.15
Fat-corrected milk (4%FCM) 1. kg
d-7tol 18.5 19.5 0.2 0.84
d1lto14 20.2 21.7 0.18 0.76
d15t0 45 245" 26.6 0.17 0.01
Feed intake—FI. kg (mean)
d1to14 16.5 16.2 0.14 0.95
d15t0 45 17.62 15.8° 0.12 0.01
Feed efficiency (kg DM/kg FI)
d15t0 45 1.43° 1652 0.04 0.01
Body score
d1 3.25 3.08 0.08 0.62
d45 3.34 3.11 0.07 0.12

Note : Milk production corrected for 4% fat (4%FCM) was estimated by the equation proposed by the NRC
(2001) [10]: FCM = 0.4 x (kg of milk produced) + 0.15 x (% fat) x (kg of milk produced). Note 2: The treatment
effect when p < 0.05, with the difference between groups illustrated by different lowercase letters (a and b) in the
same row.

3.2. Milk Quality

The results of centesimal composition and SCC in milk are presented in Table 3. There
was an effect of treatment and day; thus, there was a treatment x day interaction for milk
fat, with cows in the phytobiotic group having the highest milk fat compared to the control
group. There was no effect of day, treatment, or treatment x day interaction on protein,
lactose, total solids, urea, and SCC in milk.
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Table 3. Centesimal composition of milk from cows that consumed phytobiotics, milk urea levels,
and somatic cell count (SCC).

Variables Control Phytobiotic SEM p: Treat 1 p: Day 2 p: Treat x Day 3
Fat (g/kg) 36.5P 40.12 0.47 0.01 0.05 0.01
Protein (g/kg) 36.9 36.8 0.35 0.97 0.96 0.97
Lactose (g/kg) 46.3 45.8 0.24 0.88 0.95 0.93
Total solids (g/kg) 120 123 1.75 091 0.96 0.92
Urea (mg/dL) 18.3 19.9 0.64 0.82 0.89 0.83
SCC (x103 mL) 61.9 56.3 242 0.64 0.58 0.72
Fat (g/kg) >
d14 32,9 B 36.9 P 0.46
d28 34.1 bAB 37.8P 0.48
d45 42,4 PA 45.6 24 0.46
Note !: The treatment effect when p < 0.05, with the difference between groups illustrated by different lowercase
letters (a and b) in the same row. Note 2: The day effect when p < 0.05, illustrated by uppercase letters (A, and
B) in the same column for milk fat in both groups. Note 3: This table demonstrates the treatment versus day
interaction for fat on days 14, 28, and 45 of the experiment, with lowercase letters (a and b) in the same row.
The results of the milk fatty acid profile are presented in Table 4. No effect of treatment
was observed for specific fatty acids. Still, there was a tendency for a higher sum of
unsaturated fatty acids (p = 0.09) and monounsaturated fatty acids (p = 0.07) in the milk of
cows that consumed the phytogenic. However, there was a small difference for the sum of
polyunsaturated fatty acids (control: 1.51 and phytogenic: 1.61%), but this was significant
between the groups due to the consumption of the additive. Consequently, we verify that a
higher UFA /SFA ratio was observed in the milk of cows that consumed the phytogenic
compared to the control.
Table 4. Fatty acid profile in milk from cows that consumed phytobiotics as feed additive.
Fatty Acid Control Phytobiotic SEM p-Value !
C4:0 (Butyric) 0.20 0.19 0.016 0.95
C6:0 (Caproic) 0.09 0.01 0.033 0.24
C10:0 (Capric) 2.42 2.10 0.156 0.36
C11:0 (Undecanoic) 0.21 0.15 0.024 0.23
C12:0 (Lauric) 3.20 3.11 0.078 0.78
C13:0 (Tridecanoic) 0.13 0.12 0.005 0.96
C14:0 (Myristic) 12.0 12.5 0.158 0.92
C14:1 (Myristoleic) 0.53 0.53 0.032 0.94
C15:0 (Pentadecanoic) 1.11 1.24 0.044 0.56
C16:0 (Palmitic) 43.9 43.1 0.504 091
C16:1 (Palmitoleic) 1.17 1.06 0.043 0.44
C17:0 (Heptadecanoic) 0.66 0.67 0.009 0.98
C17:1 (cis-10-Heptadecenoic) 0.12 0.11 0.004 0.95
C18:0 (Stearic) 10.8 11.9 0.275 0.18
C18:1n9t (Elaidic) 1.50 1.71 0.058 0.13
C18:1n9¢ (Oleic) 14.4 15.0 0.369 0.31
C18:2n6t (Linolelaidic) 0.02 0.01 0.001 0.99
C18:2n6c¢ (Linoleic) 1.25 1.33 0.027 0.19
C20:0 (Arachidic) 0.14 0.16 0.003 0.35
C20:1n9 (cis-11-Eicosenoic) 0.07 0.08 0.003 0.96
C18:3n3 (a-Linolenic) 0.10 0.12 0.006 0.55




Animals 2025, 15, 1588 11 of 20
Table 4. Cont.
Fatty Acid Control Phytobiotic SEM p-Value !
C21:0 (Henicosanoic) 0.20 0.25 0.016 0.47
C20:2 (cis-11.14-Eicosadienoic) 0.02 0.01 0.002 0.96
C22:0 (Behenic) 0.06 0.07 0.002 0.95
C20:3n6
(cis-8.11.14-Eicosatrienoic) 0.07 0.07 0.002 0.99
C20:4n6 (Arachidonic) 0.04 0.04 0.002 0.98
C22:2 (cis-13.16-Docosadienoic) 0.02 0.01 0.003 0.96
C24:0 (Lignoceric) 0.05 0.04 0.005 0.94
C20:§n3 (c1s-5.8.11..14.17— 0.01 0.01 0.000 0.99
Eicosapentaenoic)
C24:1n9 (Nervonic) 0.01 0.01 0.001 0.99
SFA ? 75.3 74.7 0.652 0.24
UFA 19.3 20.1 0.125 0.09
MUFA 17.8 18.5 0.097 0.07
PUFA 151P 1.612 0.030 0.03
UFA /SFA 0.25° 0.27 2 0.011 0.05

Note !: Different letters in the same row illustrate the treatment effect when p < 0.05. Note 2. saturated fatty
acids (SFA), unsaturated fatty acids (UFA), monounsaturated fatty acids (MUFA) and polyunsaturated fatty
acids (PUFA).

3.3. Hematologic and Biochemical Changes

The results for blood variables are presented in Table 5 and Figure 2. The effect of the
day and treatment x day interaction was observed for total leukocyte and lymphocyte
counts, both of which were lower in the blood of cows in the phytobiotic group. There
was no effect of treatment or interaction on the other blood count variables (the number of
granulocytes, monocytes, platelets, hemoglobin concentration, and hematocrit percentage),
except for the number of erythrocytes, which was higher in cows that consumed the
additive. Figure 2 illustrates the treatment x day interaction and the effect of the day on
leukocyte and lymphocyte counts.

Leukocytes (x10° pL) P 005

P day: 0.08 P treat x day: 0.02

Pt day: 005 Lymphocytes (x10° pL)

i #
#
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Figure 2. The effect of the treatment vs. day interaction (illustrated by asterisks above the bars) and
day effect (shown by capital letters (A and B) inside the phytobiotic group bar) for total leukocyte,
lymphocyte, total protein, and globulin biomarkers. The asterisk (*) illustrates the difference on each
day, referring to the treatment x day interaction.
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Table 5. Hemogram and serum biochemistry of cows fed phytobiotics.

Variables Control ~ Phytobiotic = SEM p: Treat!  p: Day? p: Treat x Day 2
Hematology
Total leukocytes (x10% uL) 9222 8.02b 0.35 0.05 0.08 0.05
Lymphocytes (x10% uL) 5332 418" 0.23 0.05 0.05 0.02
Granulocytes (x 103 uL) 3.16 3.26 0.20 0.89 0.82 0.93
Monocytes (x 10 uL) 0.72 0.79 0.04 0.87 0.79 0.81
Erythrocytes (x 106 uL) 4.98° 5.442 0.08 0.05 0.18 0.12
Hemoglobin (g/dL) 9.10 9.31 0.14 0.26 0.31 0.26
Hematocrit (%) 26.1 26.4 0.41 0.92 0.94 0.88
Platelets (x 10 uL) 370 339 20.9 0.55 0.63 0.61
Serum biochemistry
Albumin (g/dL) 3.40 3.45 0.08 0.97 0.95 0.92
Total cholesterol (mg/dL) 140 139 1.21 0.91 0.89 0.89
Frutosamine (mg/dL) 325 330 2.05 0.85 0.81 0.87
GGT (U/L)3 30.1 31.0 1.25 0.95 0.94 0.94
Glucose (mg/dL) 64.4 60.7 2.36 0.88 0.84 0.85
Total protein (g/dL) 6.67 P 7.77 3 0.11 0.05 0.01 0.01
AST (U/L)3 88.7 94.6 3.32 0.56 0.26 0.39
ALT (U/L)3 71.3 722 2.67 0.92 0.94 0.94
Triglycerides (mg/dL) 10.2 9.95 0.98 0.96 0.95 0.97
Urea (mg/dL) 424 45.8 1.54 0.66 0.51 0.45
Globulin (g/dL) 3.26P 4312 0.13 0.05 0.01 0.01

Note !: Treatment effect when p < 0.05, with difference between groups illustrated by different lowercase letters
(a, b) in same line. Note 2: Day effect and treatment x day interaction when p < 0.05; results are shown in
Figure 2. Note 3: GGT (gamma-glutamyl transferase), AST (aspartate aminotransferase) and ALT (alanine
aminotransferase).

Total protein and globulin levels were higher in the serum of cows in the phytobiotic
group compared to the control (Table 5), emphasizing the higher protein concentration on
day 45 of the experiment (Figure 2). No effect of treatment or treatment X day interaction
was observed for albumin, cholesterol, fructosamine, GGT, AST, ALT, triglycerides, glucose,
or urea.

Protein profiles obtained by electrophoresis are shown in Table 6 and Figure 3. Higher
levels of IgA, Ig heavy chain (Ig-hc), and transferrin were observed in the serum of cows
fed the phytobiotic (p < 0.05). Ceruloplasmin and haptoglobin levels were lower in the
serum of these cows than in that of the control (p < 0.05). A treatment x day interaction
was observed mainly on day 45 for IgA, Ig-hc, haptoglobin, and transferrin (Figure 3).

We verified the effect of the treatment and day and the treatment x day interaction
for cytokine levels (Table 6 and Figure 4). Lower levels of TNF, IL-1 and IL-6 and higher
levels of IL-10 in the serum of cows that consumed the phytobiotic compared to the control
were observed.

Oxidative status markers were presented in Table 6 and Figure 5. There was no
treatment effect for ROS, but there was a day effect and treatment x day interaction for this
variable, with lower ROS levels observed in the cows in the phytobiotic group compared
to the control on day 28 of the experiment. There was a treatment, day, and interaction
effect for TBARS levels, which was lower in cows that consumed the phytobiotic on days
14, 28, and 45. MPO activity only had a treatment effect, with higher enzymatic activity
in the cows in the phytobiotic group compared to the control. CAT activity was higher in
the blood of cows that consumed the phytogenic compared to the control. SOD activity
was higher in the blood of cows that consumed additives on days 28 and 45 compared to
the control.
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Figure 3. The effect of treatment vs. day interaction (illustrated by asterisks above the bars) and day
effect (shown by capital letters (A, B, and C) inside the bar) for biomarkers IgA, Ig-hc, haptoglobin,
and transferrin. The asterisk (*) illustrates the difference on each day, referring to the treatment x day
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Figure 4. The effect of treatment vs. day interaction (illustrated by asterisks above the bars)
and day effect (shown by capital letters (A, B and C) inside the bar) for the cytokine biomarkers
(IL-1, IL-6, IL-10 and TNF). The asterisk (*) illustrates the difference on each day, referring to the

treatment x day interaction.
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Figure 5. The treatment x day interaction (illustrated by asterisks above the bars) and day effect
(shown by capital letters (A and B) inside the bar) for reactive oxygen species (ROS) and lipid peroxi-
dation (TBARS) in serum and superoxide dismutase (SOD) in total blood from phytobiotic-fed cows.
The asterisk (*) illustrates the difference on each day, referring to the treatment x day interaction.

Table 6. Protein profile in electrophoresis and markers of oxidative reactions of cows fed phytobiotics.

Variables Control Phytobiotic SEM p: Treat ! p: Day 2 p: Treat x Day 2
Proteinogram

IgA (g/dL) 0.75° 0.982 0.03 0.01 0.01 0.01

Heavy-chain Ig (g/dL) 1.12° 1462 0.05 0.01 0.01 0.01

Ceruloplasmin (g/dL) 0.65? 052" 0.02 0.05 0.22 0.26

Haptoglobin (g/dL) 0.612 042° 0.02 0.01 0.01 0.01

Ferritin (g/dL) 0.40 0.37 0.01 0.65 0.74 0.68

Transferrin (g/dL) 0.32° 0.362 0.01 0.05 0.02 0.05

Cytokines

IL-1B (pg/mL) 56.9 2 429b 2.58 0.01 0.01 0.01

IL-6 (pg/mL) 40.1° 295b 2.27 0.04 0.01 0.01

IL-10 (pg/mL) 65.8P 9432 341 0.01 0.01 0.01

TNF (pg/mL) 1642 135P 5.02 0.03 0.01 0.01
Oxidative status

ROS 3 (% of fluorescence intensity) 8.202 7.60P 0.22 0.19 0.03 0.05

TBARS (nmol/mL) 6.832 5.77b 0.13 0.02 0.01 0.01

MPO (uM quinoneimin/30 min) 2.27 2.75 0.02 0.05 0.14 0.20

CAT (nmol CAT/mg of protein) 9.74 11.2 0.45 0.04 0.11 0.13

SOD (U SOD/mg of protein) 4.23 8.23 0.31 0.01 0.01 0.01

Note !: The treatment effect when p < 0.05, with the difference between groups illustrated by different lowercase
letters (a and b) in the same line. Note 2: The day effect and treatment x day interaction when p < 0.05, with the
results presented in Figures 3 and 4. Note 3. reactive oxygen species (ROS), thiobarbituric acid reactive substances
(TBARS), myeloperoxidase (MPO), catalase (CAT) and superoxide dismutase (SOD).
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4. Discussion

In a practical and applied way, these studies showed that the intake of phytobiotic
additives by Jersey cows influence productive performance corrected to fat, feed intake,
feed efficiency, and fat percentage in milk. Some of these results corroborate those of
another recently published study on the photoactivities of Jersey cows [24] and Lacaune
sheep [25]; but it is important to emphasize that the studies used different formulations,
so a comparison needs to be made with caution. The present study tested cinnamon and
oregano EOs in free and microencapsulated forms, unlike the study by Vitt et al. [24], which
used the same concentration of these EO only in microencapsulated form. Maxin et al. [26]
reported that the fat content in cow’s milk is altered by acetate and butyrate; that is, when
they increase, there is a decrease in propionate, glucose, and fat content in milk, which
has already been described in other studies with phytobiotics similar to the one tested
here [8,9,24]. A lower feed intake may be related to the free EO in the additive, which
generated a greater odor in the concentrate and total diet, and reduced intake. Despite this,
milk production in these cows was equal between groups; consequently, because when
we calculated the feed efficiency value, we found that it was significantly higher in the
cows that consumed the phytogenic. Among the additive ingredients tested, we found that
turmeric extract contains curcumin, already described as responsible for improving the
digestibility of sheep fiber and thus increasing milk production [27], as well as improving
the digestibility of feed and nutrients in dairy cows fed Curcuma longa extract in the diet [28].
However, we cannot rule out other nutritional mechanisms that are capable of altering
milk composition and growth performance, such as how the use of essential oils (oregano
and cinnamon) [5] and tannins [29] alters the acetate/propionate ratio and amount of
short-chain fatty acids (SCFAs). We observed a day effect for milk fat, which increased
throughout the experiment; however, this increase was higher in the phytobiotic group.
The explanation for the day effect in both groups is related to the feeding of these cows
before starting the experiment, i.e., the cows had access to pasture and were animals in
the early phase of lactation (less than 30 days postpartum); this is a physiological and
common moment in which the animal is in a negative energy balance and has an unstable
metabolism. At the end of the experiment, the percentage of milk fat reached the reference
value for the Jersey breed at peak production. The exact mechanism that led to the increase
in fat in the animals that consumed the phytobiotic will be investigated in the future by
our research group, evaluating ruminal fermentation, volatile fatty acids, and ruminal and
intestinal microbiota.

The exact mechanism involved in this increase in milk fat is unknown. However, in the
future, we will investigate the influence of this additive on lipid metabolism, which did not
change serum cholesterol levels. The additive positively influenced the composition of fatty
acids in milk, increasing the index of polyunsaturated fatty acids. The addition of curcumin
to dairy sheep feed increases monounsaturated fatty acids [27] and the use of tannins in
goats increases oleic acid [30]. According to the literature, tannins can inhibit the last step
of ruminal biohydrogenation; therefore, this increases the content of unsaturated fatty acids
in milk [31]. However, it is worth noting that the effect of the additive on milk quality
was moderate, i.e., only affecting fat. We did not hypothesize that the consumption of the
additive would alter protein and lactose levels in the milk; but we expected a reduction in
SCC, as had already been described in another study with a phytogenic [24]. The blood
results discussed below suggest an anti-inflammatory effect of the additive, which could
have reduced the somatic cell count in the milk, but this did not occur, which may be
related to other local factors in the mammary gland, which are not known.

Lower blood leukocyte counts due to reduced lymphocytes were observed in cows
fed phytobiotics. This change suggests that the additive interferes with the modulation of
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inflammatory processes [32,33], thus favoring an anti-inflammatory effect. Lower leukocyte
counts have already been verified in the consumption of curcumin by dairy sheep [27] and
dairy calves [34], as well as the ingestion of microencapsulated cinnamon and oregano oil in
the diet of lambs [35]. Adding chestnut tannin to the diet of cows increased leukocyte and
lymphocyte counts but reduced the neutrophil /lymphocyte ratio [36]. It is important to
make it clear to the reader that the lower leukocyte/lymphocyte count could also indicate
immunosuppression, but due to the promising productive results, as well as other blood
biomarkers, we believe that this reduction in the count of this cell is an anti-inflammatory
effect, confirmed by the lower concentration of pro-inflammatory cytokines (IL-1f3, IL-6,
and TNF) and higher anti-inflammatory cytokine levels (IL-10).

A higher concentration of total proteins due to increased globulins was observed
in this study. As the animals were apparently healthy, without any sign of dehydration,
we interpreted the reduction in total protein as an immunological effect, confirmed by
the protein profile determined by electrophoresis. Higher globulin levels have already
been recorded in lactating goats fed a diet based on cinnamon, ginger, and garlic oils [37].
The same commercial product tested here did not alter total protein and globulin levels
when used in the diet of feedlot beef cattle [8]. However, similar additives in a phytogenic
blend increased globulin levels in growing steers [9] and lactating cows [24]. A leukogram
showed a lower total lymphocyte count. However, the number of globulins was higher,
which suggests that there was a reduction in T lymphocytes and possibly an increase
in B lymphocytes or more significant activity of these cells, which resulted in a greater
production of immunoglobulins, as observed in our study, where cows fed phytobiotics
had a higher concentration of serum IgA, similar to that found in other studies by our
research group [9,24,38,39]. However, this is the hypothesis of modulation for greater IgA;
but we cannot rule out the possibility that the additive causes irritation in the intestinal
mucosa, which could also stimulate the increase in this immunoglobulin. It is essential
to highlight that the concentration of other heavy-chain immunoglobulins also increases,
reinforcing that the ingestion of this additive stimulates a humoral response [40]. There is a
hypothesis that immunoglobulins increase by the direct action of the additive’s ingredients
on humoral immune cells, and another possibility is that the components of the additive
(mainly essential oil and tannin) sensitize the intestinal mucosa, which is an immune and
defense response, and increase IgA levels.

The reduction in lymphocytes, combined with a lower concentration of positive acute-
phase proteins (ceruloplasmin and haptoglobin) and an increase in harmful acute-phase
protein (transferrin), helps to characterize an anti-inflammatory response that has been
commonly described in ruminants fed with phytobiotics [24,39,41,42]. It is already known
that the combination of microencapsulated oils of carvacrol, cinnamaldehyde, and thymol
has anti-inflammatory effects [41,42]. Tung et al. [43] observed that Cinnamomum os-
mophloeum EO could strongly inhibit nitric oxide (NO) production in RAW 264.7 cells after
exposure to lipopolysaccharide (LPS), highlighting the involvement of cinnamaldehyde in
this activity. The ability of cinnamaldehyde to reduce inducible nitric oxide synthase (iNOS)
mRNA synthesis in RAW 264.7 cells has been noted [44]. Curcumin reduces the activity
of enzymes that mediate inflammation, such as cyclooxygenase-2 (COX-2), lipoxygenase
(LOX), and iNOS, and reduces the levels of pro-inflammatory cytokines [45,46]. Wijesinghe
et al. [47] suggested that plant tannins exert anti-inflammatory effects by inhibiting NO
and prostaglandin-E2. In summary, the anti-inflammatory effect observed here was ex-
pected and may indirectly be responsible for the higher milk production of these cows
because reducing the inflammatory response required less ATP consumption to maintain
inflammation, and more energy was available for milk production.
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Lower levels of TBARS and ROS combined with the greater activity of antioxidant
enzymes CAT and SOD were observed in this study, similar to those described in other
studies on phytobiotics in ruminants [8,9,24,39]. It is well known that curcumin has antiox-
idant effects in sheep [48,49], and cinnamon and oregano EOs decrease lipid peroxidation
as they have compounds with a high capacity to absorb oxygen radicals [50] and tannins,
which are plant metabolites that have antioxidant activity and can be used to improve the
antioxidant status of animals [51]. According to the literature, curcumin has active groups
capable of neutralizing free radicals and stimulating antioxidant enzymes such as SOD,
glutathione peroxidase, and glutathione S-transferase [52,53]. Furthermore, a meta-analysis
showed that curcumin, when consumed, reduces the concentration of malondialdehyde
(MDA) in serum and has the potential to increase the total antioxidant potential, conse-
quently removing reactive oxygen and nitrogen, chelating metals, and regulating numerous
enzymes [54].

5. Conclusions

The inclusion of a phytobiotic additive based on a combination of oregano and cin-
namon EO (free and microencapsulated) associated with turmeric and tannin extract in
the diet of Jersey cows has positive effects under these experimental conditions, enhancing
fat-corrected milk (4%FCM), and it is also capable of increasing fat in milk, generating a
partial improvement in milk quality since milk protein, lactose and SCC are not altered.
However, the addition of the phytogenic reduced the cows’ feed intake but maintained
production, leaving the calculated feed efficiency value of these cows higher. The intake
of the additive by the cows had an anti-inflammatory effect, capable of reducing pro-
inflammatory markers, such as acute-phase proteins, but stimulated the production of
immunoglobulins. A reduction in lipid peroxidation and ROS levels indicates that the
additive has an antioxidant effect with higher CAT and SOD activity and can reduce and
minimize physiological oxidative stress in lactating cows.
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Abstract

commonly discarded residue.

Keywords: Residue; Brewery; Functional foods; Reuse

Brewer’s Spent Grain (BSG) is the primary residue generated during beer production and is nutritionally rich, which makesits reuse in new products
an interesting, innovative, and sustainable option. Thus, the present study aimed to characterize cookies developed by partially substituting
white wheat flour with BSG at levels of 0%, 50%, and 60%. The cookies were evaluated for their proximate composition, physicochemical
properties, and sensory acceptance. The main results obtained were the high content of fiber and protein; the samples containing 50% and
60% bagasse presented, respectively, 9.05 g/100 g and 12.84 g/100 g of fiber, while the protein contents of the 50% and 60% cookies were,
respectively, 16.37 g/100 g and 17.06 g/100 g. The samples achieved acceptable sensory ratings, with responses tending toward “slightly liked”
and acceptability indices close to or above 70%. Overall, the evaluators preferred the control cookies, while the 50% and 60% BSG cookies
did not differ significantly from each other. These findings suggest that incorporating BSG into cookies is a promising option for reusing this

Introduction

Currently, there is growing concern regarding the large
generation of waste, as itrepresents one of the main environmental
issues both in Brazil and worldwide. This waste generation has
intensified primarily due to the expansion of agribusiness and
the development of food production processes. In this context,
increasing attention is being given to the recycling of agro-
industrial by-products and their transformation into high-value
new products, thereby achieving the ultimate goal of a “zero waste
economy” [1]. The three main concerns involved are reducing
waste and losses in the production chain, developing economic
alternatives, and reducing food insecurity [2].

Among these residues, Brewer’s Spent Grain (BSG) is
noteworthy since it is generated in large quantities throughout
the year [3]. BSG is the main by-product resulting from the initial
stage of beer production and is generated from the filtration of
the wort prior to boiling. Its composition is basically the husk
of malted barley, and it represents approximately 85% of the
residues generated by breweries, being primarily destined for
animal feed [3].

According to the Brazilian Beer Industry Association, national
beer production in 2020 reached 14.1 billion liters. In the same
year, Brazil recorded 1,383 breweries registered with the Ministry
of Agriculture, Livestock, and Supply (MAPA), with 85.6% of
these concentrated in the South-Southeast region [4]. The high
production of beer consequently leads to an increase in the
generation of BSG, with an estimate that every 100 liters of beer
produced results in 14 to 20 kg of BSG [5]. A study conducted by
Tombini et al. [6] on the management of BSG in breweries located
in the western and far western regions of the state of Santa
Catarina indicated that, in the vast majority of the interviewed
breweries, this residue is donated to cattle producers without any
profit margin for the industries.

BSG is considered to be high in protein and dietary fiber, as it
contains 18.24 g/100 g and 37.70 g/100 g of these constituents,
respectively [7]. In addition, it contains 1.2% mono and dihydroxy
phenolic acids and is a source of B-complex vitamins; therefore,
it has high nutritional value [5]. This has led to consideration of
other ways to reuse this residue besides its use as animal feed,
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such as enriching foods like cookies to improve consumer health
and offer a new product option in the market.

Regulation Resolution No. 263 of September 2005 defines
biscuits or cookies as products obtained by mixing flour(s),
starch(es) and/or starch derivatives with other ingredients,
which are then kneaded and cooked; these products may or may
not be leavened and can have various toppings, fillings, shapes,
and textures. These products are highly consumed, being present
in 99.6% of Brazilian households, with an average consumption of
5,500 kg per person per year [8].

Thus, given the modern food industry’s interest in
sustainability and human health and considering that BSG is a
significant by-product with a unique composition, this study
aimed to develop two cookie formulations enriched with BSG at
50% and 60% levels, in addition to a control formulation (0%
BSG), and to evaluate their proximate composition, sensory

analysis, and purchase intention.
Materials and Methods
Cookie Preparation

This study is classified as descriptive and experimental [9].
For the current research, different cookie formulations were
developed by partially substituting white wheat flour with
BSG flour at concentrations of 50% and 60%, in addition to

the control formulation (0% substitution). The BSG used for
developing the cookies was donated by Dalla Cervejaria, located
in Cordilheira Alta (SC), and was obtained from Pilsen-type beer
production. For this study, BSG from the same production batch
was used and stored in a horizontal freezer (Consul brand, model
CHB53EBBNA) at approximately -18 °C until the cookies were
prepared and analyzed. The development of the formulations, as
well as the proximate composition and sensory analyses, were
performed in the Food Technology, Bromatology, Chemistry, and
Sensory Analysis laboratories at the Universidade Comunitaria da
Regido de Chapeco -Unochapecd.

The other ingredients used in the cookie formulations were
purchased from a local market in the city of Chapecé/SC and
included white wheat flour (Rosa Branca brand), salt (Diana
brand), brown sugar (Sulmel brand), granulated sugar (Delta
brand), unsalted butter (Gran Mestri brand), vanilla essence (Dr.
Oetker brand), Tahiti lemon, 52% cocoa chocolate chips (Melken
brand), nutmeg (Apti brand), baking soda (Apti brand), and eggs.

Before being used in the cookie production, the BSG
underwent a drying process in a dehydrator (Quimis brand, model
Q314M252) at 60 °C for 24 hours and was subsequently ground
in a blender (Philips Walita brand, model Liqfaz) to reduce its
particle size, giving it a flour-like consistency and facilitating its
homogenization with the other ingredients in the formulation.
The dried and ground BSG is shown in (Figure 1).

Table 1: Formulations of cookies with 50% and 60% BSG and the control cookie.

Ingredients 0% Qty. Weight (g) 50% Qty. Weight (g) 60% Qty. Weight (g)
White sugar 25 25 25
Brown sugar 25 25 25
Salt 0.8 0.8 0.8
Unsalted butter 50 50 50
Eggs *51 *51 *51
Vanilla extract 3 3 3
Wheat flour 103.7 51.9 41.5
Lemon juice 1.5 1.5 1.5
Baking soda 1.56 1.56 1.56
BSG flour - 51.9 62.22
Chocolate chips 76 76 76
Nutmeg 0.04 0.04 0.04

*51 g corresponds to one egg.

Source: developed by the authors.

The ideal cookie formulation was determined by performing
preliminary tests based on a standard formulation, varying
ingredient proportions until the optimal combination and
quantities were obtained. Based on these tests, partial substitutions

of white wheat flour with BSG flour were made, with the 50% and
60% levels receiving the highest sensory acceptance from the
research group; thus, the study focused on these percentages. The
cookie formulations used are shown in (Table 1).
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Figure 1: Dried and ground BSG.

Source: Developed by the authors.
N

J

For cookie preparation, the procedure followed the flowchart
in (Figure 2). First, the ingredients were separated and weighed;
then, brown sugar, granulated sugar, and butter were homogenized
in a mixer (Philco brand, model PBP1200P). Next, the egg, vanilla

essence, salt, lemon juice, and nutmeg were added and mixed
again in the mixer. Finally, the wheat flour, baking soda, and BSG
flour (except in the control formulation) along with the chocolate
chips were manually mixed.

4 1\
et "y ra [
. - Manual mixing of
Weighing of Mudng "_’f brown Ad'!’"'”" QFW' flours, baking soda,
ingredients sugar, white sugar, wanilla, and salt in i kg and]
L and bufter in a mixer the mixer e et
o " o nulm&g
Baking the cookies in | 3 f.ﬂujdilimnlm sl
a preheated oven at Freazing the cookies Molding the dough chins
180 *C for 15 for 12 minutes into shape P
minules J g .
Cooling and storage
of the cookies in a
refrigerator
Figure 2: Flowchart for cookie preparation.
Source: Developed by the authors.
N J

Once the dough was ready, the cookies were shaped, placed
on baking trays lined with parchment paper, and refrigerated for
about 12 minutes. After this period, the cookies were baked in a
preheated oven (Fischer brand, model Fischer Grill) at 180 °C for
approximately 15 minutes, removed from the molds after cooling

(Figure 3), and submitted to sensory analysis. The remaining
cookies were stored in a closed container and kept refrigerated
at approximately 20 °C in a refrigerator (Consul brand, model
CRB36AB) until the proximate composition analyses were
conducted.
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Source: Developed by the authors.

Figure 3: Cookies after baking. (A) Control cookie (0%); (B) 50% BSG cookie; (C) 60% BSG cookie.

Proximate Composition of the Cookies

The cookies’ characterization was performed through analyses
of moisture, ash content, crude protein, lipids, and dietary fiber,
with each analysis conducted in triplicate.

Moisture

Moisture analysis was determined using the method described
by the Instituto Adolfo Lutz [10]. The gravimetric method was
applied, using 5 gof sample heated in an oven (Quimis brand, model
Q314M252) at 105 2C until a constant weight was achieved. The
percentage of moisture was obtained by the difference between
the weight of the wet sample and that of the dried sample.

Ash

The ash content followed the methodology proposed by AOAC
(1995). Ash was determined by incinerating 5 g of sample in a
muffle oven (Quimis brand, model Q318S21) at 550 °C for about
4 hours, until the resulting ash turned white or slightly gray. The
ash percentage was calculated based on the difference between
the initial sample weight and the weight after muffle processing.

Protein

The crude protein percentage was determined in a third-
party laboratory (Laboratério de Andlises LabCal, Department
of Food Science and Technology, Federal University of Santa
Catarina - UFSC) by determining the total nitrogen percentage in
the samples according to the Microkjeldahl method. The samples
were digested, distilled, and titrated following the methodology
described in method No. 991.20, in accordance with the
Association of Official Analytical Chemists (AOAC, 2019). Protein
results were expressed in g/100 g.

Lipids
For the determination of lipid content, the hot extraction

method of the Weende procedure was applied as proposed
by the provider of the fat determination equipment Goldfish

(Tecnal brand, model TE-044-5/50), using petroleum ether
(Exodo Cientifica brand) as the organic solvent. Prior to the
analysis, the reboilers were dried in an oven (Quimis brand,
model Q314M252) at 105 °C for 2 hours. The procedure began by
weighing 2.5 g of cookies, which were then placed in filter paper
cartridges. The cartridges containing the samples were fixed onto
the equipment’s stem. Next, 100 mL of solvent was added to the
reboilers, and the cartridges were immersed in the solvent for 1
to 1.5 hours at 90 °C. After lifting the cartridges for 30 minutes at
the same temperature, the equipment was set to 130 2C to initiate
solvent recovery and lipid separation. The solvent was allowed to
evaporate for about 2 hours before the equipment was switched
off. The reboilers containing the lipids were then placed in an oven
(Quimis brand, model Q314M252) at 105 ©C for approximately 2
hours, and finally, they were allowed to cool in a desiccator before
weighing and calculating the lipid percentage.

Dietary Fiber

Dietary fiber quantification was conducted in a third-party
laboratory (Laboratério de Analises LabCal, Department of Food
Science and Technology, UFSC). The method for soluble fiber
determination followed AOAC method No. 985.29 (AOAC, 2019),
and the method for insoluble fiber determination followed AOAC
method No. 991.43 (AOAC, 2019). Results were expressed in

g/100 g.
Sensory Analysis and Purchase Intention of the Cookies
Sensory Analysis

The study was submitted to and approved by the
Committee for Research Ethics in Human Subjects (Protocol No.
43771521.5.0000.0116) of the Universidade Comunitaria da
Regido de Chapeco- Unochapecd.

To evaluate the sensory acceptance of the developed
cookies, a sensory analysis was conducted. This was carried out
by collecting affective responses from a group of 50 untrained
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panelists using a 9-point hedonic scale test. Panelists rated
how much they liked or disliked each of the three samples (0%,
50%, and 60%) on attributes such as appearance, aroma, flavor,
texture, and overall impression (where 1 = “disliked extremely”;
2 = “disliked very much”; 3 = “disliked moderately”; 4 = “disliked
slightly”; 5 = “neither liked nor disliked”; 6 = “liked slightly”; 7 =
“liked moderately”; 8 = “liked very much”; 9 = “liked extremely”)
[11]. The samples were provided in plastic containers coded with
random three-digit numbers, along with a cup of water to cleanse
the palate between samples.

Furthermore, the profile of the panelists was determined
using a standardized questionnaire administered via Google
Forms, which gathered sociodemographic data and information
on consumption habits.

Purchase Intention

Purchase intention was evaluated by asking the panelists to
rate on a 3-point scale whether they would buy the preferred
sample, buy all three samples, or not buy any sample. The panelists
indicated their choice on the evaluation form [10].

Acceptability Index (AI)

The Acceptability Index (Al) for each cookie formulation was
calculated using Equation 1, which establishes the ratio between
the mean score and the maximum score given for each attribute
on the hedonic scale.

Table 2: Proximate Composition of Cookies (mean + standard deviation).

op1=A 5100
1A (%)=Ax— 1)
Where:
A = the mean score for each attribute
obtained from the hedonic scale for the sample;

B = the maximum score given for each attribute.
Preference Analysis

For determining the preferred sample, a paired preference
test was conducted according to the methodology proposed by
the Instituto Adolfo Lutz [10], whereby each panelist ranked the
samples in order of preference.

Statistical Analysis

The results of the sensory evaluation and proximate
composition analyses of the cookies were subjected to analysis of
variance (ANOVA) using the Statistica 12.0 software (StatSoft®,
USA) and the Tukey test at a 5% significance level (p < 0.05), to
verify statistical differences among the three samples.

Results and Discussion
Proximate Composition of the Cookies

(Table 2) presents the proximate composition results for the
three cookie formulations.

Percentage of BSG flour

Component 0% 50% 60%
Moisture 11.83 + 13430 10.89 + 0.24° 1422 + 1412
Ashes 1.51+0.07° 2.00 + 0.05% 1.99 + 0.06%
Lipids 25.25+1.702 26.73+1.702 24.47 +1.702
Insoluble Fiber (g/100 g) 0.48 + 0.18¢ 6.15 + 0.28° 9.30 + 0.26°
Soluble Fiber (g/100 g) 2.71+0.302 2.90 +0.062 3.54 +0.282
Dietary Fiber (g/100 g) 3.19+0.13€ 9.05 + 0.35° 12.84 +0.01%
Protein (g/100 g) 13.64 % 0.27¢ 16.37 + 0.46° 17.06 + 0.46%

Note: Means followed by the same letters in the same row do not differ significantly according to the Tukey test at a 5% significance level (p < 0.05).

Source: Developed by the authors.

From (Table 2) it can be observed that the average moisture
values for the three formulations (0%, 50%, 60%) were 11.83%,
10.89%, and 14.22%, respectively, which are in accordance with
ANVISA Resolution No. 263/2005 that establishes a maximum
moisture limit of 15% for cereal-based foods. In addition, it is
noted that the formulations with 50% and 60% bagasse differed
statistically from each other but did not differ from the control
formulation.

This increase in moisture content when a higher percentage
of BSG is added to the cookies can be explained by the nature of
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fibers in high-fiber foods, which have the capacity to retain greater
amounts of water [12].

Pereira et al. [13] observed that when developing butter
cookies with jatoba flour at 40% and 60%, the addition of
jatoba flour increased the moisture content compared to using
wheat flour alone. Likewise, studies by Queiroz et al. [12] in the
production of gluten-free cookies enriched with coconut flour
showed that the moisture content increased from 13.23% (0%
coconut flour) to 16.23% (5% coconut flour).
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The ash content varied from 1.51% to 2.0%, with ash content
increasing in proportion to the amount of BSG added, indicating
higher concentrations of minerals in the cookies produced with
the brewery residue. In the 50% and 60% formulations, the
difference in ash content was not statistically significant. Wust
[14], while analyzing cookies made with BSG, found ash contents
ranging from 0.87% (0% BSG) to 2.09% (100% BSG), in agreement
with the results obtained in this work.

Regarding lipid content, the samples did not present
significant differences, ranging from 24.47% to 26.73%. Nizer et
al. [15] also observed a progressive increase in lipid content when
developing cookies by partially substituting wheat flour with a
mix of grape bagasse and malt flour (25% and 75%, respectively),
yielding lipid contents of 13.37% and 15.53% for the 25% and
50% formulations, respectively.

Ikuomola, Otutu, and Oluniran [16], when developing cookies
with a blend of wheat flour and malted barley (Hordeum vulgare)
bran, alsoregistered anincrease inlipid contentas the replacement
level increased from 5% to 50%. Although the lipid values were
higher than those obtained in this work, the range reported by the
authors was between 29.86% and 32.36%. Moreover, the authors
stated that the higher lipid content improves product quality in
terms of flavor and texture.

When evaluating protein content in the cookies, all three
samples (0%, 50%, and 60%) can be considered high-protein,
as they exhibited protein contents greater than 12 g/100 g, as
established by Brazilian legislation IN No. 75/2020 [17]. It is
noteworthy that the formulations differed statistically from each
other, suggesting that a higher percentage of BSG flour results in
higher protein content, given that this residue is rich in protein
[7]. Rigo et al. [18], when producing cookies with BSG flour at
10%, 20%, and 30%, as well as a standard cookie (0%), also
observed that increased malt content proportionally elevated
protein levels, varying from 11.8% to 15.34%. Similar results were
obtained by Sileone [19], who reported that the protein content in
butter cookies developed with 30% BSG addition reached 10.27%
+0.04.

Regarding dietary fiber, the cookie samples showed values
varying from 3.19 g/100 g (control) to 12.84 g/100 g (60%
sample). The dietary fiber levels in the cookies containing 50%
and 60% BSG classify them as high-fiber products according to IN
No. 75/2020 [17], since the values found exceeded 6 g of dietary
fiber per 100 g of sample.

Tombini et al. [20] incorporated BSG in cereal bars and
evidenced high dietary fiber content, with the formulation
containing 24% BSG presenting 8.43 * 0.25 g/100 g of fiber.
According to Ikuomola, Otutu, and Oluniran [16], the higher
fiber content observed in the 50% and 60% BSG cookies can
be explained by the fact that malt contains a relatively higher

fiber content than wheat. The authors further asserted that the
presence of high fiber content in food products is essential due
to its ability to facilitate intestinal movement, add bulk to foods,
and help prevent various gastrointestinal diseases. Rigo et al.
[18] additionally mentioned that the addition of fiber to cookies
contributes to a reduction in caloric content.

Sensory Analysis of the Cookies

The sensory analysis involved 50 untrained panelists, who
evaluated the 50% and 60% BSG cookie formulations as well as
the standard formulation (0% BSG).

To determine the profile of the panelists, a questionnaire was
administered, revealing that the majority of participants were
female (72%). Regarding age, the largest group was between 21
and 25 years old (36% of the panelists), followed by the 26-35
age group (32%). When asked if they had the habit of consuming
healthy foods and whole grains such as oats, flaxseed, brown rice,
chia, etc,, 94% and 82% of the panelists, respectively, answered
affirmatively; and in terms of consumption frequency, 10%
reported consuming whole grains daily, 50% from one to three
times per week, 8% less than once a month, and 4% stated they
do not consume whole grains.

Regarding the consumption of cookie-type biscuits, 92%
of the participants reported that they consume these products,
with 52% liking them moderately, 36% liking them very much,
and 10% remaining indifferent. Furthermore, 66% indicated that
cookies are primarily consumed as an afternoon snack, followed
by 12% at breakfast; the highest frequency was reported by 54%
of the panelists who consume cookies one to two times per month,
followed by 36% who consume them less than once per month.

Moreover, when purchasing cookie-type biscuits, 72% of the
panelists opted for traditional cookies, while only 24% chose
whole grain cookies. The most motivating factor for purchase
was flavor (cited by 50% of the panelists), followed by the
characteristic of being a healthy product (22% of the panelists).
In addition, 54% of the panelists stated that they examine the
nutritional information on the cookie packaging, and the same
percentage affirmed that they consider the ingredients used
in the production process (for example, the use of brown sugar
instead of white sugar). When asked what aspect of the cookie
packaging, they pay the most attention to, 30% mentioned the list
of ingredients, followed by 12% who examined the fiber content,
another 12% the energy value, 6% the fat content, and 4% the
sodium content; the remaining percentage did not evaluate the
packaging.

Using the 9-point hedonic scale, the sensory analysis results
presented in (Table 3) showed that for all evaluated attributes, the
mean scores were equal to or greater than 6 (“liked slightly”). The
attributes that received the highest evaluations from the panelists
were flavor and aroma in all cookie samples.
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Table 3: Values of the Attributes Evaluated by the Acceptance Test of the Cookie-Type Biscuit Samples (mean + standard deviation).

Percentage of BSG flour

Attributes 0% 50% 60%
Appearance 7.48+ 1372 6.06+ 1.66° 5.92 + 1.69°
Color 7.50 + 1.37° 6.68+1.57° 6.48 + 1.63°
Odor 7.41 +1.50% 7.39+127° 7.35+1.25%
Flavor 7.56 + 1.36% 7.28+1.782 7.04 +1.89%
Texture 7.08 +1.77% 6.78 + 1.61° 6.42 +1.94%
Overall Impression 7.48 + 1.49° 6.94 + 1.45° 6.86 + 1.67°

Note: Means followed by the same letters in the same row do not differ significantly according to the Tukey test at a 5% significance level (p < 0.05).

Source: Developed by the authors.

Table 3 clearly indicates that attributes such as color,
appearance, and texture received the lowest mean scores, which
decreased gradually with the increase in BSG percentage. The
lower scores for texture and appearance can be explained by the
more fibrous appearance resulting from the higher concentration
of malt-and consequently fiber-when comparing the 60% cookies
with the control (0% BSG) cookies.

Rigo et al. [18], when conducting a sensory evaluation of
cookie attributes (appearance, color, texture, aroma, flavor, and
overall acceptance) in cookies made with BSG flour at 10%, 20%,
and 30% levels as well as a standard sample (0%), obtained
positive results; their formulations had mean scores above 7.0,
corresponding to “liked moderately” on the 9-point hedonic scale.
In addition, cookies made with 10% and 20% BSG flour were more
accepted than the standard formulation, indicating the viability of
partial wheat flour replacement with BSG. Ferreira’s (2017) study
on whole-grain cookies using BSG at 0%, 10%, 30%, and 50%
yielded similar results for texture (6.86 to 7.49) and flavor (7.42

to 7.76).

Concerning the dark brown coloration of samples with
increased levels of BSG substitution, Ikuomola, Otutu, and
Oluniran [16] stated that darker colors may be caused by nutrient
interactions during processing and the combined effects of
temperature and cooking time. Moreover, Wust [14] noted that
darker coloration with the addition of malt flour is characteristic
of high-fiber products, which may be associated with the lower
scores assigned to BSG cookies compared to the control cookies.

Purchase Intention of the Cookies

Figure 4 shows the purchase intention percentages for the
evaluated cookies. It was observed that the control cookies had
a more positive purchase intention than the BSG cookies, with
54% indicating “I would definitely buy this product.” However, the
50% BSG cookies recorded the highest frequency (42%) for the
response “I am not sure if | would buy this product.”
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Figure 4: Percentage of responses attributed to the purchase intention of the cookies.
Source: Developed by the authors. )
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Acceptability Index (AI)

Gliiger and Gurak [8] established that for a product to be well

Table 4: Cookie Acceptability Index

accepted in its sensory attributes, the Acceptability Index (AI)
should be equal to or greater than 70%. The Al values obtained
are presented in (Table 4).

Percentage of BSG flour

Attributes 0% 50% 60%
Appearance (%) 83.11 67.33 65.78

Color (%) 83.33 74.22 72
Odor (%) 82.33 82.11 81.67
Flavor (%) 84 80.89 78.22
Texture (%) 78.67 75.33 71.33
Overall Impression (%) 83.11 77.11 76.22

Source: Developed by the authors.
Based on the decision criterion of an Al equal to or above Conclusion

70%, the aroma attribute achieved the highest acceptance in all
formulations, exceeding 80%. The sample with 50% BSG had
higher acceptability compared to the 60% sample, while the
control cookies showed the highest acceptability indices in the
sensory analysis. The BSG-containing samples had appearance
scores very close to 70%, with all other attributes above that
value.

Gliiger and Gurak [8], in their evaluation of savory cookies
developed with BSG flour, obtained similar acceptability
indices, noting that the formulation with 25% BSG flour had
higher acceptance compared to the 50% formulation, with an
acceptability index over 70%. Similarly, Panzarini et al. [21] in
their sensory analysis of honey cake enriched with 7% and 10.5%
BSG (replacing wheat flour) found acceptability indices exceeding
80% for both formulations [22].

Preference Analysis

The results of the preference analysis, as shown in (Table 5),
indicate that among the three cookie samples, the control sample
(0% BSG) was the most preferred by the panelists, [23-24] while
the 50% and 60% BSG cookies did not differ significantly from
each other.

Table 5: Cookie Preference Analysis.

Samples Sum of Ranks
0% 87b
50% 1072
60% 106"

Note: Means followed by the same letters in the same row do not differ
significantly at a 5% significance level (p < 0.05).

Source: Developed by the authors.
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From the study, it can be inferred that within the evaluated
proximate parameters, the fiber and protein contents were the
most notable. The cookies with 50% and 60% BSG presented fiber
levels 0f 9.05 g/100 g and 12.84 g/100 g, respectively, classifying
them as high in dietary fiber according to the legislation. In terms
of protein content, the cookies were considered high-protein,
with values exceeding 12 g/100 g, as established by Brazilian
regulations.

The sensory analysis of the developed cookies yielded mean
scores equal to or above 6 (“liked slightly”), with the flavor and
aroma attributes receiving the highest scores among the three
formulations. Overall, the control sample (0% BSG) achieved the
bestscoresinall attributes, with statistically significant differences
observed only for the color and appearance attributes, where the
control sample had superior acceptability. [t is noteworthy that the
cookie containing 50% BSG flour obtained a higher acceptability
index than the 60% sample for all evaluated attributes, although
the control sample still had the highest indices overall.

Regarding purchase intention, the most positive result was
observed for the control cookies, with 54% of respondents
indicating “I would definitely buy this product” However, the
50% BSG cookies elicited the highest proportion (42%) for the
response “I am not sure if [ would buy this product.” Overall, the
panelists preferred the control cookie sample, while the 50% and
60% samples did not show statistically significant differences in
this regard.

Possibly due to differences in texture, appearance, and color
compared to commercially available cookies-stemming from
their high protein and fiber content-the BSG cookies experienced
higher rejection compared to the control sample. However, the
possibility of using BSG from breweries to produce a new product

Caroline Tombini, Paola Fontana de Vargas, Maria Luiza Tonetto, Cristiano Reschke Lajus, Maria Manuela Camino F, et al. Upcycling
of Brewer's Spent Grain in the Development and Characterization of Cookie-Type Biscuits. Nutri Food Sci Int J 2025. 14(3): 555890.
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is not ruled out, as it not only adds nutritional value to the food
but also contributes to environmental preservation by reusing a
residue that was previously discarded or used only as animal feed.
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CONVERSAO POR VIA BIOTECNOLOGICA DE GLICERINA RESIDUAL EM
BIOMASSA DE LEVEDURAS COMO FONTE DE PROTEINAS E LIPiDIOS

RESUMO

A crescente demanda de energia em tempos de diminuicdo no fornecimento de
combustivel féssil tem atraido a atengédo para a busca por fontes alternativas, que
venham a substituir o0 uso do petréleo, do carvao e do gas natural. Neste contexto, o
biodiesel produzido a partir de 6leos vegetais aparece como uma alternativa para
substituicao ao 6leo diesel. Esta possibilidade de utilizagdo de combustiveis de origem
agricola vem apresentando um potencial promissor no mundo inteiro, sendo um
mercado que cresce aceleradamente devido a sua enorme contribuicdo ao meio
ambiente, com a redugéo qualitativa e quantitativa dos niveis de poluicdo ambiental,
principalmente nos grandes centros urbanos, e também servindo como fonte
estratégica de energia renovavel em substituicdo ao 6leo diesel e outros derivados do
petréleo. A producdo de biodiesel a partir dos 6leos vegetais fornece um sistema
bifasico, sendo uma fase ndo polar de ésteres de acidos graxos e outra mais densa
constituida por glicerina e outros componentes residuais do processo. Considerando
qgue na producéo de biodiesel ha geragdo de aproximadamente 10% de glicerina, com
a mistura constituida de 5% de biodiesel ao diesel (B5) estimativas apontam, em 2013,
uma geragao de cerca de 150 mil toneladas por ano de glicerina. Uma vez que os
mercados tradicionais de glicerina ndo conseguirdo absorver esta oferta de produto
neste cenario, este trabalho vem contribuir em inovagdes tecnol6gicas relacionadas ao
aproveitamento da glicerina, mais especificamente na conversao por via
biotecnoldgica da glicerina gerada na sintese de biodiesel em biomassa de interesse
comercial, como fonte de nutrientes. Os efeitos da composicdo do meio de preparo de
indculo e da temperatura de incubacdo sobre o crescimento da levedura Yarrowia
lipolytica NRRL YB — 423, cultivada em meio a base de glicerina residual, foram
estudados em incubadora rotatéria, verificando-se que a temperatura de 25°C e
utilizando um meio de inéculo com mesma composi¢cdo do meio de producao foram
mais adequados ao crescimento microbiano, atingindo uma concentracdo de biomassa
de 17,7 g.L"'. Em biorreator de bancada, um planejamento fatorial para avaliar a
aeracdo e agitacdo (22 ensaios mais 3 pontos centrais) foi realizado. Os ensaios
indicaram agitacdo de 200 rpm e aeracdo de 1 vwm como a melhor condicdo de
cultivo, atingindo 19,14 g.L" de concentragdo de biomassa maxima média, contetido
protéico médio de 13,55% e teor lipidico de 7,87%. Nestas condi¢oes, o cultivo em
biorreator de bancada, em relacédo ao cultivo em frascos agitados, levou a incrementos
significativos na biomassa maxima, velocidade especifica maxima de crescimento
celular e produtividade, respectivamente de 1,22, 1,53 e 2,36 vezes. Com base na
determinagao do perfil de acidos graxos e aminoacidos, a biomassa mostrou-se fonte
promissora de acidos graxos essenciais, em particular o acido linoléico (49,16%) e
aminoacidos essenciais como isoleucina, valina, treonina e lisina, que apresentaram
escores quimicos superiores ao padrao FAO/WHO, respectivamente 1,42, 1,42, 1,30 e
1,17. Portanto a biomassa mostrou-se promissora para utilizagdo como fonte de
nutrientes, em particular para alimentagéo animal.

Palavras-chave: Biodiesel, Biomassa de leveduras, Glicerina, Perfil de acidos graxos,
Perfil de aminoé&cidos, Yarrowia lipolytica.



BIOTECHNOLOGY CONVERSION OF RAW GLYCERIN IN YEAST BIOMASS AS A
SOURCE OF PROTEINS AND LIPIDS

ABSTRACT

The crescent demand of energy in times of decreasing in the supply of fossil fuel has
been attracting the attention for the search for alternative sources, which will come to
substitute the use of the petroleum, coal and natural gas. In this context, the vegetable
oils appear as an alternative for substitution to the diesel oil. This possibility of using
fuels from agricultural sources has shown a promising potential in the whole world, with
a market that is growing rapidly because of its enormous contribution to the
environment, with the qualitative and quantitative reduction of the levels of
environmental pollution, mainly in the great urban centers, and also serving as strategic
source of renewable energy in substitution to the diesel oil and others derived of the
petroleum. The production of biodiesel from vegetable oils provides a biphasic system,
being a non-polar phase of esters of fatty acids and other more dense consisting of
glycerin and other waste components of the process. Considering that in the biodiesel
production there is a generation of approximately 10% of glycerin, with the mixture
consisting of 5% of biodiesel to diesel (B5) estimates indicate, in 2013, the generation
of 150,000 tons per year. Since the traditional markets of glycerin can not absorb this
additional supply of product on this scene, this work will contribute in technological
innovations related to the use of glycerin, more specifically in the biotechnology
conversion of glycerin generated in the synthesis of biodiesel in biomass of commercial
interest, as source of nutrients. The effects of temperature and inoculum medium
composition on the performance of yeast Yarrowia lipolytica NRRL YB — 423, growing
on a glycerin-based medium, were studied in shaken flasks, verifying that the
temperature of 25°C and the inoculum medium with the same composition of
production medium were the most appropriate conditions for microorganism growth,
reaching a biomass concentration of 17.7 g.L". In the bioreactor bench scale, a
factorial design involving two variables (2° assays plus three central points) was
performed, where the studied variables were agitation and aeration. The assays
showed agitation of 200 rpm and aeration of 1 vwm as the best culture conditions,
reaching a concentration of 19.14 g.L" of biomass with protein content of 13.55% and
lipid content of 7.88 %. In these conditions, the cultivation in the bioreactor, in relation
to the shaken flasks cultivation, leaded to significant increases in the maximum
biomass concentration, maximum specific growth rate and productivity, respectively
1.22, 1.53 and 2.36 times. Based on the fatty acid and aminoacid profiles, the biomass
showed to be a promising source of essential fatty acids, in particular linoleic acid
(49.16%), and essential aminoacids such as isoleucine, valine, threonine and lysine,
which presented chemical scores superior than FAO/WHO standard, respectively 1.42,
1.42, 1.30 and 1.17.Therefore biomass showed to be promise for use as a source of
nutrients, particularly for animal feed.

Keywords: Biodiesel, Yeast biomass, Glycerin, Fatty acids profile, Amino acid profile,
Yarrowia lipolytica.
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1. INTRODUGAO

A crescente demanda de energia, associada com a expectativa de diminuigao
das reservas de combustiveis fosseis, tem atraido a atencao para a busca por fontes
alternativas, que venham a substituir o uso do petréleo, do carvao e do gas natural.
Neste contexto, os Oleos vegetais, na figura dos biocombustiveis, aparecem como
uma alternativa para substituicdo ao 6leo diesel, sendo o seu uso testado ja em fins do
século XIX (NASCIMENTO et al., 2001). Biocombustiveis podem ser definidos como
0os combustiveis produzidos a partir de biomassas agricolas, portanto sendo
renovaveis. Além do que, por se tratarem de fontes alternativas de energia, ajudam a
diminuir as emissbes de gases de efeito estufa, consequentemente freando o ritmo
das mudancgas climaticas globais, que possuem grande impacto negativo sobre a
biodiversidade (GAZZONI, 2010).

Dentre os biocombustiveis, o etanol e o biodiesel estdo entre as mais
promissoras fontes para substituicdo dos combustiveis de origem féssil, tanto que para
motores do tipo diesel tem sido mundialmente proposto o uso do biodiesel, constituido
por uma mistura de ésteres metilicos ou etilicos, obtida a partir de matérias-primas
ricas em acidos graxos, caso dos 6leos vegetais e das gorduras animais (SILVA et al.,
2009). Esta possibilidade de utilizagdo de combustiveis de origem agricola vem
apresentando um potencial promissor no mundo inteiro, sendo um mercado que
cresce aceleradamente devido, em primeiro lugar, a sua enorme contribuicdo ao meio
ambiente, com a reducgao qualitativa e quantitativa dos niveis de poluicao ambiental,
principalmente nos grandes centros urbanos, e em segundo lugar como fonte
estratégica de energia renovavel em substituicdo ao 6leo diesel e outros derivados do
petréleo (ACCARINI, 2009).

Consagrado na utilizagdo do etanol, em sua matriz energética de combustiveis,
o Brasil, agora, tem a oportunidade de ser referéncia, também, na utilizacdo do
biodiesel para substituir o diesel. Existem diversas fontes potenciais de 6leos no Brasil
para a producdo de biodiesel, como os 6leos vegetais de soja, mamona, girassol,
palma (dendé), a gordura animal e os 6leos de peixes (RAMOS, 2003). O Rio Grande
do Sul, por ser o terceiro maior produtor de soja no Brasil, provavelmente tera a maior
parte de sua producéo de biodiesel a partir da soja (PLA, 2002).

A produgéao de biodiesel por transesterificacdo dos 6leos vegetais com éalcoois
fornece um sistema de duas fases, sendo uma fase nao polar de ésteres de acidos
graxos e outra mais densa constituida por glicerina e outros componentes do processo
(NOUREDDINI, 1997), que com a produgdo em larga escala do biodiesel pode se

transformar num residuo.



Considerando que na produgédo do biodiesel ha geracdo de aproximadamente
10% de glicerina no processo, o acréscimo da disponibilidade de glicerina no mercado
brasileiro oriunda das usinas de biodiesel foi da ordem de 100 mil toneladas em 2007,
quase 10 vezes acima do que as industrias quimicas ofertam no pais anualmente e
que tem como destinos principais as industrias de cosméticos, farmacéutica e de tintas
e vernizes. Este acréscimo veio acompanhado de uma redugéo expressiva (cerca de
48%) das cotagdes da glicerina no pais (BOUGCAS, 2010). Com a mistura constituida
de 5% de biodiesel ao diesel (B5), estimativas apontam, em 2013, uma geracao de
cerca de 150 mil toneladas por ano (BORSCHIVER, 2006). Segundo AMARAL et al.
(2009), a industria do biodiesel converteu o glicerol em uma commodity de baixo valor,
com crescimento mundial da oferta estimado em 10% para 2010, enquanto que nos
seus usos tradicionais estima-se um acréscimo de 3,7%. Uma vez que os mercados
tradicionais ndo conseguirdo absorver esta oferta de produto, a busca de alternativas
tecnolégicas de aproveitamento da glicerina é necessaria (BORSCHIVER, 2006).

Estudos recentes revelam ainda que as industrias produtoras de biodiesel,
principalmente os pequenos produtores, ndo sabem o que fazer com este subproduto,
e algumas plantas ja estdo tendo que diminuir a sua produgéo por ndo ter um destino
pré-estabelecido para este residuo (SILVEIRA, 2008).

A conversao da glicerina por via biotecnoldégica em produtos de importancia
comercial constitui uma das mais promissoras alternativas para o seu aproveitamento
(PAPANIKOLAOU et al., 2008). Uma possibilidade é o uso da glicerina para produgéao
de biomassa de leveduras, que poderia ser aplicada como suplemento na alimentagéao
animal ou humana, agregando valor ao subproduto, contribuindo desta forma para o
desenvolvimento sustentavel da cadeia produtiva.

Nos cultivos microbianos, entretanto, apesar da utilizacado da glicerina residual
(bruta) como fonte de carbono apresentar grande vantagem em relagdo a glicerina
pura, principalmente em termos de custos, na literatura relativamente poucos estudos
tém sido propostos usando-a como fonte de carbono na obtencéo de bioprodutos. A
glicerina residual resultante da sintese do biodiesel usualmente apresenta 55-90% de
pureza. O restante consiste de triacilgliceréis ndo convertidos, metanol ou etanol néo
convertido, biodiesel, sabdes e outros (AMARAL et al., 2009).

No processo de producdo de biomassa microbiana, alguns dos aspectos
importantes estao ligados a selecdo do micro-organismo, 0 qual pode ser obtido por
isolamento ou aquisicado junto a Colegdes de Cultura, aos substratos importantes do
ponto de vista nutricional para o desenvolvimento desses micro-organismos e aos

processos que serao utilizados na produgao de biomassa (MORAES, 2002).



Outro aspecto que se faz importante é a utilizagcdo de linhagens que
necessitem curtos tempos de cultivo, ou seja, tenham elevada velocidade especifica
de crescimento, ndo produzam pigmentos indesejaveis, tenham reduzida exigéncia de
aeragao e que sejam capazes de metabolizar substratos de baixo custo. No caso do
uso da biomassa ou seus produtos metabdlicos para fins de alimentagao, é também
importante adotar micro-organismos seguros, certificados como GRAS (Generally
Recognized As Safe) (CRUEGER e CRUEGER, 1993).

Com base no acima exposto, este trabalho vem contribuir em inovagoes
tecnolégicas relacionadas ao aproveitamento da glicerina residual gerada na producao

do biodiesel.



1.1. OBJETIVOS

1.1.1. Objetivo Geral

Converter por via biotecnoldgica a glicerina gerada na sintese de biodiesel em
biomassa de leveduras para utilizagdo como fonte de nutrientes (proteinas e lipidios).

1.1.2. Objetivos Especificos

» Estudar o efeito da temperatura e do meio de preparo do indculo sobre a
levedura Yarrowia lipolytica NRRL YB — 423 cultivada em frascos agitados, em meio a
base de glicerina residual, em termos de crescimento celular;

» Verificar os efeitos da aeracdo e agitagdo em biorreator de bancada com
respeito ao crescimento celular, contetdo protéico e lipidico;

» Caracterizar a biomassa obtida, em termos de perfil de acidos graxos e perfil

de aminoacidos.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Biodiesel

No Brasil, a Agéncia Nacional do Petréleo, Gas Natural e Biocombustiveis
(ANP) define o biocombustivel como sendo derivado de biomassa renovavel para uso
em motores a combustdo interna com ignicdo por compressdo ou, conforme
regulamento, para geracao de outro tipo de energia, que possa substituir parcial ou
totalmente combustiveis de origem fossil.

Ainda segundo a ANP, biodiesel € o nome de um combustivel alternativo de
queima limpa, produzido de recursos renovaveis. O biodiesel ndo contém derivados de
petréleo, mas pode ser adicionado a ele formando uma mistura, de modo que possa
ser usado em um motor de ignicdo a compressdo (diesel) sem necessidade de
modificacdo. O biodiesel é simples de ser usado, biodegradavel, ndo tdxico e
essencialmente livre de compostos sulfurados e aromaticos.

Sua fabricacdo se da através de um processo quimico chamado
transesterificagdo, onde a glicerina é separada da gordura ou do 6leo vegetal. O
processo gera dois produtos, ésteres (0 nome quimico do biodiesel) e glicerina
(SHUCHRDT et al., 1998).

O biodiesel de qualidade deve ser produzido seguindo especificacdes
industriais restritas. Nos Estados Unidos, o biodiesel € o Unico combustivel alternativo
a obter completa aprovacado no Clean Air Act, de 1990, e autorizado pela Agéncia
Ambiental Americana (Environmental Protection Agency - EPA) para venda e
distribuicao. De acordo com ela, os 6leos vegetais puros ndo estao autorizados a ser
utilizados como 6leo combustivel.

O biodiesel pode ser usado puro ou em mistura com o éleo diesel em qualquer
proporcao. Tem aplicagao singular quando em mistura com o éleo diesel de baixo teor
de enxofre, porque confere a este melhores caracteristicas de lubricidade. E visto
como uma alternativa excelente o uso dos ésteres em adicao de 5 a 8% ao diesel de
petréleo para reconstituir essa lubricidade (LUE et al., 2001).

Mundialmente passou-se a adotar uma nomenclatura bastante apropriada para
identificar a concentracdo do biodiesel na mistura. E o biodiesel BXX, onde XX é a
percentagem em volume do biodiesel a mistura. Por exemplo, o B2, B5, B20 e B100
sao combustiveis com uma concentragdo de 2%, 5%, 20% e 100% de biodiesel,
respectivamente. No mercado de combustiveis, a experiéncia de utilizacdo do
biodiesel tem se dado em quatro niveis de concentragao: puro (B100); misturas (B20 —
B30); aditivo (B5); e aditivo de lubricidade (B2) (RAMOS et al., 2000).



As misturas em proporgdes volumeétricas entre 5% e 20% s@o as mais usuais,
sendo que para a mistura B5 ndo € necessaria nenhuma adaptacdo dos motores. O
biodiesel é perfeitamente miscivel e fisico-quimicamente semelhante ao 6leo diesel
mineral, podendo ser usado em motores do ciclo diesel sem a necessidade de
significantes ou onerosas adaptagdes (LUE et al., 2001).

No Brasil, o governo langou em 06 de dezembro de 2004 o marco regulatorio
que estabeleceu as condigbes legais para a introdugcdo do biodiesel na matriz
energética brasileira de combustiveis liquidos. A lei n® 11.097, de 13 de janeiro de
2005, estabelece como obrigatéria a adicdo de um percentual minimo (5%) de
biodiesel ao 6leo diesel comercializado junto ao consumidor a partir de 2013, em
qualquer parte do territério nacional. No entanto, esta mesma lei confere poderes ao
Conselho Nacional de Politica Energética (CNPE) para reduzir os prazos de adicao de
percentual de biodiesel. Assim, de janeiro a junho de 2008 a porcentagem de adicao
de biodiesel ao éleo diesel passou a ser de 2%. Em julho do mesmo ano, o CNPE
elevou para 3% a adigdo de biodiesel ao diesel mineral, com antecipag¢do da mistura
B5 para 2010 (NACHILUK e FREITAS, 2009).

O Brasil € o maior produtor e consumidor mundial de biodiesel devido a dois
fatores: o uso de é&lcool como combustivel em carros tem longa tradicdo na cultura
brasileira e as condi¢cdes para cultivo de plantas oleaginosas sdo favoraveis em
diversas areas (SILVA et al., 2009). Por ser biodegradavel, ndo-téxico e praticamente
livre de enxofre e aromaticos, é considerado um combustivel ecoldégico. Como se trata
de uma energia limpa, ndo poluente, o seu uso num motor diesel convencional resulta,
quando comparado com a queima do diesel mineral, numa reduc¢do substancial de
mondxido de carbono e de hidrocarbonetos nao queimados (HAAS, 2001).

2.1.1. Mercado do Biodiesel

As projecdes mundiais previstas para 2020 pela International Energy Agency —
IEA — assinalam crescente substituicdo das fontes de combustivel de origem fossil
pelas fontes renovaveis, dentre elas a cana-de-acucar e o milho para a producao de
etanol e os 6leos vegetais de canola, de soja, de mamona, entre outros, para a
producéo de biodiesel (MENANI, 2007).

De acordo com o mesmo autor, os fatores ambientais e a elevacao dos precos
do petréleo favorecem a expansao do mercado de produtos combustiveis derivados da
biomassa no mundo todo, predominando o etanol, para uso em automéveis, e

biodiesel para caminhdes, 6nibus, tratores, transportes maritimos, aquaviarios e em



motores estacionarios para a produgao de energia elétrica, nos quais o 6leo diesel € o
combustivel mais utilizado.

Paises que integram a Unido Européia e os Estados Unidos ja produzem e
utiizam o biodiesel comercialmente. Outros paises, tais como Argentina, Australia,
Canada, Filipinas, Japao, india, Maldsia e Taiwan, também apresentam significativos
esforgos para o desenvolvimento de suas industrias, estimulando o uso e a produgéao
do biodiesel, assim como no Brasil. A Unidao Européia e os Estados Unidos sao
detentores das maiores capacidades de producdo no mundo. A Unido Européia produz
biodiesel em escala industrial desde 1992. Em 2006 contava com 120 plantas
industriais com uma producéao de 6.069 bilhdes de toneladas métricas ou equivalente a
6.894 bilhdes de m* (RAMOS, 2008).

Segundo o mesmo autor, essas plantas estdo localizadas na Alemanha, na
Franca, na ltalia, na Austria e na Suécia, sendo a Alemanha o pais com maior
concentracao de usinas. Em 2006, a Alemanha foi responsavel por 44% da produgao
de biodiesel da Unido Européia, seguida da Itdlia com 14% e da Franga com 13%. A
principal matéria-prima utilizada para o processamento de biodiesel europeu é a colza
(canola), e em menores propor¢des os 6leos de soja, de palma e de girassol. Outro
importante produtor de biodiesel sédo os Estados Unidos da América, com 105 plantas
industriais operando com producdo de 864 milhdes de galdes, equivalente a cerca de
3.272,8 bilhdes de m®. A producdo de biodiesel nos Estados Unidos é realizada
principalmente com o 6leo de soja, e em menor propor¢do com o6leos variados e
reciclagem de 6leos de fritura.

Ainda segundo a fonte, todos os paises relacionados dispdem de programas
que estimulam o uso e a produgéo do biodiesel. Os programas, em geral, tratam sobre
medidas de apoio a implantacdo das industrias, subsidios para os agricultores,
isencdo de impostos e percentuais escalonados para a mistura do biodiesel ao 6leo
diesel variando de 2% a 30%. Somente a Alemanha oferta o biodiesel B100, para o
consumidor definir 0 seu uso puro ou na propor¢dao que lhe convém, distribuido em
pelo menos 10% dos 16.000 (2003) postos de abastecimento de combustivel.

No Brasil, a producdo de biodiesel foi de 1,16 milhdo de m® e, com a
antecipacéao pelo CNPE da adigao de 5% de biodiesel ao 6leo diesel, a partir de 2010,
o consumo estimado de biodiesel passou a ser de 2,24 milhées m® ao ano (NACHILUK
e FREITAS, 2009).

2.2. Glicerina



Glicerina é um liquido viscoso, incolor, inodoro e higroscépico. O termo
glicerina ou glicerol sédo usados alternadamente na literatura, mas seu nome oficial
pela International Union of Pure and Applied Chemistry (IUPAC) é propano-1,2,3-triol
(RAMQS, 2008).

Sua molécula pode ser representada por:

H4C OH
HC ——OH
H,C —— OH

Figura 1. Molécula de glicerina (ABIQUIM, 2008).

A glicerina tem trés grupos hidroxilicos hidrofilicos que sdo responsaveis por
sua solubilidade em &gua. E higroscépica; seu ponto de fusdo é 17,8°C; evapora com
decomposi¢ao a 290°C; é miscivel com agua e etanol. Glicerina pode ser queimada,
mas a nao ser que seja queimada a altas temperaturas, libera vapores téxicos de
acroleina, que sao formados principalmente entre 200 e 300°C (ABIQUIM, 2008).

Por ser ndo-toxica, nao-irritante, sem cheiro e sabor, a glicerina tem sido
aplicada como emoliente e umectante em pastas de dente, cremes de pele, lo¢cdes
pds-barba, desodorantes, batons e maquiagens. A glicerina pode ser usada como
umectante e para conservar bebidas e alimentos tais como refrigerantes, balas, bolos,
pastas de queijo e carne, racdo animal seca (SILVEIRA, 2008). Na industria téxtil &
utilizada para amaciar e flexibilizar as fibras, bem como na industria de tintas &

utilizada para a producao de resinas ou como reticulante (FAIRBANKS, 2009).
2.2.1. Mercado Brasileiro de Glicerina

A glicerina € produzida por via quimica ou fermentativa. Tem uma centena de
usos, principalmente na industria quimica e de alimentos, e seus processos de
producao sao de baixa complexidade tecnolégica (RAMOS, 2008).

De acordo com BOUCAS (2010), o preco médio da glicerina, que em 2005
chegou a R$ 3 o quilo, em 2007 ficou entre R$ 1,60 e R$ 1,70. Nas regides onde
usinas de biodiesel operam, o valor médio caiu para R$ 0,60 a R$ 0,70 o quilo.
Em 2007, de acordo com levantamento da Associacao Brasileira da Industria Quimica
(ABIQUIM), a capacidade de producdo das industrias quimicas era de 35,8 mil

toneladas ao ano, mas a producéo situava-se em torno de 12,9 mil, para um consumo
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anual de 13,5 mil toneladas. Desse volume, 48,9% eram destinados a produgao de
cosméticos. Outros 14,5% eram utilizados pela industria farmacéutica, 11,9% pelo

setor de tintas e vernizes e o restante para outros segmentos.

2.2.2. Perspectivas do Mercado da Glicerina

O acréscimo da disponibilidade de glicerina no mercado brasileiro, oriunda das
usinas de biodiesel, foi da ordem de 100 mil toneladas em 2007, quase 10 vezes
acima do que as industrias quimicas ofertam no pais anualmente, e que tem como
destinos principais a industria de cosméticos, farmacéutica e de tintas e vernizes. Este
acréscimo veio acompanhado de uma redugdo expressiva (cerca de 48%) das
cotacdes da glicerina no pais (BOUCAS, 2010). Com a mistura constituida de 5% de
biodiesel ao diesel (B5), estimativas apontam, em 2013, uma geragéo de cerca de 150
mil toneladas por ano (BORSCHIVER, 2006). Segundo AMARAL et al. (2009) a
industria do biodiesel converteu o glicerol em uma commodity de baixo valor, com
crescimento mundial da oferta estimado em 10% para 2010, enquanto que nos seus
usos tradicionais estima-se um acréscimo de 3,7%.

Os excedentes mundiais de glicerina derivada do biodiesel de (cerca de 0,8 a
1,0 milhdo de toneladas ao ano) poderdao levar a grandes redugbes no prego,
eliminando parte da producdo de glicerina de outras fontes. Com as redugbes
substanciais de preco, a glicerina devera também entrar no mercado de outros polidis,
em particular o sorbitol. No entanto, buscam-se novas aplicagdes de grandes volumes
para glicerina no mundo, e isto provavelmente se dara nos intermediérios para
plasticos, como o 1,3 propanediol, na industria de cosméticos e alimentos, contudo
nao sao solugodes de curto prazo (PAPANIKOLAOU et al., 2007).

2.2.3. Glicerina como Substrato em Cultivos Microbianos

A glicerina é o principal subproduto obtido durante a transesterificagao de 6leos
vegetais e gorduras animais (SOLOMON et al., 1995, citados por SILVA et al., 2009).
Ela encontra-se abundante na natureza, presente em componentes estruturais de
alguns lipidios. Vérios micro-organismos podem utilizar naturalmente este subproduto
como Unica fonte de carbono, e em funcgado disto, tém atraido a atengao para o uso
potencial na bioconversao de glicerina, produzida a partir do biodiesel, em processos
nos quais pode ser utilizada como substituto aos tradicionais carboidratos, como
glicose, sacarose e amido, em varios cultivos microbianos (SILVA et al., 2009). No
entanto, apesar da utilizagéo de glicerina residual como fonte de carbono em meios de
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cultivo apresentar grande vantagem em relagdo a glicerina pura, principalmente em
termos de custos, na literatura relativamente poucos estudos tém sido mencionados
qguando se trata de uséa-la como fonte de carbono.

E significante salientar que a glicerina é assimilada por algumas leveduras,
como as do género Candida e Saccharomyces e pela bactéria Clostridium
pasteurianum (ARRUDA et al., 2006). De acordo com BABEL et al. (1982), cinqUenta
cepas de leveduras dos géneros Candida, Lodderomyces, Endomycopsis,
Saccharomyces, Hansenula, Pichia e Torulopsis foram investigadas com respeito a
sua capacidade de crescer em metanol, glicerol e glicose como Unicas fontes de
carbono e energia.

A (glicerina tem sido utilizada como substrato alternativo por varios micro-
organismos para produgdo de metabdlitos de interesse comercial, tais como 1,3
propanediol por Clostridium butyricum (PAPANIKOLAQOU et al., 2008), e proteinas
intracelulares e extracelulares por Pichia pastoris (GHOSALKAR et al.,, 2008). Os
micro-organismos  Yarrowia lipolytica (PAPANIKOLAOU e AGGELIS, 2002;
PAPANIKOLAOQOU et al., 2008) e Mortierella isabellina (PAPANIKOLAOU et al., 2008)
sao citados como produtores de lipidios a partir de glicerol. Também &acidos organicos,
como o acido citrico, tém sido produzidos por linhagens microbianas
usando glicerol como substrato (IMANDI et al., 2007; LEVINSON et al., 2007).

De acordo com BORZANI (2007), estudos sobre a utilizagdo do glicerol como
matéria prima de processos biotecnolégicos tém mostrado que micro-organismos dos
géneros Candida, Rhizobium, Trichoderma, Hanseniospora, Kloeckera, Rhodotorula e
Klebsiella podem utilizar glicerina como fonte de carbono visando a producao de
acidos organicos, antibiéticos, aminoacidos, alcodis, frutose e polissacarideos

extracelulares.

2.3. Micro-organismos como Fonte Protéica

As constantes elevagcdoes que sofrem os precos de graos de cereais e
suplementos protéicos vegetais, utilizados na alimentacao de animais, tém despertado
um grande interesse pelo aproveitamento de alimentos conhecidos como n&o
convencionais. Dentre os produtos que podem substituir os suplementos protéicos
convencionais na alimentagdo animal destacam-se 0s micro-organismos (algas,
bactérias, leveduras e fungos), considerados fonte de proteina unicelular (ROEPCKE,
2007).

De acordo com COZZOLINO (1982), os fatores preponderantes para o

crescente interesse na utilizagdo destes micro-organismos como fonte néao
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convencional de proteina estdo baseados na particularidade de possuirem elevada
velocidade de crescimento, de utilizar os mais diferentes tipos de substrato, podendo
ser controlados em laboratério, tornando-se, desta forma, independentes de fatores
ambientais ou climaticos, além de possuirem um alto teor de proteinas e vitaminas.

Esta situacdo tem criado a necessidade de incrementos na formulagdo de
fontes de proteina alternativas e inovadoras (ANUPAMA e RAVINDRA, 2000). Entre
elas, as que se referem ao desenvolvimento de micro-organismos como fontes
potenciais de proteina estdo em evidéncia. Neste sentido, microalgas, bactérias,
leveduras e fungos tém sido estudados por apresentarem vantagens como:

* Os micro-organismos tém um tempo de geracdo curto, o que propicia um
rapido aumento de massa celular. As algas e os fungos dobram sua populagdo em
periodos que vao de 2 a 6 e 4 a 12 h, respectivamente, enquanto as bactérias e as
leveduras, sob condigbes ideais de desenvolvimento, realizam esse aumento
populacional em 1/2 a 2 e de 1 a 3 h, respectivamente;

» O conteudo em proteina dos micro-organismos € geralmente mais elevado do
que o da maioria das outras fontes de proteina;

* A producédo de micro-organismos como fonte de proteina pode ser obtida de
uma grande gama de substratos, até mesmo residuos industriais, 0 que torna viavel
sua produgéo em diferentes regides;

* A producdo de proteina microbiana pode ser executada em ambientes com
condi¢cdes controladas, independente de condi¢cdes climaticas, exigindo pequena
disponibilidade de agua e de espaco (LIMA e SATO, 2001).

De acordo com os autores, os micro-organismos foram introduzidos na
alimentagdo humana ha milénios, desde quando comegaram a surgir 0S primeiros
processamentos de bebidas alcodlicas, queijos e panificagdo. Entretanto, a utilizagao
de micro-organismos tem por meta principal suprir a caréncia de proteinas, embora em
alguns casos os lipidios e as vitaminas sejam complementos valiosos do valor
nutritivo.

Dentre os micro-organismos utilizados na alimentacdo, tanto animal quanto
humana, destacam-se alguns géneros e espécies de bactérias, algas, leveduras e
fungos, pois eles tém a capacidade de poder substituir os suplementos protéicos
convencionais usados na alimentagdo por apresentarem elevado teor protéico, alta
velocidade de crescimento e possibilidade de cultivo em diversos tipos de substratos
(COZZOLINO, 1982).

Através da utilizacdo de material organico com pouco conteddo protéico, os
micro-organismos tém a habilidade de poder transforma-lo em alimento com elevado

teor de proteinas, e isto tem sido explorado pela industria. Tal condi¢ao foi utilizada na
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Alemanha durante a Primeira Guerra Mundial, quando o crescimento de
Saccharomyces cerevisiae foi explorado para consumo humano, e hoje, o uso de
substratos de baixo custo e residuos de produtos industriais para cultivo de micro-
organismos parece ser uma tendéncia geral nos estudos aplicados (GREWAL et al.,
1990; OSHO, 1995; citados por HAIDER et al., 2005).

Deste modo, pode-se dizer que proteinas de organismos unicelulares sao
proteinas extraidas de cultivos microbianos, podendo utilizar como substratos residuos
agricolas e industriais disponiveis, onde a produgdo de biomassa microbiana é
realizada por processo submerso ou em estado sélido. As biomassas microbianas, em
geral, sdo particularmente ricas em vitaminas do complexo B e em proteinas contendo
aminoacidos essenciais, de modo que constituem uma potencial fonte de
enriquecimento e fortificagao de dietas deficientes (ANUPAMA e RAVINDRA, 2000).

Aproximadamente um quinto do nitrogénio contido na biomassa de leveduras é
caracterizado como nao protéico. A expressdao conteudo protéico inclui todos os
compostos nitrogenados e é determinado geralmente pela multiplicagdo do indice de
nitrogénio por 6,25 (MACRAE et al., 1942).

2.4. Leveduras como Fonte de Proteinas

A seguranca do uso de produtos de origem microbiana para alimentagéao
animal e humana depende da selegdo dos micro-organismos, do substrato, do
processo, e das caracteristicas do micro-organismo. Os pré-requisitos para a
aprovagao de proteinas com fins alimentares podem ser classificados conforme a sua
finalidade. Se a proteina for utilizada na alimentacdo animal, deve-se comprovar a
seguranga da espécie utilizada, dos substratos, dos produtos e o valor nutricional
adequado. Para o consumo humano, é preciso observar todos os pontos acima
especificados, além da auséncia de mutagenicidade, teratogenicidade, alergenicidade,
caracteristicas organolépticas ou funcionais e aceitabilidade cultural (ROEPCKE,
2007).

Segundo BORZANI et al. (1975), as leveduras qualificadas como alimento
humano devem ter certas caracteristicas de sabor, aroma, cor, pureza microbiana,
composicao quimica, conteudo vitaminico e atender as especificagbes das seguintes
entidades oficiais: IUPAC (International Union of Pure and Applied Chemistry), FDA
(Food and Drug Administration) e APA (American Psychotherapy Association).

Com a denominagdo de levedura alimentar, um consideravel volume de
leveduras, propagadas em diferentes substratos, € comercializado como fonte de
proteinas e de vitaminas do complexo B, para suplementag¢édo de alimentos humanos
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ou ragbes (BORZANI et al.,, 1975). Do ponto de vista tecnoldgico, as leveduras
possuem vantagens em relagdo a outros micro-organismos, principalmente em razao
da sua capacidade de assimilar grande variedade de substratos, de sua alta
velocidade de crescimento e da facilidade de separagdo de sua biomassa. Esta
situagcdo, associada ao aumento da populagdo mundial e por conseqiéncia da
demanda por produgdo de alimentos, tem criado uma necessidade de
desenvolvimento na formulacdo de fontes alternativas e inovadoras de alimentos
protéicos (ICIDCA, 1999, citado por ROEPCKE, 2007).

Neste sentido, as leveduras foram os primeiros micro-organismos utilizados na
producdo de proteinas e sdo os que receberam maior atencdo de estudos. Também
sao aqueles com maior aceitacao pelos consumidores, devido principalmente ao fato
de que raramente sao téxicas ou patogénicas. Elas sdo constituidas de proteinas,
carboidratos, matéria graxa, sais minerais e contém vitaminas, cujas proporcdes
variam com a cepa e com o meio ambiente. A variagdo das condi¢cdes de nutricdo, da
natureza do substrato, da reacdo do meio, ocorréncia de aeracao, lavagens e outros
fatores, influenciam a composi¢édo do micro-organismo (LIMA e SATO, 2001).

Alguns géneros como Candida e Saccharomyces spp. tém sido empregadas
desde a Primeira Guerra Mundial como produtores de proteina microbiana,
convertendo residuos agroindustriais, efluentes de industria de azeite de oliva e de
papel, em suplemento protéico de alto valor para alimentagdo animal (ZHENG et al.,
2005).

Entretanto, a producdo de biomassa protéica ainda nao obteve o aguardado
sucesso devido a razdées econdmicas, politicas e psicologicas, mas espera-se que a
producdo de biomassa como fonte de proteinas seja capaz de diminuir a demanda
mundial de proteina, ajudando a resolver o problema da fome no futuro (MORAES,
2002).

Apesar de seu teor de proteinas nao exceder 60%, sua concentracao de
aminoacidos essenciais, como lisina, triptofano e treonina, é satisfatéria. Além disso,
possuem pequenas quantidades de aminodcidos sulfurados, como a metionina e a
cisteina. Outra vantagem das leveduras deve-se ao fato de elas serem maiores que as
bactérias, facilitando sua separagédo, e de poderem ser utilizadas em seu estado
natural. Leveduras certificadas como GRAS (Generally Recognized As Safe) podem
ser usadas na alimentacdo humana e animal, sob diversas formas e para diversas
finalidades. As leveduras sdo reconhecidas mundialmente como excelentes fontes de
proteinas, vitaminas do complexo B, minerais essenciais e fibra dietética. A levedura

inativada, pela agéo do calor, é usada como fonte de nutrientes em alimentagao
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animal e humana, tanto na forma de levedura integra ou de derivados de levedura
(DZIEZAK, 1987, citado por VILELA et al., 2000).

Segundo BELLUCO (2008), a composigao da levedura varia em fungédo de
fatores como o substrato em que € cultivada, a espécie de levedura, o método de
cultivo, 0 modo e as condiges de secagem e a idade das células.

O fator nutricional mais atrativo das leveduras € o contetdo protéico. A proteina
bruta € constituida principalmente de aminoéacidos. Estes representam perto de 80%
da composicdo, os acidos nucléicos em torno de 12% e a aménia cerca de 8%.
Aminoacidos livres e outros compostos, como enzimas, coenzimas, glutation, lecitina e
acido adenilico, correspondem a uma fragéo de 7% do nitrogénio total (AQUARONE et
al., 2001).

A membrana celular de leveduras é formada por trés camadas: uma
intermediaria constituida por lipidios e fosfolipidios, e outras duas formadas por
proteinas. Estas duas ultimas intervém na entrada e saida de solutos e nas reagdes
enzimaticas. Somente a agua difunde-se passivamente, para os outros solutos ocorre
uma difusdo facilitada ou um transporte ativo (BOURGEOIS e LARPENT, 1995,
citados por ROEPCKE, 2007).

Ainda segundo o autor, a parede celular é formada por uma camada externa
principalmente de manoproteinas, por uma camada intermediaria de glucana, podendo
esta ser subdividida em uma subcamada de B-glucana soluvel em &lcali e outra
subcamada de B-glucana insolivel em élcali, e por uma camada interna, que é
composta por manoproteina e outros tipos de proteina, incluindo enzimas como a
invertase, fosfatase &cida, B-glicosidase e protease.

Segundo FURUYA et al. (2000), ainda que os niveis das vitaminas A e C sejam
reduzidos, as leveduras s&o ricas em vitaminas do complexo B, destacando-se os
niveis de tiamina, riboflavina, niacina e acido pantoténico. Portanto, esse alimento
constitui-se em importante ingrediente como suplemento vitaminico, sendo que
estudos tém demonstrado que as vitaminas das leveduras, em quantidade
equivalente, possuem efeitos superiores aos obtidos com as vitaminas sintéticas.

Alguns fatores ambientais influenciam na producao de proteinas, tais como o
pH, transferéncia de oxigénio e temperatura. O uso conveniente da biomassa protéica
em alimentos a partir de qualquer fonte estd baseado na sua composicdo. Os
nutrientes, vitaminas, nitrogénio, carboidratos, éleos, componentes da parede celular,
acidos nucléicos, concentracdo de proteinas e perfil de aminoacidos sdo analisados
para que o produto possa ser utilizado como alimento ou como suplemento alimenticio
(ANUPAMA e RAVINDRA, 2000).
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A vantagem do uso de leveduras sobre os bolores esta na capacidade destas
em suportar grandes concentragoes de substrato, taxa de conversao mais rapida
(produtividade mais elevada devido ao término do cultivo se dar em metade do tempo
de cultivo de bolores) (MATTEY, 1992, citado por ARMILIATO, 2004).

A selegdo de um micro-organismo apropriado para um produto especifico é
assunto de consideravel importancia. As caracteristicas de um micro-organismo
escolhido refletem, até certo ponto, os parédmetros de processo de manufatura
(BORZANI et al., 1975). No processo de producdo de biomassa microbiana, os
aspectos que devem ser observados dizem respeito a selecao do micro-organismo, o
qual pode ser obtido por isolamento ou aquisi¢cdo junto a Cole¢cées de Cultura, aos
substratos nutricionalmente importantes para o desenvolvimento desses micro-
organismos e aos processos que serdo utilizados na produgcdo e recuperagdo de
biomassa (MORAES, 2002).

Segundo CRUEGER e CRUEGER (1993), é desejavel a utilizacao de linhagens
que demandem curtos tempos de cultivo, ou seja, tenham elevada velocidade
especifica de crescimento, ndo produzam pigmentos indesejaveis, tenham exigéncia
de aeracao reduzida, formacado de espuma decrescente durante 0 processo e que
sejam capazes de metabolizar substratos de baixo custo. No caso do uso da biomassa
ou seus produtos metabdlicos para fins de alimentagéo, € também importante adotar
micro-organismos seguros, certificados como GRAS (Generally Recognized As Safe).

O micro-organismo ideal para a produgdo de proteina de organismos
unicelulares deve possuir uma série de caracteristicas tecnologicas, entre elas: alta
taxa de crescimento especifico e rendimento de biomassa; alta afinidade pelo
substrato; poucas necessidades nutricionais; habilidade em desenvolver alta
densidade celular; uma composicao balanceada de proteinas e lipidios e baixo teor de
acidos nucléicos; boa digestibilidade e atoxicidade (ROEPCKE, 2007).

O valor comercial de proteinas de organismos unicelulares esta diretamente
relacionado ao conteudo protéico. Com isso, Saccharomyces cerevisiae e algumas
poucas leveduras como Candida utilis sdo classificadas entre 0s micro-organismos
mais interessantes quanto ao seu conteudo protéico, o qual apresenta acima de 50%
de massa seca (LEE e KIM, 2001).

A produgédo de biomassa de leveduras como fonte de proteinas tem grande
potencial econbémico, principalmente considerando-se que pode substituir as
tradicionais fontes de proteina utilizadas em ragdes animais, que apresentam um custo
mais elevado. Tal biomassa caracteriza-se por poder apresentar elevado teor protéico,
sendo mencionado, por exemplo, para Candida utilis, até 59,8% de proteina em
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relacdo ao peso seco utilizando-se glicose como fonte de carbono, além de conter
aminoécidos essenciais e vitaminas (GELINAS e BARRETTE, 2007).

Quanto a utilizagdo de glicerina como fonte de carbono na producdo de
biomassa, TRIBOLI et al. (1994), utilizando meio de cultivo sintético contendo glicerol
p.a como principal fonte de carbono, durante o cultivo de Candida utilis, obtiveram uma
producéo de 480 g de levedura seca por kg de glicerol consumido.

Segundo BORZANI (2007), uma produgdo de 100 mil toneladas por ano de
biodiesel poderia conduzir a produg¢ao de algo em torno de 7 toneladas de proteina por
dia, considerando o rendimento em biomassa de Candida utilis obtido por TRIBOLI et
al., (1994). Alem disso, a biomassa de leveduras contém lipidios, vitaminas, minerais e
outros componentes que também s&o importantes na formulagido de ragdes (LEE e
KIM, 2001).

DALMAU et al. (2000) verificaram que uma linhagem de Candida rugosa foi
capaz de se desenvolver em meio contendo glicerol como fonte de carbono, de modo
que para a concentracdo de glicerol de 2 g.L"' foram produzidas 1,25 g.L" de
biomassa, sendo que com glicose como fonte de carbono foi obtido 0,97 g.L" de

biomassa.
2.5. Micro-organismos como Fonte de Lipidios

A capacidade dos micro-organismos de sintetizarem lipidios € conhecida desde
o primeiro quarto do século XIX. As primeiras tentativas de utilizagao industrial desse
potencial datam da Primeira Guerra Mundial, na Alemanha, e foram repetidas durante
o segundo conflito mundial do século XX, terminado em 1945. Ap6s a guerra, a
producdo de matéria graxa por via microbiana continuou a merecer a atengcao dos
pesquisadores (LIMA e SATO, 2001).

Pesquisadores tém estudado a sintese de gorduras por via microbiana, com
grande parte deles voltados para a possibilidade de obter alternativas para a caréncia
de alimentos e para producao de energia. Além dessas perspectivas, a biotecnologia
de lipidios acena com outros usos industriais como obtencdo de biossurfactantes e
modificacdes dos 6leos comestiveis por lipases microbianas (PAPANIKOLAQOU et al.,
2008).

Como produtores de lipidios, os micro-organismos oferecem algumas
vantagens potenciais em relagdo aos animais e vegetais, tais como:

» Grande rapidez de geracao;
* Menor area de produgao;
* Melhor controle da produgéo e do produto.
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De acordo com LIMA e SATO (2001), ndo sdo todos os micro-organismos que
acumulam lipidios de forma substancial. Poucas bactérias oferecem possibilidades de
produgéao econdmica. Os organismos mais promissores sao as leveduras e os bolores.
Também as algas, primeiramente cultivadas em locais de condi¢des climaticas
adequadas, mas que podem ser produzidas, sob condigdes controladas, em qualquer
regiao independente de suas condigbes climaticas, sdo consideradas boa fonte de
lipidios.

2.6. Leveduras como Fonte de Lipidios

Os micro-organismos oleaginosos apresentam um grande potencial industrial
devido a sua capacidade em estocar lipidios com propriedades e composicao muitas
vezes similares a produtos de origem animal e vegetal, bem como permitindo a
valorizacdo de co-produtos agroindustriais (PAPANIKOLAOU et al., 2008). Sao
consideradas leveduras oleaginosas aquelas que contem ao menos 20% de seu peso
seco de lipidios (RATLEDGE, 2004), acumulando-os ndo somente como constituintes
da membrana, mas também na forma de triacilglicerdis. As mais conhecidas espécies
de leveduras oleaginosas incluem Candida, Cryptococcus, Rhodotorula, Trichosporon
e Yarrowia (BEOPOULOQOS et al., 2009).

O contetdo em lipidios e o perfil de acidos graxos variam de acordo com a
espécie (BEOPOULOS et al., 2009) e de acordo com a fonte de carbono
(EASTERLING et al., 2009). PAPANIKOLAOU et al. (2001) produziram biomassa de
Yarrowia lipolytica com lipidios de composi¢ao similar a manteiga de cacau utilizando
como substrato gorduras industriais. Utilizando glicerol como fonte de carbono,
PAPANIKOLAOU e AGGELIS (2002) produziram biomassa com 43% de lipidios (base
seca), contendo 47% de acido oléico e 21% de &cido linoléico.

O acumulo de lipidios é favorecido em condi¢des de limitacdo de nitrogénio
(PAPANIKOLAOU e AGGELIS, 2002). MEESTERS et al. (1996) comentam que as
leveduras oleaginosas tém a habilidade de crescer e acumular lipidios tendo glicerol
como fonte de carbono, com minimos requerimentos nutricionais. Por outro lado, a
composicao do meio influi na composicdo dos &cidos graxos (ATHENSTAEDT et al.,
2006). As fontes de carbono, nitrogénio, ions metélicos, temperatura e pH sao fatores
que podem afetar a sua composi¢ao. Isto implica que a composicao dos lipidios pode
ser manipulada, resultando em elevadas porcentagens dos acidos graxos de interesse
(DYAL e NARINE, 2005).
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2.7. Yarrowia lipolytica

Yarrowia lipolytica é um fungo hemiascomiceto, pertencente a familia
Dipodascaceae. E uma espécie das chamadas leveduras nao-convencionais, cuja
pesquisa cientifica e tecnolégica estd em plena ascensdo. Consiste em um
interessante objeto de estudo para a pesquisa basica devido as varias lacunas
existentes no conhecimento de seu metabolismo, diferentemente do que ocorre com
as leveduras convencionais Saccharomyces cerevisiae e Schizosaccharomyces
pombe. Paralelamente, seu estudo também tem atraido grande interesse na é&rea
biotecnoldgica por possuir a capacidade de excretar diversos metabdlitos em grande
quantidade, como acidos organicos e proteinas extracelulares, sendo muito usada
para superexpressao e secrecao de proteinas especificas (BARTH e GAILLARDIN,
1997).

DUJON et al. (2004) realizaram a comparagao e o sequenciamento completo
de quatro hemiascomicetos: Candida glabrata, Kluyveromyces lactis, Debaryomyces
hansenii e Yarrowia lipolytica. Eles foram selecionados com base em suas posi¢coes
filogenéticas, ou como leveduras de importancia industrial ou ambiental. Foi visto que
Yarrowia lipolytica difere das leveduras convencionais, como S. cerevisiae e Sch.
pombe, no que diz respeito a sua evolugao genética e sua fisiologia.

Yarrowia lipolytica tem como nicho substratos ricos em lipidios e proteinas,
mas a grande maioria das cepas foi isolada do solo, de rede de tratamento de esgoto
e de ambientes contaminados com Oleos. Apresenta vigoroso crescimento em
diferentes valores de pH e apesar de ter crescimento 6timo a 30°C, também é capaz
de crescer em uma ampla faixa de temperatura entre 5 e 32°C (BARTH e
GAILLARDIN, 1997). Produz lipase, enzima que apresenta grande interesse para o
uso em indUstria de couro ou de queijos (German Patent DD-272867). E uma levedura
capaz de produzir e excretar no meio uma ampla variedade de &cidos organicos
incluindo o citrato (FINOGENOVA et al., 2002).

Yarrowia lipolytica € um fungo dimérfico, originalmente classificado como
Candida lipolytica. Pode ser encontrada na natureza sob trés diferentes morfologias:
levedura, pseudo-hifa (cadeia de células alongadas com constricbes visiveis
posicionando o septo) e hifa (filamentos lineares sem constricoes visiveis). Seu micélio
€ formado por uma hifa de 3 a 5 um de largura e alguns um de comprimento. Células
apicais podem exceder 100 ym de comprimento enquanto os segmentos podem ser
de 50 a 70 ym. Os septos mostram um poro central incomum para outras leveduras,
com o reticulo endoplasmatico estendendo-se de um segmento ao seguinte (BARTH e
GAILLARDIN, 1997).
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A proporcdo de morfologias encontrada na cultura depende da cepa utilizada.
Certas condigbes sdo conhecidas por causar uma formagao preferencial de células ,
ou induzir o desenvolvimento de micélios. PEREZ-CAMPO e DOMINGUEZ (2001)
observaram que a transigcao levedura-hifa em meio liquido foi obtida utilizando 1% de
N-acetilglicosamina (GIcNAc) ou 4% de Albumina de Soro Bovino (SAB) como fonte de
carbono. Além disso, a SAB também foi capaz de induzir um crescimento invasivo em
meio sdlido. SZABO e STOFANIKOVA (2002), utilizando 0,05% de aménio e 5% de
peptona como fontes de nitrogénio no meio de cultivo, demonstraram que estes sao
fortes indutores de hifa, tanto em meio liquido quanto sélido. RUIZ-HERRERA e
SENTANDREU (2002) observaram que o estresse anaerébico também é capaz de
induzir a formacéao de hifa, assim como fontes de carbono (1% de glicerol) e nitrogénio
(0,5% de ambnio e glutamina). KAWASSE et al. (2003) observaram aumento
significativo tanto na formacédo de hifas como no comprimento destas em Yarrowia

lipolytica submetidas a estresse térmico e oxidativo.
2.8. Cultivo de Yarrowia lipolytica em Meios a Base de Glicerol

A maioria dos trabalhos de pesquisa trata da valorizagao do glicerol por meios
biotecnoldgicos referentes a sua biotransformagcao em 1,3-propanediol por muitas
cepas de bactérias, geralmente dos géneros Clostridium, Klebsiella, Citrobacter e
Enterobacter. Ao contrario, 0 numero de pesquisas tratando da utilizagao de glicerol
como fonte de carbono por vérias leveduras ou fungos é restrito (PAPANIKOLAOU e
AGGELIS, 2002).

Yarrowia lipolytica, bem como o fungo Aspergillus niger, sdo considerados
potenciais produtores de acido citrico (ROUKAS et al., 1997). Segundo ROEHR et al.
(1996), enquanto Aspergillus niger € o principal organismo usado para a produgao de
acido citrico, muitas leveduras, inclusive a Yarrowia lipolytica, sdo conhecidas por
produzirem altos rendimentos de acido citrico.

A producao de acido citrico utilizando glicerina como fonte de carbono tem sido
objeto de recentes estudos, em que leveduras do género Yarrowia aparecem como
potenciais produtores (IMANDI et al., 2007; LEVINSON et al., 2007; PAPANIKOLAOU
et al., 2008).

FINOGENOVA et al. (2005) apontam que conversdes de glicerol para produtos
com valor agregado sdao sem duvida de grande interesse, devido a obtengédo de
glicerol como um subproduto gerado na producdo de biodiesel, e que embora a
producéo de &cido citrico a partir do glicerol por meio de leveduras seja conhecida ha
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muitos anos, poucos estudos estdo sendo desenvolvidos atualmente de acordo com a
literatura revisada.

De acordo com ROEHR et al. (1996) e KAMZOLOVA et al. (2003) a Yarrowia
lipolytica, quando desenvolvida sob limitadas condicées de nutrientes, pode produzir
acido citrico de uma variedade de fontes de carbono, inclusive agucares, alcanos,
6leos de planta, amido hidrolisado, etanol e glicerol.

Nesta mesma linha, LEE et al. (2007) apontam que glicerol e glicose foram
utilizados eficazmente como as mais eficientes fontes de carbono, juntamente com
uma combinacao de extrato de levedura e peptona como uma boa fonte de nitrogénio,
para a producado de lipase por Yarrowia lipolytica, indicando que o0 micro-organismo
apresenta um bom potencial industrial como um novo produtor de lipase alcalina.

Entretanto, apenas algumas espécies de Yarrowia lipolytica tém sido relatadas
por acumular quantidades significantes de lipidios, quando submetidas a crescimento
em meio com condigdes nitrogénio limitantes (PAPANIKOLAQOU et al., 2002 (a)).

Por sua vez, KIM et al. (2000) indicam que uma alta concentragao de glicerol é
0 primeiro requisito para se obter uma elevada concentragdo celular de Yarrowia

lipolytica em um cultivo microbiano satisfatério.

2.9. Utilizacao da Biomassa Protéica

No Brasil, cerca de 50% do mercado das leveduras € destinado principalmente
para alimentacao de aves, seguido pelos suinos com 25%, ruminantes e outros com
15%. Ja no exterior, o grande mercado das leveduras é o sudeste asiatico,
destacando-se principalmente Japao, em seguida Australia e Nova Zelandia, seguidos
pela Europa, Estados Unidos e América Latina, sendo o mercado de suinos,
aquicultura e animais domésticos 0s que apresentam uma maior demanda
(GHIRALDINI e ROSSEL, 1997, citados por BELLUCO, 2008).

Do ponto de vista biolégico, alguns experimentos foram realizados com animais
e humanos, avaliando-se nutricionalmente a proteina da biomassa. Os animais
utilizados foram aves domésticas, ratos, cachorros, porcos, coelhos, vacas, macacos e
peixes de lagos, de modo que se pode concluir, através dos resultados obtidos, que
esta fonte alimentar produzia bons efeitos, quando utilizada em substituicao a parte da
proteina da racao (COZZOLINO, 1982).

Desta forma se torna interessante a utilizacdo de levedura como um
suplemento nutricional para animais e humanos, principalmente com acréscimo de
micronutrientes em sua composigao. A utilizagdo deste suplemento nutricional pode

ser realizada de diversas formas, como mistura de ragdes para animais e também,
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através de pellets, comprimidos, e até entrar na composi¢cdo de pratos cozidos ou
salpicados em iguarias na forma de pé. Também poderia ser adicionado em produtos
alimentares como sopas desidratadas, paes, patés, biscoitos, chocolates, massas
alimentares, no estado sélido ou pastoso (BELLUCO, 2008).

Na literatura, tanto nacional como internacional, estudos tém sido conduzidos a
fim de viabilizar a utilizagao de subprodutos agroindustriais na alimentacdo animal. O
aumento na busca por alimentos ndo convencionais tem se dado devido,
principalmente, as frequentes altas nos pregos dos gréos de cereais e fontes protéicas
vegetais. Dentro deste contexto, a proteina de origem microbiana mostra-se como
uma alternativa viavel a substituicdo dos componentes basicos que compbéem as
racoes (MAIA et al., 2001).

Além das leveduras, microalgas e bactérias sdo fontes potenciais nao
convencionais na alimentacdo de peixes, ndao somente devido ao valor nutricional de
seus compostos, mas também por possuir pigmentos e carboidratos complexos, como
as glucanas. Acredita-se também que leveduras como Candida sp. e Saccharomyces
cerevisiae possuam propriedades estimulantes (estimulam o sistema imunolégico,
regulam a concentracao de glicose no sangue, entre outros beneficios) em virtude de
seus carboidratos complexos e acidos nucléicos (GAIOTTO, 2005).

Com o aumento do custo das ragbes para peixes e a instabilidade na
suplementacdo em longo prazo, a busca por fontes alternativas de proteinas assume
um papel importante para o futuro da industria da aquicultura, uma vez que mostra a
necessidade de desenvolvimento de géneros alimenticios com proteinas de baixo
custo e elevada qualidade. Desta maneira, o uso da biomassa protéica de origem
microbiana pode ser considerado uma solugdo promissora e inovadora para substituir
parte de proteina requerida na alimentacdo de peixes e assim solucionar este
problema (LEE e KIM, 2001).

Na aquicultura os gastos com alimentacdo correspondem a maior parcela dos
custos totais de producdo nas criagbes semi-intensivas em fungéo das ragbes para
peixes possuirem elevado teor de proteina, em comparacdo as ragdes para outros
animais cultivados. Tentando contornar esta situacdo, FURUYA et al. (2000)
verificaram que é possivel a utilizacdo de 14% de levedura desidratada em rag¢des no
cultivo de alevinos de tildpia-do-nilo.

Estudos realizados com a levedura Candida utilis, como fonte de proteina na
dieta da tilapia, indicaram que a substituicdo da proteina animal por uma mistura de
compostos de origem vegetal, acarreta em um melhor desempenho de crescimento
nos peixes que foram alimentados com 30% de levedura na dieta (OLVERA-NOVOA
et al., 2002, citados por GAIOTTO, 2005).
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Ainda segundo o mesmo autor, a levedura Saccharomyces cerevisiae pode ser
utiizada na alimentagdo de pintados, em niveis de até 5% como nutrientes,
promovendo melhor desenvolvimento e sobrevivéncia.

De acordo com MOREIRA et al. (2002), na suinocultura, os gastos com
alimentagao representam aproximadamente 75% dos custos totais da criagdo, sendo
as ragoes basicamente constituidas por milho e farelo de soja, sendo que fontes
alternativas, como biomassa de leveduras, podem substituir do ponto de vista
nutricional e econdmico estes compostos. De acordo com o estudo, a levedura
Saccharomyces sp. pode ser utilizada em racdes de suinos nas fases de crescimento
e pré-abate em niveis de até 21%.

2.10. Utilizacao de Biomassa Lipidica

GUTIERREZ e SILVA (1993) comentam que ha necessidade de
suplementacao de acidos graxos essenciais, como o0 &cido linoléico, em alimentacao
animal. A utilizacdo de 4cido linoléico conjugado em dietas de tildpia-do-nilo promoveu
melhora no ganho de peso, aumento no consumo de ragdo e melhora na conversao
alimentar, afetando a proporgao de &cidos graxos nos filés e figado, e aumentando o
conteudo protéico dos filés (SANTOS et al., 2007). Além disso, os lipidios sao
fundamentais para o desenvolvimento de larvas de peixes como o jundia (ULIANA et
al.,, 2001). BARRETO et al. (2006), comentam ainda que a composi¢ao dos acidos
graxos de ovos pode ser alterada com a manipula¢do da dieta das aves. RIBEIRO et
al. (2007) avaliaram o efeito dos niveis do acido linoléico presente na dieta de
matrizes, verificando que o peso dos ovos e o percentual de &cido linoléico nas gemas
aumentaram com a inclus@o de 1,93% deste &cido graxo.

Esta suplementacédo, em geral, se da por 6leos de origem vegetal, como os
6leos de soja, linhaga, canola, arroz, milho e girassol, mas h4 um crescente interesse
por novas fontes de acidos graxos essenciais e muita atencao tem sido voltada para
0s micro-organismos denominados oleaginosos (CAZETTA e CELLIGOI, 2005).
GUTIERREZ e SILVA (1993) comentam que leveduras podem constituir uma fonte
importante de suplementacao destes nutrientes em formulacdes de racées.

2.11. Cultivos Microbianos

2.11.1. Generalidades
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A partir da década de 1950, o estudo das fermentagbes sofreu um grande
incremento devido ao avanco no desenvolvimento da area de reatores, tornando este
progresso, deste entdo, responsavel pelo sucesso no crescimento na area dos cultivos
microbianos (BORZANI et al., 2001).

Segundo REGULY (2000) e BORZANI et al. (2001), comumente a classificagao
dos cultivos microbianos esta associada a condugéao do processo, quanto ao modo de
cultivo, podendo ser em estado sélido ou em submerso, e quanto ao fornecimento de
oxigénio ao processo, podendo ser aerados ou nao. Segundo este ultimo autor, de
uma forma geral, um reator biol6gico pode ser conduzido de maneira descontinua,
semicontinua e continua.

Ao se executar um cultivo microbiano, normalmente se imagina preparar um
meio de cultura que seja adequado a nutricdo e ao desenvolvimento do micro-
organismo em estudo, bem como ao acumulo do produto desejado. Ja no biorreator
(fermentador) este meio é inoculado com o micro-organismo responsavel pelo
processo biolégico, sendo o cultivo controlado por alguns parametros como
temperatura, agitacdo, aeracao, nutrientes, etc, de forma que o micro-organismo tenha
sempre a sua disposicdo as melhores condi¢gdes possiveis e necessarias ao seu
desenvolvimento, até que o processo ocorra (BORZANI et al., 2001).

2.11.2. Conducao de um cultivo microbiano

2.11.2.1. Cultivo descontinuo

No cultivo descontinuo, cada vez uma quantidade fixa pré-acertada de meio é
colocada no biorreator, onde recebe o in6culo, sendo o produto formado separado,
recuperado do meio, apés um tempo de permanéncia ditado pela cinética do processo
(REGULY, 2000).

Os cultivos descontinuos ou por bateladas vém sendo utilizados pelo homem
desde a antiguidade e, ainda hoje, sdo 0os mais empregados para a obtencao de varios
produtos fermentados (AQUARONE et al., 2001).

Este tipo de cultivo pode levar a baixos rendimentos e/ou produtividades, pois
quando o substrato é adicionado de uma sé vez no inicio do cultivo exerce efeitos de
inibicdo, ou desvia 0 metabolismo celular a produtos que nao interessam. Além disso,
apresenta tempos mortos, ou seja, tempos em que o biorreator ndo esta sendo usado
para o processo de cultivo propriamente dito, tais como tempo de carga, descarga de
dorna e periodo correspondente a lavagem e esterilizagao do biorreator (BORZANI et
al., 2001).
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Por outro lado, apresenta menores riscos de contaminagao (comparado com
processo continuo), grande flexibilidade de operagéo, devido ao fato de poder utilizar
os biorreatores para a fabricagao de diferentes produtos, a possibilidade de realizar
fases sucessivas no mesmo recipiente, condicdo de controle mais estrito de
estabilidade genética do micro-organismo, assim como a capacidade de identificar
todos os materiais relacionados quando se esta desenvolvendo um determinado lote
de produto, o que € vital para a industria farmacéutica (REGULY, 2000).

2.11.2.2, Cultivo semicontinuo

O cultivo microbiano recebe a denominac¢do de semicontinuo quando, uma vez
colocados no reator o meio de cultivo e o indculo, as operagbes que se seguem

obedecerem a seguinte ordem:

» Operacao 1 — Aguarda-se o término do cultivo;

» Operacao 2 — Retira-se parte do meio fermentado, mantendo-se, no reator, o
restante de mosto fermentado;

» Operagao 3 — Adiciona-se ao reator um volume de meio igual ao volume de
meio que foi retirado na operacao 2.

O meio de cultivo adicionado na operagdo 3 encontra, no reator, as células
microbianas existentes no meio fermentado que nele foi mantido. Ou seja, 0 meio
fermentado nao retirado do biorreator na operagdo 2 serve como inéculo ao meio de
cultivo adicionado na operagdo 3. Estas operagbes intermitentes, tanto no fluxo de
entrada do meio quanto na saida de material fermentado, sédo repetidas enquanto nao
houver queda na produtividade do processo (BORZANI et al., 2001).

2.11.2.3. Cultivo continuo

O processo de cultivo continuo caracteriza-se por possuir uma alimentacao
continua de meio de cultura a uma determinada vazdo constante, sendo o volume de
reacdo mantido constante através da retirada continua de caldo fermentado
(BORZANI et al., 2001).

No cultivo continuo o mosto contendo os nutrientes é colocado no biorreator e
inoculado. Quando determinado parametro cinético é atingido, a alimentacao do mosto
passa a ser continua, havendo concomitante e continua retirada de mosto fermentado,

igualando vazao e alimentagdo. Se houver alimentagdo continua ao cultivo, a uma
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velocidade calculada, ir4 se chegar a um estado de equilibrio celular com o meio, o
regime estacionario, no qual a formacado de biomassa nova compensa a perda de
células por morte, no biorreator. Este estado estacionério é alcangado, quando ndo ha
alteragao no contetdo do biorreator: a massa celular, as concentragdes do substrato e
a do produto permanecem constantes, bem como o estado metabdlico do agente
(REGULY, 2000).

2.11.3. Modos de cultivo

2.11.3.1. Cultivo em estado solido

Os cultivos em estado sélido, ou em superficie, sdo aqueles em que tanto o
crescimento do micro-organismo como a formacao do produto se verificam em meio
sélido, a partir de sua superficie. O meio neste caso é matéria organica, com umidade
ajustada a atividade de agua do micro-organismo. Quando o cultivo em superficie é
desenvolvido sobre farelos ou outros substratos sélidos, mas umedecidos, também
recebe 0 nome de cultivo semi-solido ou em estado sélido (REGULY, 2000).

Segundo BORZANI et al. (2001), este cultivo apresenta como vantagens:

« Aceleracdo na taxa de reacdo devido ao contato direto entre o substrato e o
micro-organismo;

*  Os biorreatores podem ser pequenos em relagao ao rendimento do produto;

» Nao ha necessidade de propagadores do indculo, o qual é preparado a parte,
em cultivo semi-sélido igual ao meio de produgao;

A umidade baixa do meio ou substrato reduz contaminacoes;

*  Os rendimentos em produto podem ser bem mais altos do que em cultivo
submerso;

« Os produtos solidos produzidos podem ser extraidos imediatamente, por
adicao direta de solventes.

2.11.3.2. Cultivo submerso

Nos cultivos em submerso, ou em profundidade, o crescimento do micro-
organismo e a formagao do produto se desenvolvem no seio do meio nutritivo liquido,
o mosto. Se este esta em contato com o ar ou for aerado, o micro-organismo
necessariamente é aerébio (REGULY, 2000).

Segundo o mesmo autor, quando comparado com o método de cultivo em
estado sélido, apresenta as seguintes vantagens:
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«  E de mais facil controle;

* O meio de cultivo pode ser variado mais facilmente;

» A superficie celular do agente fica inteiramente exposta ao meio, facilitando as
trocas (absorcao e excrecio);

* A esterilizagdo de um meio liquido é mais facil do que a de um meio semi-
s6lido;

A aeracao estéril de meio liquido em biorreator é menos dispendiosa e
problematica do que a condug¢do de muito maior volume de ar, também estéril, que
seria necessario para aerar eficientemente um cultivo semi-sélido em bandejas;

* O cultivo submerso pode ser transformado em cultivo continuo, quando a sua

cinética o permite.

2.12. Biorreatores

2.12.1. Generalidades

De acordo com SCHMIDELL et al. (2001), denominam-se biorreatores, reatores
bioquimicos ou reatores biol6gicos, os reatores quimicos nos quais ocorrem uma série
de reagdes quimicas catalisadas por biocatalisadores. Esses biocatalisadores podem
ser enzimas ou células vivas (microbianas, animais ou vegetais). Assim, pode-se
classificar os biorreatores em dois grandes grupos:

» Grupo 1: Biorreatores nos quais as reagdes ocorrem na auséncia de células
vivas, ou seja, sao os reatores enzimaticos;

» Grupo 2: Biorreatores nos quais as reagdes se processam na presenga de
células vivas.

Com relagdo aos reatores com células vivas, pode-se afirmar que os mais
amplamente conhecidos e com uso bastante difundido, sdo os reatores com micro-
organismos, 0s quais vém sendo empregados desde a década de 1940 para a
producdo industrial de uma grande diversidade de produtos tais como enzimas,
antibiéticos, vitaminas, acidos organicos, solventes, ou ainda no tratamento de
residuos organicos industriais ou domésticos (BORZANI et al., 2001).

Outro campo de desenvolvimento é o cultivo de células animais e vegetais,
tendo alcangado rapido progresso na ultima década, constituindo-se hoje num dos
grandes temas da Biotecnologia Moderna. Assim, pode-se citar o emprego de
biorreatores com células animais para a produgédo de uma série de produtos ligados a

saude humana e animal, tais como vacinas virais, anticorpos, horménios e fatores de

28



crescimento. Os reatores que empregam células animais e vegetais em geral possuem
varias particularidades, tendo em vista as diferentes caracteristicas apresentadas por
este tipo de células em relagdo as células microbianas, destacando-se entre elas a
elevada sensibilidade ao cisalhamento, caracteristica que, em casos extremos, leva a
necessidade da utilizacao de biorreatores ndo convencionais, como reatores air lift, ou
ainda reatores com membranas, nos quais nao se tem agitacdo mecénica e,
consequentemente, as tensbes de cisalhamento sdo menores (SCHMIDELL et al.,
2001).

2.12.2. Classificacao dos biorreatores

De acordo com SCHMIDELL et al. (2001), uma das formas possiveis e mais

encontradas na literatura de classificar os biorreatores é:

» Quanto ao tipo de biocatalisador (células ou enzimas);

* Quanto a configuragdo do biocatalisador (célula/enzimas livres ou
imobilizadas);

* Quanto a forma de se agitar o liquido no reator.

Ainda segundo o autor, dentre as vérias classificagbes encontradas que
abordam o tema biorreatores, uma das mais abrangentes € a de Kleinstreuer (1987),
gue apresenta uma classificagdo mista, com base no tipo de biocatalisador empregado
(enzima, micro-organismo aerdbio ou anaerébio) e na configuracdo deste (livre,

imobilizado ou confinado entre membranas).

2.13. Sistemas de Agitacao e Aeracao

A agitagao dos mostos em cultivos submersos é essencial para a obtengéo de
uma boa mistura dos componentes do mosto com as células, possibilitando boa
transferéncia de calor e de massa entre 0 micro-organismo e 0 meio em que esta
imerso. Além disso, quando o micro-organismo é aerobio e € cultivado em meio
viscoso, polimérico, a agitagdo mecanica se torna necessaria para distribuir o ar que a
ele deve ser suprido. Em meios de viscosidade baixa, a agitacdo mecanica pode ser
muitas vezes substituida por um sistema adequado de introducdo de ar, o que pode
atender tanto a aeragdo quanto a agitacdo, com vantagem em relagdo ao agitador
mecanico (REGULY, 2000).

Entre os processos biotecnolégicos de interesse industrial, envolvendo o cultivo
de células microbianas, sem dulvida os processos conduzidos em aerobiose
encontram situacdo de destaque. A producdo de antibiéticos, enzimas, vitaminas,
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fermentos e inoculantes, proteinas recombinantes (horménios de crescimento,
insulina, etc), constituem em sua grande maioria processos aerébios. Igualmente, o
cultivo de células animais, visando a produgao de produtos ou a posterior infec¢ao por
virus para a obtengédo de vacinas, sdo processos aerdbios. O objetivo central de um
sistema de agitagdo e aeracao é o fornecimento de oxigénio para a manutencao de
uma dada atividade respiratéria de um certo conjunto de células. Assim, 0 que se visa
é transferir o oxigénio da fase gasosa para o liquido, fazer com que este oxigénio
dissolvido chegue as células suspensas, penetre nestas células e, finalmente, seja
consumido na reacao (SCHMIDELL et al., 2001).

Assim, segundo o autor, os processos envolvendo o cultivo de células aerdbias
ou aerobias facultativas, visando a producdo de produtos ou ainda para a realizacdo
do tratamento biolégico de aguas residudrias, tém todos os aspectos comuns de
exigirem um adequado dimensionamento do sistema de transferéncia de oxigénio, ou
seja, da operacao de dissolucdo do oxigénio contido na fase gasosa (normalmente o
ar, ou ar enriquecido com oxigénio) para a fase liquida, de onde o micro-organismo ira

consumir este oxigénio para a respiragao.
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INFLUENCIA DA COMPOSICAO DO MEIO DE INOCULO E DA TEMPERATURA NA
PRODUGCAO DE BIOMASSA DE LEVEDURAS A PARTIR DA GLICERINA
RESIDUAL

RESUMO

O uso de glicerina residual como substrato para producao de biomassa como fonte de
nutrientes constitui-se em uma alternativa viavel, uma vez que valoriza este co-produto
e diminui o custo de producédo de biomassa como fonte de nutrientes. Os efeitos da
composicao do meio de preparo de in6culo e da temperatura de incubagao sobre o
crescimento da levedura Yarrowia lipolytca NRRL YB-423 foram avaliados neste
trabalho. Para a obtencao dos indculos, a levedura foi cultivada em meios a base de
glicerina pura, em incubadora rotatéria com 180 rpm de agitagéo a 30°C. Estes foram
inoculados para o meio de producdo contendo glicerina residual, incubando-se em
diferentes temperaturas (25, 30 e 35°C). Amostras foram retiradas a cada 8 h, sendo
estas centrifugadas a 7530xg por 15 min para as determinagdes analiticas no
sobrenadante (pH) e sedimento (concentragdo de biomassa). Os ensaios foram
realizados em ftriplicata e avaliados por andlise de variancia e teste de Tukey. Em
todos os ensaios foi observada forte reducdo do pH, provavelmente associada a
producdo de &cidos organicos. Nao foram observadas diferengas significativas entre
0s meios de in6culo testados para uma mesma temperatura. A levedura Yarrowia
lipolytica NRRL YB-423 apresentou melhor desempenho a 25°C utilizando meio de
inéculo com igual composicdo do meio de producao, atingindo uma concentracao de
biomassa de 17,7 g.L™".

Palavras-chave: Biodiesel, Biomassa, Crescimento celular, Glicerina residual, Yarrowia
lipolytica.
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1. INTRODUGAO

O petroleo é a principal fonte de energia no mundo, mas por se tratar de um
combustivel de origem féssil, e com expectativa de diminuicdo das suas reservas no
futuro préximo, pesquisas com o objetivo de desenvolver fontes de energia renovaveis
sao de grande interesse (SILVA et al., 2009).

Neste contexto, os Oleos vegetais aparecem como uma alternativa para
substituicdo ao diesel de petréleo, sendo o seu uso testado ja em fins do século XIX,
produzindo resultados satisfatérios no proprio motor a diesel (NASCIMENTO et al.,
2001). Esta possibilidade de utilizagdo de combustiveis de origem agricola vem
apresentando um potencial promissor no mundo inteiro, sendo um mercado que
cresce aceleradamente devido a sua contribuicdo ao meio ambiente, com a reducao
qualitativa e quantitativa dos niveis de poluicdo ambiental, principalmente nos grandes
centros urbanos, e como fonte estratégica de energia renovavel em substituicado ao
6leo diesel e outros derivados do petroleo (ACCARINI, 2009).

O biodiesel pode substituir o diesel de petréleo, sendo produzido a partir de
Oleos vegetais, gerando aproximadamente 10% de glicerina, como principal
subproduto. O excesso de glicerina gerada pode representar um problema ambiental,
ja que ndo pode ser descartada no ambiente e atualmente o mercado ndo absorve a
totalidade da produgdo. Estudos recentes revelam que as industrias produtoras de
biodiesel, principalmente os pequenos produtores, ndo sabem o que fazer com este
subproduto, e algumas plantas ja estao tendo que diminuir a sua produgao por nao ter
um destino pré-estabelecido para este subproduto (SILVEIRA, 2008).

Com isto, uma das possiveis aplicagdes é o uso como fonte de carbono e
energia para crescimento microbiano em microbiologia industrial (SILVA et al., 2009).
Quando se trata da utilizacao de glicerina residual (bruta) em meios de cultivo, sem
uma prévia purificagdo, sao observadas vantagens em relagdo ao tradicional uso de
glicerina pura como substrato, principalmente em virtude do menor custo. Mas
relativamente poucos estudos relatam o uso deste substrato como Unica fonte de
carbono (PAPANIKOLAQOU et al., 2008). Por outro lado, os altos custos das fontes
protéicas e lipidicas tém exigido reavaliagbes nos niveis utilizados destes nutrientes,
como por exemplo, em ragcées animais, assim como a busca por fontes alternativas
(GAIOTTO, 2005).

Desta forma, a agregacgéo de valor com o aproveitamento dos co-produtos gerados na
producdo de biodiesel, como producdo de biomassa de leveduras por bioconversdo da
glicerina residual, a ser usada em racdo animal, constitui importante contribuicdo para o

desenvolvimento sustentavel da cadeia produtiva do biodiesel.
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O presente trabalho teve como objetivo converter por via biotecnolégica a
glicerina gerada na sintese de biodiesel em biomassa de leveduras. Para isso, foi
estudada a influéncia da composicao do meio de preparo do inéculo e da temperatura
de incubacado, sobre o crescimento da levedura Yarrowia lipolytica NRRL YB-423
cultivada em frascos agitados, em termos de concentragdo de biomassa.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Micro-organismo

No estudo foi utilizada a levedura Yarrowia lipolytica NRRL YB-423, cedida pelo
Northern Regional Research Laboratory (Peoria, USA) e certificada como GRAS
(Generally Recognized As Safe) pelo FDA (Food and Drug Administration). Esta
linhagem foi previamente selecionada por SANTOS (2009) como promissora para a
conversao de glicerina residual em biomassa.

As culturas liofilizadas foram reativadas em agar YM (Yeast Malt Agar),
incubadas em estufa bacteriologica (Quimis Q-316 M2, Brasil) a 25°C por 48 h, sendo
posteriormente transferidas novamente para agar YM e incubadas nas mesmas
condi¢cdes para manutengao das culturas. Os micro-organismos foram mantidos em

tubos contendo agar YM sob refrigeracao (4°C).

2.2. Glicerina Residual

Como principal fonte de carbono foi utilizada glicerina residual proveniente da
sintese de biodiesel a partir de éleo de soja por via metandlica, gentilmente cedida por
BS Bios Industria e Comércio de Biodiesel Sul Brasil S.A. (Passo Fundo-RS). A
glicerina residual continha 83,08% (m/m) de pureza, de acordo com laudo fornecido
pela prépria empresa.

2.3. Preparo do Inéculo

Para a obtencao do in6culo foram utilizados dois tubos de cultura microbiana,
sendo a superficie do agar de cada tubo raspada com alca de platina e com 10 mL de
agua peptonada 0,1%, transferindo para Erlenmeyer de 500 mL contendo o meio em
estudo (Tabela 1), totalizando um volume de 200 mL (180 mL de meio; 20 mL da
suspensao de células). Os frascos foram mantidos em incubadora rotatéria (Tecnal
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TE-420, Brasil) a 30°C e 180 rpm, acompanhando-se o cultivo por contagem em
camara de Neubauer (ZHANG et al., 2005).

Foram testadas duas formulagdes distintas para avaliar o efeito da composi¢ao
do meio de propagagao do inéculo sobre a concentragdo de biomassa, conforme
Tabela 1.

Tabela 1: Composi¢des dos meios de propagacao do inéculo.

Meio Composigao (g.L™)

30 glicerina p.a; 7 KH.POy; 2,5 Na,HPOy; 1,5 MgS0O,.7H.0; 0,15 CaCly;
0,15 FeCl3.6H,0; 0,02 ZnS0O,.7H,0; 0,06 MnSO,4.H.0; 0,5 (NH4)2SOy4;
A 0,5 extrato de levedura e pH inicial ajustado em 6,0. PAPANIKOLAQOU e
AGGELIS (2002)

33,9 glicerina p.a; 0,6 extrato de levedura; 5,5 (NH,).HPO,; 1,5 peptona;
B 5,5 KH2P04, 1,0 (NH4)QSO4, 0,25 MgSO47HQO, 0,021 CaC|22H20 e pH
inicial ajustado em 4,8. SANTOS (2009)

2.4. Cultivos em Frascos Agitados

O meio de producao utilizado foi previamente otimizado por SANTOS (2009)
para Yarrowia lipolytica NRRL YB-423. A concentracdo de glicerina residual utilizada
considerou sua pureza, adicionando-se uma quantidade de forma a atingir a
concentracao de glicerina proposta por SANTOS (2009).

Desta forma, utilizou-se um meio de cultivo a fim de resultar na seguinte
composicéo (g.L™"): 40,8 glicerina residual; 0,6 extrato de levedura; 5,5 (NH,),HPOy;
1,5 peptona; 5,5 KH,POy; 1,0 (NH,).SO4; 0,25 MgS0O,.7H,0; 0,021 CaCl,.2H,O e pH
inicial ajustado em 4,8 (HCI 1N).

Os ensaios foram realizados em frascos Erlenmeyers de 500 mL com volume
final de 200 mL, resultante da adicdo do meio de cultivo, suspensao de leveduras e
agua destilada estéril. Nos cultivos, o volume de suspenséao de leveduras inoculado foi
calculado de forma a atingir concentracéo inicial de 1x10” células.mL™".

Os frascos foram mantidos em incubadora rotatéria (Tecnal TE-420, Brasil) a
180 rpm de agitacao nas temperaturas estudadas (25, 30 e 35°C). A Figura 1 ilustra
os cultivos em frascos agitados.

Em todos os experimentos, aliquotas de 5 mL foram retiradas assepticamente
a cada 8 h, sendo estas centrifugadas a 7530xg por 15 min sob refrigeragcdo em
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centrifuga refrigerada (Cientec CT 5000 R, Brasil), para as determinagdes analiticas
no sobrenadante (pH) e sedimento (concentragéo de biomassa).

Figura 1. Cultivos de Yarrowia lipolytica NRRL YB-423 em frascos agitados.
2.5. Métodos Analiticos
2.5.1. Concentracao de biomassa

A medida da concentracao celular foi acompanhada por leitura de absorvancia
a 600 nm em espectrofotébmetro visivel (Biospectro SP-22, China), conforme descrito
por RECH (1998), convertendo-se em g.L" a partir de uma curva padréo de biomassa
para o micro-organismo, baseado no método descrito por CHOI e PARK (2003). A

curva padrao encontra-se em apéndice.
2.5.2. pH

O pH do sobrenadante foi medido usando medidor de pH (Marte MB-10,
Brasil), de acordo com AOAC (2000).

2.6. Anadlise Estatistica dos Resultados

Os ensaios foram realizados em triplicata, sendo os dados tratados por andlise
de variancia e teste de Tukey (MONTGOMERY, 2004), a fim de verificar a existéncia
de diferencas significativas entre as condi¢cdes estudadas, a 95% de confianga (p <
0,05). O tratamento estatistico dos dados foi feito com o software Statistica 6.0 (Stat
Soft Inc.,EUA).
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

As Figuras 2a e 2b apresentam o acompanhamento do crescimento celular da
levedura Yarrowia lipolytica NRRL YB-423 utilizando diferentes composi¢cées de meio
para obtengéo do indculo e em diferentes temperaturas de incubagao.

(a) 20 (b) 20

N

Biomassa (g/L.
>
Biomassa (g/L)
>

o NMN A O ©®
o N A O ®

0 6 12 20 28 36 44 52 60 68 76 84 92 100 108 116 124 0 6 12 20 28 36 44 52 60 68 76 84 92 100108 116 124
Tempo (h) Tempo (h)

Figura 2. Acompanhamento do crescimento celular da levedura Yarrowia lipolytica
NRRL YB-423 no meio A (a) e no meio B (b). (e) 25°C; (m) 30°C; (¢) 35°C.

Através das Figuras 2a e 2b, verificou-se que o crescimento, em meio contendo
glicerina residual como fonte de carbono, atingiu a fase estacionaria a partir de 100 h
de cultivo, sendo obtidos os valores maximos de biomassa neste periodo, para as
temperaturas de 25 e 35°C em ambas as composicoes de meios de cultivos
propostos. Ja na temperatura de 30°C, a fase estacionaria é atingida em 108 h de
cultivo para ambos os meios estudados.

A Tabela 2 apresenta os resultados relativos a produgcao de biomassa maxima
ao utilizar diferentes meios de cultivo para obtencdo do in6culo e diferentes
temperaturas de crescimento da levedura Yarrowia lipolytica NRRL YB-423.

De acordo com a Tabela 2, observou-se que ndo houve diferenga significativa
(p>0,05) entre os meios de cultivo propostos para a obtencdo do inéculo, nas
diferentes temperaturas testadas. Entretanto, verificou-se que o cultivo a 25°C
utilizando o meio B para obtengao do in6culo, apresentou concentragao celular de 17,7
+ 0,6 g.L" em 100 h de cultivo, sendo significativamente maior, a 95% de confianga,
em relagdo aos cultivos a 30 e 35°C, que apresentaram concentragdes celulares de
15,7+0,39.L"e 13,5+0,7g.L" em 108 e 100 h de cultivo, respectivamente.

Os resultados de biomassa méxima encontrados neste trabalho apresentaram-
se superiores aos relatados em outros estudos. PAPANIKOLAOU e AGGELIS (2002)
conseguiram produzir 8,1 g.L"' de biomassa da levedura Yarrowia lipolytica LGAM
S(7)1, durante 160 h de cultivo utilizando glicerina bruta proveniente da produgéo do
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biodiesel. Ja DALMAU et al. (2000) verificaram que uma linhagem de Candida rugosa
foi capaz de crescer em glicerol como fonte de carbono, produzindo cerca de 1,25 g.L
de biomassa.

Tabela 2: Biomassas maximas * desvio padrao e analise estatistica dos dados*.

Meio de cultivo para inéculo
Temperatura (°C)

A B

25 15,5 + 1,424 17,7 £0,6%"
30 15,7 £0,1°# 15,7 £ 0,3°®
35 12,6 +1,6°® 13,5 £0,7°°¢

*Letras mindsculas iguais representam que ndo héa diferencas significativas entre colunas a
95% de confianca. Letras maiusculas iguais representam que nao ha diferencas significativas
entre linhas a 95% de confianga.

As Figuras 3a e 3b apresentam o decréscimo do pH observado ao longo dos
cultivos de Yarrowia lipolytica NRRL YB-423 utilizando diferentes composigées de
meio para obtencao do in6culo e em diferentes temperaturas de incubagao.

(a) 5,0 (b) 5,0

45 a4

4,0
3,8

I35
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25

2,0 2,0
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Figura 3. Acompanhamento do pH no meio A (a) e no meio B (b). (®) 25°C; (m) 30°C;
(#) 35°C.

A diminuigdo do pH coincide com o aumento de biomassa ao longo do cultivo,
sendo que este comportamento pode estar associado a produgéo de acidos organicos
como acido citrico e isocitrico, a-cetoglutarico, acético e pirivico como subprodutos
(LEVINSON et al., 2007; PAPANIKOLAOU et al., 2008; PAPANIKOLAOQOU et al., 2002;
MORGUNOV et al., 2004).

Portanto, os resultados obtidos nesse estudo sado bastante promissores,
quando comparados a literatura, podendo ser atrativa a obtengdo de biomassa da
levedura como fonte de nutrientes a partir da glicerina residual, bem como a

capacidade de excretar compostos como acidos organicos e enzimas, que também
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pode ser explorada. Devido a isto, este trabalho traz uma contribuigdo importante, pois
sdo relativamente escassos os estudos com a levedura Yarrowia lipolytica NRRL YB-
423 em meio tendo glicerina residual como principal fonte de carbono.

4. CONCLUSAO

A levedura Yarrowia lipolytica NRRL YB-423 foi capaz de utilizar glicerina residual
proveniente da sintese do biodiesel, como fonte de carbono, para a produgédo de biomassa.
Apesar de nao haver diferencas significativas entre os meios testados, o meio de cultivo B foi
selecionado para a obtengao do indculo ja que sua composi¢cdo é a mesma do meio de cultivo
para produgdo de biomassa, favorecendo a adaptagdo do microrganismo. Quanto a
temperatura, o melhor crescimento foi observado a 25°C, resultando em uma concentragéo de

biomassa maxima de 17,7 g.L™.
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INFLUENCIA DA AGITACAO E AERAGCAO NO CULTIVO DE Yarrowia lipolytica
NRRL YB-423 EM MEIO A BASE DE GLICERINA RESIDUAL E CARACTERIZACAO
DA BIOMASSA OBTIDA

RESUMO

A conversao por via biotecnolégica da glicerina residual gerada na sintese de biodiesel
em biomassa de leveduras constitui uma alternativa para seu aproveitamento, uma
vez que 0 seu uso na alimentacdo humana e animal € interessante, pois apresenta
boa produtividade, presenga de nutrientes como proteinas, lipidios e vitaminas, e
natureza atoxica. Este trabalho teve por objetivo estudar a influéncia da agitacdo e
aeragdo na producdo de biomassa de leveduras, utilizando glicerina residual
proveniente da sintese do biodiesel como fonte de carbono. Foi utilizada a cepa de
levedura Yarrowia lipolytica NRRL YB-423, certificada como GRAS (Generally
Recognized As Safe). Um planejamento fatorial (2% ensaios mais 3 pontos centrais) foi
realizado para estudo dos efeitos das variaveis agitacdo e aeragao, avaliando-se
parametros do crescimento celular, os teores de proteinas e lipidios. Os cultivos foram
conduzidos em biorreator Biostat B, com capacidade de 5 L, sendo o meio de cultivo
inoculado com suspensdo de levedura obtida em incubadora rotatéria a 30°C e 180
rpm, de forma a atingir 1x10” células.mL™". Com agitacdo de 200 rpm e aeracéo de 1
vvm foi atingindo 19,14 g.L"' de biomassa com contetido protéico de 13,55% e teor
lipidico de 7,87%. A determinacdo do perfil de acidos graxos apontou que os acidos
graxos poli-insaturados foram os produzidos em maior quantidade (62,55%), sendo o
acido linoléico (C18:2) o de maior predominancia, com 49,16%. Na fragao protéica, os
aminodacidos essenciais isoleucina, valina, treonina e lisina apresentaram escores
quimicos superiores ao padrao FAO/WHO, respectivamente 1,42, 1,42, 1,30 e 1,17.
Desta forma, a biomassa produzida tem potencial para utilizagdo em ragdo animal
como fonte de nutrientes.

Palavras-chave: Aeracado, Agitacdo, Biodiesel, Biomassa, Glicerina, Perfil de acidos
graxos, Perfil de aminoacidos.
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1. INTRODUGAO

As fontes de energia ndao renovaveis sao aquelas que se encontram na
natureza em quantidades limitadas e se extinguem com a sua utilizacdo. Uma vez
esgotadas, as reservas nao podem ser regeneradas. Consideram-se fontes de energia
nao renovaveis os combustiveis fosseis (carvao, petroleo bruto e gas natural). Todas
estas fontes de energia tém reservas finitas, ao contrario das fontes de energia
renovaveis, originadas gragas ao fluxo continuo de energia proveniente da natureza
(FERRARI et al., 2005).

Em funcdo disto, e também pelo fato de que a maior parte da energia
consumida no mundo provém do petréleo, carvao e gas natural, € que tem ocorrido um
crescente interesse em fontes alternativas de energia (SCHUCHARDT et al., 1998;
ENCINAR et al., 1999; NASCIMENTO et al., 2001).

Historicamente, materiais agricolas e seus derivados tém sido sugeridos como
fontes de energia alternativa, juntamente com o uso de biodiesel como combustivel
(AL-WIDYAN e AL-SHYOUKH, 2002; MUSHRUSH et al., 2001), sendo um mercado
que apresenta um potencial promissor (HARTEN, 2003).

Com essa intengao, foi desenvolvida a tecnologia de biocombustiveis,
derivados geralmente de biomassas agricolas, portanto sendo renovaveis, nao-toxicos
e biodegradaveis (GERPEN et al., 2010) e, por substituir os combustiveis fosseis,
reduzem a emissdo de gases de efeito estufa.

Os processos atuais de producao de biodiesel estdo concentrados na reagao
de transesterificagdo de 6leos vegetais, que utilizam etanol ou metanol como reagente
e hidréxidos de metais alcalinos como catalisadores. Tal reagdo gera ésteres etilicos
ou metilicos — o biodiesel — e como subproduto a glicerina, que poderia ser uma
segunda fonte de recursos, mas atualmente na maior parte das fabricas é tratada
muito mais como um problema do que como um co-produto, por ndo haver um
mercado que a absorva (ARANDA, 2009).

Estudos estdo sendo desenvolvidos com a intengdo de proporcionar um melhor
destino a glicerina, que pode ser empregada como substrato em processos
biotecnoldgicos, juntamente com micro-organismos capazes de utiliza-la como fonte
de carbono (SILVA et al., 2009). Neste sentido, e tendo em mente que na produgéo de
biodiesel a partir de qualquer triacilglicerol ha geragdo de aproximadamente 10% de
glicerina, a conversao da glicerina por via biotecnolégica em produtos de importancia
comercial constitui uma das mais promissoras alternativas para seu aproveitamento
(PAPANIKOLAOU et al., 2008).
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O desenvolvimento de processos biotecnolégicos baseados na reprodugao
controlada de micro-organismos iniciou-se com as leveduras, por estas apresentarem
elevada taxa de crescimento. As leveduras sdo importantes como matérias-primas
para as industrias de alimentos, farmacéutica e de cosméticos, sendo excelente fonte
de nutrientes, principalmente proteinas, lipidios, vitaminas e minerais essenciais
(CABALLERO-CORDOBA e SGARBIERI, 2000).

Yarrowia lipolytica, um fungo dimérfico, tem atraido grande interesse na area
biotecnolégica pela capacidade de excretar diversos metabdlitos em grande
quantidade — acidos orgéanicos e proteinas extracelulares — sendo muito usada para
superexpressao e secrecao de proteinas especificas (BARTH e GAILLARDIN, 1997).
Seu potencial tem sido explorado no aproveitamento da glicerina para produgcdo de
lipidios (PAPANIKOLAOU et al., 2008), acido citrico (PAPANIKOLAOU et al., 2002) e
enzimas (GEON-HO et al., 2007).

Neste trabalho, foram estudados os efeitos da aeracdo e agitagcdo sobre o
desempenho da levedura Yarrowia lipolytica NRRL YB-423, cultivada em biorreator de
bancada, avaliando-se parametros relativos ao crescimento celular e a composi¢do da

biomassa obtida.
2. MATERIAL E METODOS
2.1. Micro-organismo

No estudo foi utilizada a levedura Yarrowia lipolytica NRRL YB-423, cedida pelo
Northern Regional Research Laboratory (Peoria, USA), certificada como GRAS
(Generally Recognized As Safe) pela FDA (Food and Drug Administration) e
previamente selecionada entre diversas cepas (SANTOS, 2009) para cultivo em meio
a base de glicerina como fonte de carbono. A cepa foi mantida em agar YM (Yeast
Malt Agar) sob refrigeracao (4°C).

A reativagdo da cepa foi realizada através de transferéncia para agar YM
(Yeast Malt Agar) e incubacado em estufa bacteriolégica (Quimis Q-316 M2, Brasil) a
25°C por 48 h.

2.2. Glicerina Residual

A glicerina residual foi gentilmente cedida por BS Bios Industria e Comércio de
Biodiesel Sul Brasil S.A. (Passo Fundo-RS), resultante da produgédo de biodiesel a

46



partir de 6leo de soja por via metandlica. A glicerina residual continha 83,08% (m/m)
de pureza, de acordo com laudo fornecido pela propria empresa.

2.3. Preparo do Inéculo

Foram utilizados dois tubos de cultura microbiana reativada, sendo a superficie
do agar de cada tubo raspada com alca de platina e 10 mL de agua peptonada 0,1%,
transferindo para Erlenmeyer de 500 mL totalizando um volume de 200 mL (180 mL de
meio; 20 mL de suspensdo de células), com a seguinte composicdo (g.L")
previamente estabelecida (MACHADO JR. et al., 2009): 33,9 glicerina p.a; 0,6 extrato
de levedura; 5,5 (NH4).HPO,; 1,5 peptona; 55 KH,PO, 1,0 (NH,).SO4; 0,25
MgS0O,.7H,0; 0,021 CaCl,.2H,0 e pH inicial ajustado em 4,8.

Os frascos foram mantidos em incubadora rotatéria (Tecnal TE-420, Brasil) a
30°C e 180 rpm, acompanhando-se o cultivo por contagem em camara de Neubauer
(ZHANG et al., 2005). A Figura 1 mostra a observagdo microscopica da levedura
Yarrowia lipolytica NRRL YB-423.

Figura 1. Microscopia da levedura Yarrowia lipolytica NRRL YB-423.
2.4. Cultivos em Biorreator de Bancada
Foi utilizado um biorreator Biostat B (B. Braun Biotech International, Alemanha)
com capacidade de 5 L, equipado com sensores de pH, temperatura, oxigénio

dissolvido e com dispositivos de controle de temperatura, pH, aeracdo e agitagéao,
conforme mostrado na Figura 2.
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Figura 2. Biorreator Biostat B (B. Braun Biotech International, Alemanha) com
capacidade de 5 L utilizado para o cultivo da levedura Yarrowia lipolytica NRRL YB-
423.

Primeiramente foram realizados ensaios preliminares com e sem controle de
pH, em condicdes de agitagdo (200 rpm) e aeragao (1 vvm) correspondentes ao ponto
central do planejamento experimental proposto, estabelecendo-se de que forma os
cultivos seriam conduzidos posteriormente quanto ao controle de pH.

A seguir, para avaliar os efeitos das variaveis em estudo no biorreator (aeragao
e agitacdo) sobre o desempenho da levedura Yarrowia lipolytica NRRL YB-423, foi
realizado um planejamento fatorial 2° com trés repeticdes no ponto central (Tabela 1),

avaliando-se o crescimento celular e a composi¢ao da biomassa.

Tabela 1: Planejamento experimental 22 em niveis codificados (valores reais).

Ensaio  Agitagdo (rpm)  Aeragéo (vvm)
1 -1 (100) -1 (0,5)

2 +1 (300) -1 (0,5)
3 -1 (100) +1(1,5)
4 +1 (300) +1(1,5)
5 0 (200) 0 (1)
6 0 (200) 0 (1)
7 0 (200) 0(1)

Em todos os experimentos no biorreator, o volume de suspenséo de leveduras
inoculado foi calculado de forma a atingir uma concentracéo de 1x10” células.mL™ no
meio de cultivo, para volume final de 4 L, e a temperatura foi mantida em 30°C.
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Para os cultivos foi utilizado o meio proposto por SANTOS (2009), ajustando-se
a concentragdo de glicerina residual adicionada de acordo com a sua composigao,
resultando na seguinte composicdo (g.L"): 40,8 glicerina residual; 0,6 extrato de
levedura; 5,5 (NH4)HPO,; 1,5 peptona; 55 KH,PO, 1,0 (NH,).SO,; 0,25
MgS0,.7H,0; 0,021 CaCl,.2H,0 e pH inicial ajustado em 4,8 antes da esterilizagao.
Aliquotas de 30 mL foram retiradas do biorreator a cada 6 h, sendo estas
centrifugadas a 7530xg por 15 min sob refrigeracdo, para determinagdo da
concentracao de biomassa (massa seca), conforme descrito no item 2.5.1.
A partir das curvas de crescimento celular foram obtidos os seguintes
parametros:
* Xmax (9.L7), correspondente & biomassa méxima atingida;
« Produtividade (g.L".h™"), calculada conforme Equagéo 1;

Prod = (Eq.1)

Sendo, Xmax @ biomassa maxima, em g.L", e t o respectivo tempo, em h;
» Velocidade especifica maxima de crescimento celular (umax), definida pela
Equagéo 2 e calculada através do soffware Microcal Origin 5.0.

_ldx

L =—— Eq. 2
Il'lmax X dl‘ ( q )

O pH e o oxigénio dissolvido foram medidos diretamente no biorreator. O
coeficiente volumétrico de transferéncia de oxigénio (K.a) foi determinado para todas
as condicoes experimentais (item 2.5.3).

Ao término dos cultivos o volume restante do biorreator foi centrifugado (Sigma
6-15, Alemanha) nas mesmas condi¢cdes para recuperagdo da biomassa, a fim de
caracteriza-la (item 2.5.2).

2.5. Métodos Analiticos
2.5.1. Concentracao de biomassa

O pellet foi lavado com agua destilada e seco a 105°C até peso constante, para
o célculo da concentracéo celular (g.L™).
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2.5.2. Caracterizacao fisico-quimica

O teor de cinzas foi determinado pelo método de calcinagdo em mufla a 560°C
por 3 h (AOAC, 2000).

O nitrogénio total foi determinado pelo método micro-Kjeldahl, no término de
cultivo. O fator de conversao para proteina foi de 6,25 (AOAC, 2000).

A determinacdo de fibras foi realizada utilizando-se método quimico,
determinando o residuo organico insolluvel da amostra, apds digestdo acida e alcalina
(BRASIL, 1991).

Para a quantificacdo de lipidios totais foi utilizada a metodologia proposta por
BLIGH e DYER (1959) adaptada por MANIRAKIZA et al. (2001), através da extragéo
dos lipidios polares e nao polares da biomassa utilizando uma mistura de metanol e
cloroférmio.

Para determinagdo de acidos graxos, a fragéo lipidica foi esterificada para
obtengado dos metil-ésteres dos acidos graxos, segundo metodologia proposta por
METCALFE et al. (1966).

A determinacao do perfil de acidos graxos foi realizada em cromatégrafo a gas
modelo Varian — 3400CX equipado com detector de ionizacdo de chama e coluna ZB-
Vax com 30 m de comprimento e 0,32 mm de didmetro. O gas de arraste foi nitrogénio
a 0,6 mL.min'. As temperaturas do injetor e do detector foram 250 e 300°C,
respectivamente. A temperatura inicial da coluna foi 100°C seguida de um aumento de
6 °C.min"', permanecendo 1 min na respectiva temperatura, até atingir 160°C, onde
permaneceu por 5 min. A partir dai ocorreu novamente um aumento de 6 °C.min" e
até atingir a temperatura de 230°C, permanecendo por 10 min, totalizando 41 min. A
guantidade de amostra injetada foi de 1 pL. Os acidos graxos foram identificados pela
comparacgao dos tempos de retengdo com padrdées Sigma Aldrich e quantificados por
normalizagdo de &reas, por meio do software Varian Star 4.51.

Os padroes de acidos graxos utilizados (Sigma-Aldrich, Supelco; Bellefonte,
EUA) foram &cido butirico (C4:0); acido caproico (C6:0); acido caprilico (C8:0); acido
caprico (C10:0); acido undecandico (C11:0); acido laurico (C12:0) acido tridecandico
(C13:0); acido miristico (C14:0); acido miristoléico (C14:1); acido pentadecandico
(C15:0); acido cis-10-pentadecandico (C15:1); acido palmitico (C16:0); acido
palmitoléico (C16:1); acido heptadecandico (C17:0); éacido cis-10-heptadecandico
(C17:1); acido estearico (C18:0); acido oléico (C18:1 cis); acido elaidico (C18:1 trans);
acido linoléico (C18:2 cis); acido linolelaidico (C18:2 trans); acido vy - linolénico (C18:3
n-6); acido a - linolénico (C18:3 n-3); acido araquidico (C20:0); acido cis-11-
eicosendico (C20:1 n-9); acido cis-11,14-eicosadiendico (C20:2); acido cis-8,11,14-
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eicosatriendico (C20:3 n-6); acido cis-11,14,17-eicosatriendico (C20:3 n-3); acido
araquiddnico (C20:4 n-6); acido cis-5,8,11,14,17-eicosapentaendico (C20:5 n-3); acido
heneicosandico (C21:0); acido beénico (C22:0); acido erucico (C22:1 n-9); acido cis-
13,16-docosadiendico (C22:2); acido cis-4,7,10,13,16,19-docosahexaendico (C22:6 n-
3); acido tricosandico (C23:0); acido lignocérico (C24:0); acido nervonico (C24:1 n-9).

Para a andlise do perfil dos aminoacidos utilizou-se um cromatégrafo liquido
(Thermo-Separations Products, EUA) com detector UV e coluna Luna (Phenomenex).
As amostras foram preparadas de acordo com o método proposto por WHITE et al.
(1986). Os aminoacidos liberados durante a hidrélise acida (HCI 6 N por 24 h) foram
reagidos com fenilisotilcianato (PITC), separados por HPLC em fase reversa e
quantificados pela absortividade UV em 254 nm. A quantificacao foi feita por calibragao
interna multinivel, com auxilio do &cido alfa-aminobutirico (AAAB) como padréao
interno.

O triptofano foi quantificado com base em mistura padrdo de amino&cidos
(Pronase, 40°C, 24 h) pela reagdo com 4-dimetilaminobenzaldeido (DAB), de acordo
com o método de SPIES (1967).

Tanto a determinacdo da composicdo de acidos graxos, quanto a analise do
perfil de aminoacidos, foram realizadas apenas para o ensaio que produziu a maior

concentracao de biomassa.

2.5.3. Determinacao do coeficiente volumétrico de transferéncia de oxigénio na

fase liquida (K.a)

O coeficiente volumétrico de transferéncia de oxigénio na fase liquida (K a) foi
determinado pelo método do borbulhamento de nitrogénio no meio de cultivo sem o
micro-organismo, a 30°C, para as diferentes combinagbes de aeracdo e agitagao
estabelecidas pelo planejamento experimental, conforme proposto por BURKERT
(2003). Consistiu em diminuir a concentracdo de oxigénio no meio, substituindo o
oxigénio pelo nitrogénio através de borbulhamento. Em seguida foi promovida
novamente a aeracao onde o aumento do oxigénio dissolvido foi monitorado ao longo
do tempo no préprio equipamento.

Supondo transferéncia de massa em duas fases, a seguinte equacado foi
utilizada para o calculo do K, a:

dCtL =K,a(C" -C,) (Eq. 3)
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Onde C, é concentracdao de oxigénio no meio e C* é concentragdo de saturagao de
oxigénio do meio em equilibrio com o ar.

Integrando a Equacgao 3:

C t
(2= [Ka (Eq. 4)
0 (C =C)
Tem-se:
—1n(C—:C) =K,a*t (Eq. 5)
C
k
Se OD = ¢ Eoo,temos:
100—0D
-K,a*t=In(———— Eq. 6
La ( 100 ) (Eq. 6)

100 -OD

Desta forma, plotando-se In( ) versus tempo, a inclinagdo da reta

resultante corresponde a -K a.

2.6. Analise Estatistica

O tratamento estatistico dos dados foi feito com o software Statistica 6.0 (Stat
Soft Inc., EUA).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1. Ensaios Preliminares no Biorreator
A Tabela 2 apresenta os resultados obtidos nos testes preliminares que

definiram de que forma os cultivos foram conduzidos quanto ao controle de pH,

baseando-se na concentragdo de biomassa maxima obtida (Xpax)-
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Tabela 2: Concentracbes de biomassa obtidas nos ensaios preliminares, com e sem
controle de pH.

Condicao de controle de pH  Xmay (9.L )

Com controle 19,15
Sem controle 9,30

Através da Tabela 2, verifica-se que a maior concentracao de biomassa obtida
nos testes preliminares foi atingida no ensaio com controle de pH. Desta forma, ficou
definido que os cultivos do planejamento fatorial seriam conduzidos com controle de
pH, mantendo-se seu valor em torno de 4.8, pois de acordo com SANTOS (2009) é o
valor mais adequado para o desenvolvimento da levedura Yarrowia lipolytica visando
producéo de biomassa.

3.2. Crescimento Celular

Os acompanhamentos dos sete ensaios realizados em biorreator de bancada,
nas condi¢gdes propostas pelo planejamento fatorial (Tabela 3), em termos de
concentracdo de biomassa, pH e oxigénio dissolvido ao longo do tempo, séo
apresentados no Apéndice.

Os resultados obtidos no planejamento fatorial em termos de parametros do
crescimento microbiano estao apresentados na Tabela 3.

Tabela 3: Matriz do planejamento fatorial 2° com valores codificados (reais) e
respostas obtidas para o crescimento celular.

Ensaio X X5 Ximax Mmax Prod K.a
(rom) (wm) (gL (') (@L"hh) ()

1 -1 (100) -1 (0,5) 14,49 0,25 0,27 2,25

2 1(300) -1(0,5) 13,03 0,05 0,31 13,71

3 1(100) +1(1,5) 13,26 0,16 0,37 9,01

4 1(300) +1(1,5) 15,80 0,18 0,33 16,83

5 0 (200) 0(1) 19,20 0,72 0,40 8,34

6 0 (200) 0(1) 19,15 0,75 0,32 8,25

7 0 (200) 0(1) 19,07 0,70 0,40 8,29

Xy — Agitacao; X, — Aeracao; Xnax — Concentracao de biomassa maxima; puna.x— Velocidade
especifica maxima; Prod — Produtividade; K a — Coeficiente volumétrico de transferéncia de

oxigénio.
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De acordo com a Tabela 3, os experimentos 5, 6 e 7 (200 rpm de agitagao;
1,0 vwm de aeragdo), correspondentes aos pontos centrais do planejamento fatorial,
apresentaram a maxima concentracdo celular, produzindo em média 19,14 g.L"' de
biomassa.. Os valores de produtividade e velocidades especificas maximas variaram
de 0,27 g.L.".h" (ensaio 1) a 0,40 g.L.".h" (ensaios 5 e 6) e de 0,05 h™" (ensaio 2) a
0,75 h" (ensaio 6), respectivamente, sendo que os maiores valores também foram
observados nas condi¢gbes do ponto central.

Quanto a biomassa méaxima, os resultados obtidos neste trabalho foram
superiores aos mencionados na literatura, que relatam a producdo de 7,1 g.L" de
biomassa em 92 h de cultivo utilizando a cepa de Yarrowia lipolytica ACA-DC 50109,
em meio contendo glicerina residual proveniente da sintese de biodiesel
(PAPANIKOLAQU et al.,, 2008). MUSIAL et al. (2004) otimizaram a producao de
biomassa de Yarrowia lipolytica A-101, estudando a composicdo do meio de cultivo,
atingindo a concentracdo de biomassa de 19 g.L™, resultado este semelhante ao aqui
encontrado, no entanto utilizando 6leo de canola como principal fonte de carbono.

Quanto a velocidade especifica maxima de crescimento celular,
PAPANIKOLAOU et al. (2008) observaram valores na faixa de 0,16 a 0,21 h™' para
Yarrowia lipolytica ACA-DC 50109 cultivada em meio a base de glicerina residual
visando produzir &cido citrico. Ja AMARAL (2007), cultivando Yarrowia lipolytica
IMUFRJ 50682 em meio contendo glicose e azeite de oliva como indutor da produgéo
de lipase, reportam valores de 0,30 e 0,31 h” variando a agitagdo de 550 a 650 rpm
(com 1 vwm de aeracéo). Valores superiores, de 0,76 e 1,02 h™", foram alcangados nas
mesmas condi¢cdes com a adi¢cdo de 20% de perfluorodecalina (PFC), um carreador de
oxigénio.

O K\a esté relacionado com a agitagao, aeracao, tipo de agitador, viscosidade
do meio de cultivo e geometria do biorreator. No presente trabalho, o valor de K a
variou de 2,25 h™' (ensaio 1) a 16,83 h™ (ensaio 4), correspondendo as condicdes mais
brandas (100 rpm e 0,5 vvm) e mais severas (300 rpm e 1,5 vwm) de aeracéo e
agitacao, respectivamente. Procurando correlacionar com os demais parametros do
crescimento celular, valores intermediarios de K.a, correspondentes aos ensaios do
ponto central, favoreceram o desempenho da levedura Yarrowia lipolytica NRRL YB-
423, o que pode indicar que, apesar das condicdes mais eficientes observadas no
ensaio 4 quanto a transferéncia de oxigénio (maior K a), a maior agitacdo e aeracao
podem representar um maior efeito de cisalhamento nas células, com impacto
negativo sobre os parametros do crescimento celular.

A andlise estatistica para os efeitos da aeracdo e agitacao sobre a biomassa
maxima de Yarrowia lipolytica NRRL YB-423 é apresentada na Tabela 4. Pode-se

54



observar, a 95% de confianga (p<0,05), que todas as variaveis apresentaram efeito
significativo sobre a concentracdo de biomassa maxima (R?= 0,9998). Verificou-se
também que no aumento de 100 rpm (nivel -1) para 300 rpm (nivel +1) de agitagéo, do
nivel -1 (0,5 vvm) para o nivel +1 (1,5 vwm) de aeracdo e na interacdo entre as
variaveis estudadas, ocorreu um incremento na concentracdo de biomassa em 0,54

g.L",0,77g.L" 2,00 g.L", respectivamente.

Tabela 4: Efeitos das variaveis estudadas sobre a biomassa maxima (g.L™).

Fator Efeito EP t(2) p
Média 14,14 0,03 431,41 <0,001
Curv. 9,99 0,10 99,73 <0,001
X 0,54 0,06 8,23 0,014
Xa 0,77 0,06 11,74 0,007
X4. X5 2,00 0,06 30,49 0,001

Xy — Agitacao; X, — Aeracao; EP — Erro Padrao; Curv. — Curvatura.

Pode-se observar também que a curvatura exerceu um efeito significativo
sobre a produgao de biomassa maxima, provavelmente isso indica que um modelo de
segunda ordem ajustaria bem os dados do processo, porém, seria necessaria a
realizacdo de experimentos nas condi¢cdes axiais do planejamento fatorial. Como a
maxima concentragdo de biomassa esperada pelo modelo de segunda ordem
provavelmente ja seria a obtida na condicao do ponto central, e o objetivo principal
deste trabalho foi a obtengdo de maxima produgéo em biomassa, ndo seria justificavel
a realizagdo dos experimentos adicionais, além do que os maiores valores atingidos
para velocidade especifica (0,75 h”) e produtividade (0,40 g.L".h™") também foram
obtidos nas condi¢des do ponto central.

De acordo com a Tabela 5, que mostra uma comparagao entre o cultivo
microbiano conduzido no biorreator, correspondente a condicao do ponto central (200
rom, 1 vvm), e o cultivo em frascos agitados conforme MACHADO JR. et al. (2009),
utilizando meio de cultivo de mesma composi¢cdo e mesma temperatura de incubacao
(30°C), observou-se que houve diferenca significativa entre os cultivos microbianos em
frascos agitados e em biorreator, com respeito aos parametros do crescimento celular
avaliados (Xmax, Umax € produtividade), demonstrando que as condi¢gées de aeragéo e
agitagdo estabelecidas e o controle de pH tiveram impacto positivo sobre o

crescimento celular.
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Tabela 5: Comparacao* entre cultivos de Yarrowia lipolytica NRRL YB-423 conduzidos

em biorreator de bancada e em frascos agitados.

Método de Cultivo**

Parametro :
Biorreator de Bancada Frascos Agitados
Xmax (9L 19,14 £ 0,06° 15,74 £ 0,29
Mmax (N7 0,72 + 0,03 0,47 0,07
Prod (g.L".h™) 0,37 £ 0,05% 0,11 +0,01°

Xmax - Concentragéo de biomassa maxima; pmax - Velocidade especifica maxima de crescimento; Prod.-
Produtividade.

* Letras minlsculas iguais representam que nao ha diferengas significativas entre colunas a 95% de
confianga.

** Experimentos em triplicata

3.3. Caracterizacao Fisico-Quimica da Biomassa

A Tabela 6 apresenta os resultados da caracterizagao fisico-quimica realizada
nas biomassas da levedura Yarrowia lipolytica NRRL YB-423 obtidas no término dos

cultivos.

Tabela 6: Matriz do planejamento fatorial 2° com valores codificados (reais) e
respostas obtidas para a composicao da biomassa (em base seca).

Exp. X; (rpm) X, (vwm) Proteina (%) * Lipidios (%) * Fibras (%) * Cinzas (%) *
(

1 -1(100) -1(0,5) 12,13 5,48 0,30 21,38
2 +1(300) -1(0,5) 12,07 5,68 0,55 17,73
3  -1(100) +1(1,5) 12,21 5,96 0,29 23,21
4 +1(300) +1(1,5) 13,17 5,28 0,14 18,12
5 0(2000 0(1) 13,55 7,88 0,63 23,06
6 0(2000 0(1) 13,40 7,86 0,49 22,97
7 0(2000 0(1) 13,70 7,87 0,78 22,73

*

<

alores médios das analises realizadas em triplicata.

Pode-se observar que a biomassa de levedura Yarrowia lipolytica NRRL YB-
423 apresentou teores bastante elevados de lipidios e cinzas, em comparagao, por
exemplo, com a levedura Saccharomyces cerevisiae (0,5% e 4,6%, respectivamente,
de acordo com YAMADA e SGARBIERI, 2005). Desta forma, pode constituir fonte
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importante de lipidios e minerais em formulagdes animais, comparado com a levedura
Saccharomyces cerevisiae, amplamente utilizada.

PAPANIKOLAQOU et al. (2008) conseguiram 6-14% de lipidios durante a fase
estacionaria do cultivo de Yarrowia lipolytica ACA-DC 50109 em meio contendo
glicerina residual (45,9 g.L™"). J& PAPANIKOLAOU et al. (2002), produziram biomassa
na concentragdo de 6-7,5 g.L" contendo 5-10% de lipidios no cultivo em frascos
agitados com Yarrowia lipolytica LGAM SC711. Ao cultivar o mesmo micro-organismo
em modo continuo, a proporgao de lipidios subiu para 43%.

Quanto a proteina, ZHENG et al. (2005) atingiram conteudo protéico de 26%
para a levedura Candida utilis OZ993 em meio contendo residuo da producao de
salada. CHOI e PARK (2003) verificaram maior conteudo protéico (36,5%) utilizando a
levedura Pichia stipitis CBS 5776 em meio contendo residuo da producéo de chucrute
como fonte de carbono e sulfato de amoénio como fonte de nitrogénio.

As Tabelas 7 e 8 apresentam a andlise de efeitos das variaveis sobre o
conteudo protéico e lipidico, respectivamente.

Pela analise da Tabela 7, a 95% de confianga (p<0,05), observou-se que o
incremento de nenhuma variavel apresentou efeito significativo sobre o conteudo

protéico.

Tabela 7: Efeitos das variaveis estudadas sobre o conteudo protéico (%).

Fator Efeito EP t(3) p
Média 12,89 0,33 38,57 <0,001
Xi 0,45 0,88 0,50 0,64
Xz 0,59 0,88 0,66 0,55
X4. X 0,51 0,88 0,57 0,60

X; — Agitagéo; X, — Aeragao; EP — Erro Padréo.

Tabela 8: Efeitos das variaveis estudadas sobre o contetdo lipidico (%).

Fator Efeito EP t(2) p
Média 5,60 0,005 1120,00 <0,001
Curv. 4,54 0,015 297,21 <0,001
X -0,24 0,010 -24,00 0,002
Xz 0,04 0,010 4,00 0,057
X1. Xz -0,44 0,010 -44,00 <0,001

Xy — Agitagdo; X, — Aeragéo; EP — Erro Padrao; Curv. — Curvatura.
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Com relagao ao teor de lipidios, pela analise da Tabela 8, observou-se que o
incremento da agitagdo de 100 rpm (nivel -1) para 300 rpm (nivel +1) bem como a
interacao entre agitagédo e aeracgao resultaram em decréscimo significativo (p<0,05) no
conteudo de lipidios de 0,24% e 0,44%, respectivamente.

Pode-se observar também que a andlise realizada para a significancia
estatistica da curvatura exerceu um efeito significativo sobre o contetdo de lipidios da
mesma forma que na producdo de biomassa maxima, provavelmente indicando que
um modelo de segunda ordem ajustaria bem os dados do processo (R?= 0,9999), com
maior conteudo de lipidios nas condigdes do ponto central, conforme observado
experimentalmente neste trabalho.

Portanto, a melhor condicdo para obtencdo de biomassa como fonte de
proteinas e lipidios € a condicdo do ponto central, 1,0 vvm de aeracéo e 200 rpm de
agitacao.

3.3.1. Determinacao do perfil de acidos graxos
A Tabela 9 apresenta a composicdo de acidos graxos da fragdo de lipidios
obtidos da biomassa da levedura Yarrowia lipolytica NRRL YB-423, cultivada em meio

contendo glicerina residual como fonte de carbono, na condi¢do do ponto central do
planejamento experimental proposto (200 rpm de agitagéo; 1 vvm de aeragéo).
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Tabela 9: Perfil de acidos graxos detectados (%) da fracdo de lipidios obtida da
biomassa da levedura Yarrowia lipolytica NRRL YB-423 cultivada em meio contendo
glicerina residual como fonte de carbono.

Yarrowia lipolytica NRRL YB-423

Acidos graxos saturados

C15:0 0,38
C16:0 0,41
C17:0 12,19
C18:0 0,12
C20:0 0,18
C23:0 0,23
C24:0 1,90
Acidos graxos monoinsaturados
C17:1 9,31
C18:1 cis 1,78
C18:1 trans 6,36
C20:1 n-9 1,03
C22:1 n-9 0,44
C24:1 n-9 0,46
Acidos graxos poli-insaturados
C18:2cis 49,16
y C18:3 n-6 12,75
a C18:3 n-3 0,14
C20:2 0,39
C22:2 0,11
Nao-identificados 2,66

Através da Tabela 9, pode-se observar que a proporcdo de acidos graxos
saturados (AGS) obtida para a Yarrowia lipolytca NRRL YB-423 foi de apenas
15,41%, destacando-se o acido heptadecanédico (C17:0), e o conteldo em &cidos
graxos monoinsaturados (AGM) foi de 19,39%, com destaque para o acido cis-10-
heptadecanoico (C17:1). J&4 os &cidos graxos poli-insaturados (AGPI) foram os
produzidos em maior quantidade, 62,55%, sendo que 49,16% correspondeu ao &cido
linoléico (C18:2 cis), mas com quantidade apreciavel de acido y - linolénico (C18:3 n-
6), cerca de 12,75%.

Esta composicao difere muito da levedura Saccharomyces cerevisiae, pois esta
apresenta grande percentual de acidos graxos saturados (42,71%), com destaque
para o acido palmitico (24,60%), e menor propor¢cao de poli-insaturados (28,9% de
acido linoléico) (YAMADA e SGARBIERI, 2005).
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Comparando com dados disponiveis para Yarrowia lipolytica, pode ser citado o
trabalho de PAPANIKOLAOU et al. (2008) que, utilizando glicerina residual (45,9 g.L™)
como fonte de carbono, conseguiram biomassa de Yarrowia lipolytica ACA-DC 50109,
contendo 6-14% de lipidios com 20,2% de &cido linoléico e 44,9% de &cido oléico.
PAPANIKOLAOU et al. (2002), com a levedura Yarrowia lipolytica LGAM SC711
cultivada em frascos agitados, atingiu resultados similares quanto a composi¢do de
acidos graxos (21+3 % e 4714 % para acido linoléico e oléico, respectivamente), a
partir de um meio contendo 30 g.L™" de glicerina e relagdo molar C/N de 100.

No entanto, BEAPOULOS et al. (2009) comentam que Yarrowia lipolytica
acumula lipidios em menor proporcdo em relacdo a outros géneros, mas é a Unica
capaz de acumular alta proporcéo de acido linoléico (acima de 50%), corroborando
com os resultados obtidos neste trabalho. Além disso, é importante frisar que a
composicao do meio influi na composicdo dos acidos graxos (ATHENSTAEDT et al.,
2006). As fontes de carbono, nitrogénio, ions metalicos, temperatura e pH sao fatores
que podem afetar a sua composigao. Isto implica que a composicao dos lipidios pode
ser manipulada, resultando em elevadas porcentagens dos acidos graxos de interesse
(DYAL e NARINE, 2005).

Os acidos graxos poli-insaturados podem atuar na prevengao e tratamento de
muitas doengas cardiovasculares, redugao da pressao arterial, reducao dos niveis de
colesterol e triacilgliceridios no plasma, cancer, e, além disso, sdo considerados
essenciais tanto para nutricdo infantii quanto para o desenvolvimento cerebral
(TAKAHASHI, 2005).

O &cido linoléico (C18:2) é essencial para um crescimento e desenvolvimento
saudavel do organismo, desempenhando também um papel importante na reducao de
risco de doencas cardiovasculares € do colesterol, funcdo vascular e sistema
imunoldgico. Os acidos graxos poli-insaturados, como o linoléico e seus derivados,
que formam a familia dos acidos graxos w6 e principalmente o acido graxo linolénico
(C18:3) e seus derivados que formam a familia dos acidos graxos w3, sao
considerados essenciais, porque os mamiferos nao podem sintetiza-los, necessitando
obté-los via dieta. O &cido linoléico (C18:2) é essencial para o crescimento e
reproducé@o e o linolénico (C18:3), essencial para as funcdes cerebrais e da retina
(GEAY et al., 2001).

GUTIERREZ e SILVA (1993) comentam que ha necessidade de
suplementacao de acidos graxos essenciais, como o0 &cido linoléico, em alimentacao
animal. A utilizacdo de 4cido linoléico conjugado em dietas de tilapia-do-nilo promoveu
melhora no ganho de peso, aumento no consumo de ragdo e melhora na conversao

alimentar, afetando a proporgao de &cidos graxos nos filés e figado, e aumentando o
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conteudo protéico dos filés (SANTOS et al., 2007). Além disso, os lipidios sao
fundamentais para o desenvolvimento de larvas de peixes como o jundida (ULIANA et
al.,, 2001). BARRETO et al. (2006) comentam ainda que a composi¢cao dos acidos
graxos de ovos pode ser alterada com a manipulagao da dieta das aves. RIBEIRO et
al. (2007) avaliaram o efeito dos niveis do acido linoléico presente na dieta de
matrizes, verificando que o peso dos ovos e o percentual de &cido linoléico nas gemas
aumentaram com a inclusé@o de 1,93% deste &cido graxo.

Esta suplementacédo, em geral, se da por 6leos de origem vegetal, como os
6leos de soja, linhaca, canola, arroz, milho e girassol, mas h4 um crescente interesse
por novas fontes de acidos graxos essenciais e muita atencao tem sido voltada para
0s micro-organismos denominados oleaginosos (CAZETTA e CELLIGOI, 2005).
GUTIERREZ e SILVA (1993) comentam que leveduras podem constituir uma fonte
importante de suplementacao destes nutrientes em formulacdes de racées.

Desta forma, com base no acima exposto, a levedura Yarrowia lipolytica NRRL
YB-423 mostra-se promissora como fonte de 4acidos graxos poli-insaturados
considerados essenciais, em particular o acido linoléico, podendo constituir uma fonte

alternativa deste acido graxo em formulagdes de alimentos e racoes.

3.3.2. Analise do perfil de aminoacidos

As Tabelas 10 e 11 apresentam os resultados da analise do perfil de
amino&cidos realizada na biomassa da levedura Yarrowia lipolytica NRRL YB-423
obtida em cultivo em que a fonte de carbono foi a glicerina residual.

Dentre os aminodcidos ndo-essenciais, os mais abundantes na proteina de
Yarrowia lipolytica NRRL YB-423 foram o &cido glutdmico, a prolina e o acido
aspartico, que apresentaram os teores de 8,94 g.100g™, 8,58 g.100g™" e 7,74 g.100g™",

respectivamente.
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Tabela 10: Aminoacidos nao-essenciais presentes na biomassa de Yarrowia lipolytica
NRRL YB-423 cultivada em meio a base de glicerina residual.

Aminoécido Teor (g.100g™" de proteina)

Acido aspartico 7,74
Acido glutamico 8,94
Serina 4,45
Glicina 5,15
Arginina 4,64
Alanina 3,14
Prolina 8,58

Tabela 11: Aminoacidos essenciais presentes na biomassa de Yarrowia lipolytica
NRRL YB-423 cultivada em meio a base de glicerina residual e escore quimico.

Aminoacido Teor Escore Quimico FAO/WHO*
(9.100g™" de proteina)

Histidina 1,75 0,92 1,9
Treonina 4,42 1,30 3,4
Tirosina + fenilalanina 6,64 1,05 6,3
Valina 4,96 1,42 3,5
Metionina +Cistina 1,42 0,57 2,5
Isoleucina 3,98 1,42 2,8
Leucina 5,80 0,88 6,6
Triptofano 0,80 0,73 1,1
Lisina 6,79 1,17 5,8

* Referéncia FAO/WHO para criangas de 2 a 5 anos de idade.

De acordo com a Tabela 11, os aminoacidos sulfurados (metionina + cistina)
sdo os mais limitantes, apresentando um escore quimico de 0,57, em comparagao
com o padrdao da FAO/WHO (1989) para o estagio de vida de 2 a 5 anos de idade.
CHAUD (2004) relata a limitagdo de aminoacidos sulfurados em proteina de levedura
Saccharomyces cerevisiae, mesmo as derivadas de cervejaria.

Dentre os aminoacidos essenciais, a proteina da biomassa de Yarrowia
lipolyica NRRL YB-423 é particularmente rica em isoleucina, valina, treonina e lisina.
Por este motivo, pode complementar muito bem o perfil de aminoacidos dos cereais.
De acordo com PIRES et al. (2006), trigo e milho apresentam a lisina como
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aminoacido mais limitante (escore quimico de 0,45), bem como isoleucina,

metionina+cisteina, treonina e valina.
4. CONCLUSAO

A levedura Yarrowia lipolytica NRRL YB-423 apresentou potencial para
assimilagcdo, como fonte de carbono, da glicerina residual gerada na sintese de
biodiesel para a producao de biomassa como fonte de nutrientes. Verificou-se que as
variaveis estudadas, agitacao e aeracao, apresentaram efeitos significativos sobre a
producdo de biomassa maxima e teor de lipidios e ndo apresentaram efeitos
significativos sobre o conteudo protéico, sendo que os melhores resultados foram
obtidos com 200 rpm de agitacdo e 1,0 vwm de aeracéo, atingindo-se 19,14 g.L" de
concentracao de biomassa maxima média, conteudo protéico e de lipidios de 13,55%
e de 7,87%, respectivamente.

Com base em parametros do crescimento celular, o cultivo em biorreator de
bancada implicou em melhoria do desempenho da levedura quando comparado ao
cultivo em frascos agitados, resultando em um incremento na concentragédo de
biomassa maxima de 15,7 para 19,1 g.L", na velocidade especifica maxima de 0,47
para 0,72 h”', e na produtividade de 0,11 para 0,37 g.L".h™.

Com base na determinagcdo do perfil de &cidos graxos e amino&cidos, a
biomassa mostrou-se fonte promissora de acidos graxos essenciais, em particular o
acido linoléico (49,16%), e aminoacidos essenciais como isoleucina, valina, treonina e
lisina, que apresentaram escores quimicos superiores ao padrao FAO/WHO,
respectivamente 1,42, 1,42, 1,30 e 1,17.
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4. CONCLUSOES GERAIS

A levedura Yarrowia lipolytica NRRL YB-423 foi capaz de utilizar glicerina residual
proveniente da sintese do biodiesel, como fonte de carbono, para a produgdo de biomassa
como fonte de nutrientes.

No cultivo em frascos agitados, apesar de ndo haver diferencas significativas entre os
meios testados para o preparo do indculo, foi selecionado para a obtencao do in6culo 0 meio
com mesma composicao para producédo de biomassa, contendo (g.L'1): 33,9 glicerina p.a; 0,6
extrato de levedura; 5,5 (NH;):HPO4 1,5 peptona; 5,5 KH,PO4 1,0 (NH4)2.SO,4; 0,25
MgS0,.7H.0; 0,021 CaCl,.2H,0 e pH inicial ajustado em 4,8. Quanto a temperatura, o melhor
crescimento foi observado a 25°C, resultando em uma concentracdo de biomassa maxima de
17,7 g.L".

No biorreator de bancada, verificou-se que as variaveis estudadas, agitagéo e
aeragao, apresentaram efeitos significativos sobre a producdo de biomassa maxima e
teor de lipidios e ndo apresentaram efeitos significativos sobre o contetdo protéico,
sendo que os melhores resultados foram obtidos com 200 rpm de agitagéo e 1,0 vvm
de aeragdo, atingindo-se 19,14 g.L"' de concentracdo de biomassa méxima média,
conteudo protéico e de lipidios de 13,55% e de 7,87%, respectivamente.

Com base em parametros do crescimento celular, o cultivo em biorreator de
bancada implicou em melhoria do desempenho da levedura quando comparado ao
cultivo em frascos agitados, resultando em um incremento na concentragédo de
biomassa maxima de 15,74 para 19,14 g.L", na velocidade especifica maxima de 0,47
para 0,72 h”', e na produtividade de 0,11 para 0,37 g.L".h™.

Com base na determinagdo do perfil de &cidos graxos e aminoacidos, a
biomassa mostrou-se fonte promissora de acidos graxos essenciais, em particular o
acido linoléico (49,16%) e aminoacidos essenciais como isoleucina, valina, treonina e
lisina, que apresentaram escores quimicos superiores ao padrao FAO/WHO,
respectivamente 1,42, 1,42, 1,30 e 1,17.

70



CAPITULO V
SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS



5. SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

» Otimizar o processo, em termos de composi¢cao do meio de produgao, aeragao
e agitagao, a fim de maximizar o conteudo de lipidios;

 Verificar o impacto das variaveis do processo sobre o perfil de acidos graxos;

o Caracterizar a biomassa em termos de conteudo vitaminico e minerais
presentes;

» Verificar a digestibilidade da biomassa produzida;

» Explorar o cultivo de Yarrowia lipolytica NRRL YB-423 visando a producao de

acidos organicos e enzimas tendo glicerina residual como fonte de carbono.
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Figura 1. Curva padrao de biomassa da levedura Yarrowia lipolytica NRRL YB-423.
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Figura 2. Acompanhamento do crescimento celular nos ensaios do planejamento
fatorial.
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Figura 3. Acompanhamento do pH nos ensaios do planejamento fatorial.
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Figura 4. Acompanhamento do oxigénio dissolvido nos ensaios do planejamento
fatorial.
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Figura 5. Cromatograma de acidos graxos da fragao de lipidios obtida da biomassa da
levedura Yarrowia lipolytica NRRL YB-423 cultivada em meio contendo glicerina

residual.
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ANEXO



Laudo Analitico

Produto: Data de carregamento: Lote:
Glicerina Bruta et Amostra gratis Universidade de Rio Grande
[ Item Analitico TI.Inir.lade Resultado [ Especificacdo l Métodos ]
s Y ~ N e
Glicercl % massa 831055; minimo 80 Official Monographs USP XX1
Cinzas % massa 6,37 maximo 8,0 Official Monographs USP XXI
Cloreto de sodio % massa 6,03 maximo 7,0 Mohr
T Umidade  |% masi:j 1031 | m&mo130 | Kl Fisher
MONG %% massa 0,24 méaximo 2,0 cdlculo
pH - 6,68 45-9,0 B
B AN A F.9 P

Origem do produto: 100% de origem vegetal - Oleo degemado de soja.

AaimeGoutat
Laritsg Saribotti

VERIFICADO
Controle de Qualidade
BSBIDS

CRO0S5302605 - 5 RegiSo f CREA 104711

Passo Fundo, 21 de janeiro de 2009.

Controle de Qualidade - BSBIOS Indistria e Comércio de Biodiesel Sul Brasil 5/A
BR 285, km 174, 5/n® - Distrito Industrial - Passo Fundo/RS - CEP99050-000 - {Dxx54)2103-7100 - www.bsbios.com

Figura 1. Laudo analitico da glicerina residual.
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