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RESUMO

As leveduras oleaginosas tém sido investigadas como alternativa sustentavel para a obtencgao
de lipidios e biomassa com potencial aplicacdo em alimentos, incluindo produtos andlogos
carneos. Nesse contexto, este trabalho teve como objetivo avaliar leveduras oleaginosas
cultivadas em substratos de baixo custo, com énfase em glicerol bruto, como fonte de lipidios
e proteinas para aplicagdo em analogos carneos. Para isso, foram otimizadas as condigdes de
cultivo e comparou-se o perfil de acidos graxos das biomassas com carnes bovinas. As
linhagens Yarrowia lipolytica CCMA 0357 e Cystofilobasidium ferigula CCMA 1623 foram
cultivadas e caracterizadas quanto a producao de biomassa ¢ lipidios, além da determinacao de
proteinas totais na biomassa seca. Nas condi¢des otimizadas, observou-se teor lipidico de
51,79% vpara Y. lipolytica e 63,12% para C. ferigula. Adicionalmente, as biomassas
microbianas demonstraram potencial como fonte proteica, com 16,4 + 0,1% (m/m) de proteinas
totais para Y. lipolytica e 12,1 £ 0,1% (m/m) para C. ferigula. A andlise do perfil de acidos
graxos, avaliada comparativamente por heatmap, evidenciou que os acidos majoritarios em
carnes ¢ leveduras foram o palmitico (C16:0) e o estearico (C18:0). Em menor proporg¢ao,
apareceram os acidos miristico (C14:0), linoleico (C18:2) e oleico (C18:1); entretanto, o
miristico se destacou nas carnes, enquanto o linoleico foi mais abundante nas leveduras. Em
conjunto, os resultados reforgam o potencial do aproveitamento de residuos agroindustriais para
a geracao sustentavel de biomassa e lipidios microbianos, sustentando a aplicagao de leveduras
oleaginosas como plataformas promissoras para o desenvolvimento de analogos carneos. Como
etapa futura, recomenda-se aprofundar a avaliagao do perfil lipidico por testes de estabilidade

oxidativa e validar o desempenho em formulag¢des alimentares.

Palavras-chave: glicerol bruto; lipidios; ureia; otimizagao; proteina.



ABSTRACT

Oleaginous yeasts have been investigated as a sustainable alternative for obtaining lipids and
biomass with potential application in foods, including meat analogue products. In this context,
this study aimed to evaluate oleaginous yeasts cultivated on low-cost substrates, with emphasis
on crude glycerol, as a source of lipids and proteins for application in meat analogues. For this
purpose, the cultivation conditions were optimized and the fatty acid profile of the biomasses
was compared with bovine meats. The strains Yarrowia lipolytica CCMA 0357 and
Cystofilobasidium ferigula CCMA 1623 were cultivated and characterized in terms of biomass
and lipid production, in addition to the determination of total proteins in the dry biomass. Under
the optimized conditions, a lipid content of 51.79% was observed for Y. lipolytica and 63.12%
for C. ferigula. Additionally, the microbial biomasses demonstrated potential as a protein
source, with 16.4 = 0.1% (w/w) total proteins for Y. lipolytica and 12.1 £ 0.1% (w/w) for C.
ferigula. The fatty acid profile analysis, comparatively evaluated by heatmap, showed that the
major fatty acids in meats and yeasts were palmitic (C16:0) and stearic (C18:0), while myristic
(C14:0), linoleic (C18:2), and oleic (C18:1) acids appeared in lower proportions; however,
myristic acid stood out in meats, whereas linoleic acid was more abundant in yeasts. Taken
together, the results reinforce the potential of using agro-industrial residues for the sustainable
generation of microbial biomass and lipids, supporting the application of oleaginous yeasts as
promising platforms for the development of meat analogues. As a future step, it is recommended
to further evaluate the lipid profile through oxidative stability tests and to validate performance

in food formulations.

Keywords: crude glycerol; lipids; urea; optimization; protein.



INDICADORES DE IMPACTO

A pesquisa desenvolvida neste trabalho apresenta impactos sociais, tecnoldgicos, economicos
e ambientais, ainda em grande parte potenciais, mas relevantes diante da crescente busca por
alternativas sustentaveis na producdo de alimentos. Do ponto de vista social e cultural, a
utilizagdo de lipidios e proteinas microbianas em produtos analogos carneos pode diversificar
a dieta da populacdo, oferecendo alternativas mais saudaveis, acessiveis e alinhadas as
mudancgas de habitos alimentares, que incluem o interesse por fontes de proteinas sustentaveis
e pela reducao do consumo de produtos de origem animal. No campo tecnolédgico e produtivo,
o estudo contribui para o avango do conhecimento sobre o uso de substratos de baixo custo,
como glicerol bruto e melago, na geragao de biomassa microbiana. A otimizacao de parametros
de cultivo e a andlise do perfil lipidico e proteico fornecem subsidios para processos industriais
mais eficientes e alinhados aos conceitos de biorrefinaria e economia circular. Do ponto de vista
econdmico, o aproveitamento de residuos agroindustriais agrega valor a cadeias produtivas
consolidadas, como as do biodiesel ¢ da cana-de-agtcar, reduzindo custos e aumentando a
utilizacdo de subprodutos, que gera beneficios tanto para a industria quanto para o meio
ambiente. Na dimensdo ambiental, a valorizacdo desses residuos contribui para a diminuigado
dos impactos de seu descarte inadequado, incentivando praticas de produ¢ao mais responsaveis.
Embora o carater do trabalho seja majoritariamente académico, ha potencial extensionista, pois
os resultados podem atender demandas da sociedade e de setores industriais ligados a
biotecnologia de alimentos e sustentabilidade, abrindo espago para futuras parcerias com
industrias alimenticias, de biocombustiveis e politicas publicas de seguranga alimentar e
reaproveitamento de residuos. O territorio diretamente impactado corresponde ao Brasil, pais
em que tanto a produgdo de biodiesel quanto a da cana-de-agucar possuem grande importancia
econdmica, beneficiando potenciais publicos como produtores rurais, indistrias e consumidores
interessados em novas alternativas alimentares. De acordo com a Politica Nacional de Extensdo,
os impactos identificados se relacionam as areas de meio ambiente, satde, tecnologia e
producdo e trabalho. Além disso, os resultados alinham-se a diversos Objetivos de
Desenvolvimento Sustentavel (ODS) da ONU, especialmente ao ODS 2 (fome zero e
agricultura sustentavel), ODS 3 (satde e bem-estar), ODS 9 (industria, inovagdo e
infraestrutura), ODS 12 (consumo e produgao responsaveis) e ODS 13 (acao contra a mudancga
global do clima). Assim, este estudo reforca a relevancia das leveduras oleaginosas como
plataformas biotecnoldgicas versateis e promissoras, capazes de contribuir para sistemas

alimentares mais equilibrados, inovadores e ambientalmente responsaveis.



IMPACT INDICATORS

The research developed in this work presents social, technological, economic, and
environmental impacts, still largely potential but highly relevant in the current context of the
growing search for sustainable alternatives in food production. From a social and cultural
perspective, the use of microbial lipids and proteins in meat analog products can diversify the
population’s diet, offering healthier and more affordable alternatives aligned with changing
eating habits, which increasingly include interest in sustainable protein sources and reduced
consumption of animal-based products. From a technological and productive point of view, this
study advances knowledge on the use of low-cost substrates, such as crude glycerol and
molasses, in microbial biomass generation. The optimization of cultivation parameters and the
analysis of lipid and protein profiles provide a foundation for more efficient industrial
processes, in line with the concepts of biorefineries and circular economy. Economically, the
valorization of agro-industrial residues adds value to established production chains, such as
biodiesel and sugarcane, reducing costs while increasing the utilization of by-products,
generating benefits for both industry and the environment. In environmental terms, the
valorization of these residues contributes to reducing the impacts of improper waste disposal
while encouraging more sustainable production practices. Although the research is primarily
academic, it presents extensionist potential, as the results resonate with the demands of society
and industrial sectors focused on food biotechnology and sustainability, opening space for
future partnerships with the food industry, biofuel companies, and public policies related to
food security and waste reutilization. The directly impacted territory is Brazil, a country where
both biodiesel and sugarcane production have strategic economic importance, potentially
benefiting rural producers, agribusiness industries, and consumers seeking sustainable dietary
alternatives. According to the National Extension Policy, the impacts of this study are related
to the areas of environment, health, technology and production, and labor. Furthermore, the
results are aligned with several United Nations Sustainable Development Goals (SDGs),
especially SDG 2 (Zero hunger and sustainable agriculture), SDG 3 (Good health and well-
being), SDG 9 (Industry, innovation, and infrastructure), SDG 12 (Responsible consumption
and production), and SDG 13 (Climate action). Thus, this work reinforces the relevance of
oleaginous yeasts as versatile and promising biotechnological platforms capable of contributing

to more balanced, innovative, and environmentally responsible food systems.
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PRIMEIRA PARTE

1 INTRODUCAO

As leveduras oleaginosas tém ganhado destaque como plataformas biotecnoldgicas
capazes de converter substratos de baixo custo em biomassa e em compostos de interesse
industrial, especialmente lipidios microbianos (SHAIGANI ef al., 2021). Esse interesse se
intensifica no cendrio atual, em que setores alimentares enfrentam o desafio de conciliar
demanda crescente por alimentos, qualidade nutricional e reducdo de impactos ambientais
(BAJIC et al., 2023). Em paralelo, observa-se o crescimento do mercado de produtos analogos
carneos, impulsionado por mudancgas de habitos alimentares e pela busca por alternativas que
reduzam a dependéncia de matérias-primas de origem animal (ISMAIL; HWANG; JOO,
2020). Nesse contexto, lipidios microbianos sdo uma opg¢ao promissora para diversificar fontes
de nutrientes e apoiar o desenvolvimento de alimentos mais sustentaveis (BAJIC et al., 2023).

A constru¢ao de analogos carneos que sejam nutricional e sensorialmente competitivos
depende, entre outros fatores, da composicdo de macronutrientes e do perfil lipidico (VILA-
CLARA et al., 2024).Os lipidios participam diretamente da suculéncia, da textura e
da percepcao de sabor, além de influenciarem estabilidade durante processamento e
armazenamento (DOMiNGUEZ etal., 2019; WANG et al., 2023). Assim, a escolha da fonte
lipidica ndo se limita ao teor total de gordura, mas também de quais 4cidos graxos
predominam, pois a propor¢ao entre saturados, monoinsaturados e poli-insaturados influencia
caracteristicas tecnologicas e nutricionais (MARANGONI et al., 2012; DOMINGUEZ et al.,
2019). Dessa forma, realizar a comparacao do perfil de dcidos graxos de biomassas microbianas
com o de cortes de carne bovina se torna uma estratégia pertinente para avaliar compatibilidades
e direcionar aplicagdes em formulagdes alimentares (VILA-CLARA et al., 2024).

Entre os microrganismos capazes de acumular lipidios intracelulares, as leveduras
oleaginosas se destacam por apresentarem tolerancia a variagdes nas condigdes de cultivo,
flexibilidade metabolica e potencial para producdo integrada de biomassa e Oleo
(SHAIGANTI et al., 2021). Em condi¢des adequadas, especialmente sob limitacao de nutrientes
como nitrogénio, essas leveduras redirecionam o metabolismo para o acumulo de lipidios de
reserva, frequentemente na forma de triacilglicerdis, ao mesmo tempo em que geram biomassa
com fragdes proteicas relevantes (PAPANIKOLAOU; AGGELIS, 2011; ABELN; CHUCK,
2021).

Além do microrganismo, o substrato ¢ determinante para a viabilidade e economia do

processo (LOPES DA SILVA et al., 2023). O glicerol bruto (coproduto do biodiesel) e o melago
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(subproduto do setor sucroenergético), por exemplo, destacam-se como fontes de carbono de
baixo custo e ampla disponibilidade, com potencial de valorizagdo por bioconversdo em rotas
alinhadas a biorrefinaria e a economia circular (KOSAMIA et al., 2020; ZHANG et al., 2021;
LEE et al., 2023).

Entretanto, apesar do avanco dos estudos com leveduras oleaginosas e lipidios
microbianos, a aplicacdo voltada a andlogos carneos ainda requer uma abordagem mais
completa, que considere o cultivo em substratos residuais, a composi¢ao da biomassa (lipidios
e proteinas) e o perfil de acidos graxos (ISHAQ et al., 2022; ISMAIL; HWANG:; JOO, 2020).
Nao basta demonstrar a producao de lipidios: € necessario otimizar o cultivo e obter uma
biomassa com bom teor lipidico, fragdo proteica relevante e perfil de acidos graxos compativel
com as caracteristicas desejadas para produtos analogos carneos (SHAIGANI et al., 2021;
ZHANG et al., 2023; VILA-CLARA et al., 2024). Nesse sentido, a comparagao direta com
cortes bovinos fornece um padrdo de comparagdo, permitindo verificar em que medida a
composicao lipidica das biomassas microbianas se aproxima da carne e orientar decisdes de
aplicagdo em formulacdes alimentares (VILA—CLARA etal., 2024; DE MARCHI et al.,
2021).

Diante desse contexto, o presente trabalho teve por objetivo avaliar o potencial de
leveduras oleaginosas cultivadas em meio de glicerol bruto como fonte sustentavel de lipidios
e proteinas para aplicagdo em analogos carneos, por meio da otimizagdo das condig¢des de
cultivo e da comparagado do perfil de acidos graxos das biomassas microbianas com cortes de

carne bovina.

2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Producéao de lipidios por leveduras

Os lipidios s@o reconhecidos como um grupo variado de compostos hidrofébicos ou
anfifilicos, sendo soltiveis em solventes organicos apolares e insoluveis em agua. Eles
apresentam um papel crucial para a fisiologia das células, desempenhando diferentes fungdes
como armazenamento de energia, sinalizacdo celular e elementos estruturais (GHAZANI;
MARANGONI, 2022).

Nos tultimos tempos houve uma grande procura por lipidios. Esses compostos sdao

matéria-prima para a producdo de 6leos e gorduras que, por sua vez, sdo ingredientes para a
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formulagdo de produtos alimentares e biotecnoldgicos como o biodiesel (SZCZEPANSKA;
HAPETA; LAZAR, 2021).

Os microrganismos sao reconhecidos por serem produtores naturais de lipidios,
compondo maior parte de suas membranas biologicas, como a membrana plasmatica.
Microrganismos que acumulam mais de 20% em teor de lipidios, com base no peso seco da
célula, sdo classificados como microrganismos oleaginosos (JONES et al., 2019; PATEL et al.,
2020).

Os microrganismos oleaginosos incluem leveduras, bactérias, microalgas e fungos
(GHAZANI; MARANGONI, 2022). Entre eles, as leveduras se destacam como promissoras
para a produgdo desses compostos. Isso se deve a sua eficiente capacidade de sintetizar lipidios,
a habilidade de utilizar diversas fontes de carbono, muitas vezes de facil acesso, e a viabilidade
do cultivo em larga escala. Além disso, as leveduras oferecem vantagens adicionais devido a
existéncia de diversas ferramentas de engenharia genética que podem ser empregadas para
torna-las ainda mais eficazes na sintese e acumulo lipidico (SZCZEPANSKA; HAPETA;
LAZAR, 2021).

Existem mais de 160 espécies de leveduras ndo convencionais (ndo-Saccharomyces)
descritas como oleaginosas. Porém, a quantidade de espécies relativamente bem descritas ¢
baixa e inclui principalmente Lipomyces starkeyi, Yarrowia lipolytica, Rhodotorula toruloides,
Rhodotorula glutinis, Cutaneotrichosporon oleaginosus e Cutaneotrichosporon cutaneum
(MOTA; M3GICA; SA-CORREIA, 2022).

Nos ultimos dez anos, foram extensas as pesquisas nos géneros de leveduras oleaginosas
Yarrowia, Rhodotorula, Lipomyces, Trichosporon e Candida, com a intengdo de avaliar
estratégias apropriadas de engenharia e desenvolver técnicas e ferramentas genéticas adequadas
(CHATTOPADHYAY; MAITI, 2021). Isto ocorre porque essas medidas de melhoramento
genético tém se mostrado uma estratégia poderosa na melhoria da producdo celular da
biomolécula desejada (CHATTOPADHYAY; MAITI, 2021).

No entanto, a producao lipidica ¢ altamente dependente das condi¢des de cultivo e da
composicdo do meio. Assim, a otimizacdo de pardmetros de processo continua sendo
fundamental (MOTA; M3GICA; SA-CORREIA, 2022). Um exemplo bem-sucedido sobre a
otimizagdo do processo de producao foi descrito por Kumar ef al. (2017). No estudo foram
utilizados substratos com baixo custo (glicerol bruto e Licor de milho) para o cultivo da cepa
de levedura Pichia guilliermondii, resultando numa fragdo lipidica (52,09% em peso) com

potencial para ser usado como bioemulsionante extracelular e biodiesel.
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Em geral, as rotas de biossintese lipidica em leveduras incluem a formag¢a@o de acidos
graxos, sua incorporagdo em lipidios de membrana (fosfolipidios) e/ou lipidios de
armazenamento (principalmente triacilglicerdis) e, finalmente, a organizagdo de lipidios de
armazenamento em goticulas lipidicas (LDs), as quais servem de reserva energética. Os acidos
graxos sao os componentes basicos dos lipidios e o acimulo destes, em leveduras, pode ocorrer
por meio de mecanismos conhecidos como “de novo” e “ex novo” (CHATTOPADHYAY;
MAITI, 2021).

A sintese de acidos graxos ocorre pela via “de novo” quando leveduras oleaginosas
utilizam substratos hidrofilicos, como glicose e glicerol, como fonte de carbono sob condigdes
de limitagdo de nutrientes (especialmente nitrogénio) (MOTA; MIGICA; SA-CORREIA,
2022). Ao usar glicose como fonte exclusiva de carbono, ocorre sua conversdo a piruvato no
citosol (LIU et al., 2021). O piruvato passa pela mitocondria e ¢ transformado em acetil-coA,
precursor chave na sintese de acidos graxos, por uma série de reagoes (CARSANBA;
PAPANIKOLAOU; ERTEN, 2018). O acetil-coA pode seguir pelo ciclo de Krebs ou ser
direcionado para a sintese de 4cidos graxos no citoplasma. Nesse tltimo caso, o acetil-coA ndo
passa pela membrana da mitocondria, entdo, geralmente quando hé limitagdo de nutrientes
(especialmente nitrogénio), citrato € secretado no citosol, passa pela membrana da mitocondria
e assim acetil-coA € produzido no citoplasma (LIU et al., 2021).

Acidos graxos livres presentes no meio de cultura sio assimilados e incorporados em
outras estruturas lipidicas, como triacilglicerois (TAGS) e fosfolipidios, por leveduras através
da via “ex novo” (LOPEZ; VANDEPUTTE; VAN BOGAERT, 2022). Dentro da célula
microbiana os dcidos graxos sdo modificados e usados para a multiplicacao celular ou para a
sintese de novas estruturas de &cidos graxos (CARSANBA; PAPANIKOLAOU; ERTEN,
2018).

Microrganismos podem sintetizar diversos acidos graxos, formando hidrocarbonetos de
diferentes comprimentos. Esses lipidios incluem cadeias hidrocarbonadas curtas e longas e
podem apresentar-se como saturados, monoinsaturados ou polinsaturados, de acordo com a

presenca e do nimero de ligagdes duplas na cadeia (PATEL et al., 2020).

2.2 Acidos graxos sintetizados por leveduras

Os acidos graxos sdo compostos formados por uma cadeia de hidrocarbonetos que
contém um 4cido carboxilico em sua extremidade, constituindo unidades estruturais dos lipidios

(GALANTE; ARAUJO, 2014). Os 4cidos graxos que nio apresentam ligagdes duplas entre seus
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carbonos sdo conhecidos como saturados, enquanto aqueles que possuem ligagdes duplas em
sua cadeia carbonica sdo denominados insaturados. Quando existe apenas uma ligagdo dupla, o
acido graxo ¢ monoinsaturado, mas, quando apresenta mais de uma, ¢ classificado como poli-
insaturado (MORAN et al., 2013).

Nas leveduras oleaginosas, os lipidios acumulados sdo compostos predominantemente
por acidos graxos de cadeia C16 e C18, com destaque para os acidos palmitico (C16:0),
palmitoleico (C16:1), estearico (C18:0), oleico (C18:1) e linoleico (C18:2). Em menores
proporgdes, também podem ocorrer outros acidos graxos, como o miristico (C14:0) e, em
algumas espécies, o linolénico (C18:3). A participagdo desses compostos varia conforme a
espécie, a linhagem e as condigdes de cultivo, o que demonstra a variabilidade da composi¢ao
lipidica das leveduras oleaginosas (CAPORUSSO; CAPECE; DE BARI 2021;
CHATTOPADHYAY; MAITI, 2021).

Essa composic¢do influencia diretamente as propriedades funcionais da fracao lipidica.
Acidos graxos saturados, como o palmitico (C16:0) e o estearico (C18:0), tendem a contribuir
para maior ponto de fusdo, firmeza e consisténcia, enquanto acidos graxos insaturados, como o
oleico (C18:1) e o linoleico (C18:2), estdo associados a maior fluidez. Além disso, a
composi¢do em acidos graxos interfere no comportamento sensorial e tecnologico da gordura,
aspecto importante quando se considera sua aplicacao em alimentos (DINH; TO; SCHILLING,
2021).

Isso ¢ relevante porque a gordura da carne apresenta predominio de acidos graxos
monoinsaturados e saturados, com destaque para os acidos oleico (C18:1), palmitico (C16:0) e
estearico (C18:0) (VALSTA; TAPANAINEN; MANNISTO, 2005). Assim, o estudo dos 4cidos
graxos sintetizados por leveduras vai além da quantificagdo lipidica, uma vez que a composi¢ao
desses compostos pode aproximar os lipidios microbianos de perfis de interesse tecnologico
para aplicagdes alimenticias, inclusive no desenvolvimento de ingredientes alternativos a

gordura animal (CAPORUSSO; CAPECE; DE BARI, 2021; DINH; TO; SCHILLING, 2021).

2.3 Leveduras e biomassa microbiana como fontes de d6leos e proteinas unicelulares (SCO
e SCP)

Cada vez mais os consumidores vém demonstrando interesse em consumir alimentos
saudaveis. Para atender essas necessidades, os cientistas buscam formas inovadoras de
producdo de alimentos que oferegam proteinas de fécil digestdo e com composicao equilibrada

de aminoacidos (JACH; SEREFKO; ZIAJA; KIELISZEK, 2022). Neste contexto, a
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bioconversdo microbiana de materiais valiosos em células microbianas nutritivas representa
uma alternativa sustentavel ao sistema alimentar (ALVES et al., 2023).

As proteinas unicelulares ou Single cell proteins (SCP) referem-se a células de
microrganismos e representam uma fonte de proteina altamente promissora, sendo alternativa
para diversas aplicagdes. SCP apresenta um rico perfil nutricional com aminoacidos e acidos
graxos, acidos nucleicos, minerais e varias vitaminas (KOUKOUMAKI et al., 2024).

As SCPs possuem uma ampla variedade de aplicagdes potenciais, com destaque para o
seu uso como ingrediente alimentar na nutri¢do animal, aquicultura ou alimentos para animais
de estimacdo. H4 ainda o crescente interesse em seu uso para produtos de consumo humano,
como suplementos ricos em nutrientes (PETERSON et al., 2023).

As proteinas unicelulares sdo produzidas por varios microrganismos, como fungos,
leveduras, bactérias e algas, muitos dos quais possuem status GRAS (Generally Recognized As
Safe), portanto podem ser usados para alimentagdo humana e animal (KOUKOUMAKI et al.,
2024; ALVES et al., 2023). Além de contribuir como fonte alimentar, a produgao de single cell
proteins surge como uma alternativa de reduzir o descarte de residuos e o custo de produgao,
atendendo ao desenvolvimento sustentavel (ALVES et al., 2023).

A biomassa proteica de levedura ¢ um produto biodisponivel obtido principalmente
quando substratos de residuos baratos, como residuos agricolas e industriais, sdo utilizados
como meio de cultura (JACH; SEREFKO; ZIAJA; KIELISZEK, 2022). A producao de single
cell oils e single cell protein (SCPO) por meio da valorizacdo da biomassa requer a conversao
de diversos residuos organicos da indlstria agroalimentar em fontes alimentares abundantes em
lipidios e proteinas, utilizando microrganismos unicelulares (PETERSON et al., 2023).

Nos tltimos anos, tem sido atribuida também uma atencao significativa aos lipidios
microbianos, ou “single cell oils” (SCO), devido ao seu grande potencial para diferentes
aplicacdes biotecnologicas e das suas propriedades atrativas, como a sustentabilidade e a
renovabilidade (AYADI et al., 2018). Além disso, esses compostos também atuam como fonte
de nutrientes essenciais € sdo responsaveis por gerar sabores e off-flavors nos alimentos
(SHAHIDI; HOSSAIN, 2022).

Atualmente, grande parte dos Oleos e gorduras alimentares ¢ proveniente de fontes
animais e vegetais. No entanto, esfor¢os globais estdo sendo voltados para desenvolver
plataformas alternativas de produ¢do de lipidios, sendo os 6leos microbianos uma alternativa

promissora (SOFEO et al., 2024).

2.4 Utilizacao de fontes alternativas de carbono e nitrogénio para o cultivo de leveduras
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Produzir 6leo unicelular utilizando leveduras oleaginosas ¢ uma alternativa promissora
aos lipidios obtidos de animais e plantas. No entanto, os custos do substrato para a fermentacao
microbiana ¢ um fator limitante. Assim, o uso de fontes alternativas que substituam substratos
como a glicose, para o cultivo de leveduras, ¢ uma solugao potencialmente economica (SOFEO
et al., 2024).

Existe uma grande variedade de matérias-primas de baixo custo que sdo consideradas e
utilizadas para a producao de SCOs. Normalmente, as fontes de carbono usadas para produzir
0leo microbiano podem ser divididas em hidrofilicos e hidrofébicos. As pesquisas que
envolvem substratos baratos tém se concentrado principalmente em materiais hidrofilicos,
como glicerol bruto, aguas residuais e alguns substratos hidrofébicos, como residuos de
processos industriais (QIN et al., 2017).

Segundo Abeln e Chuck (2021) diferentes fontes de carbono tém sido empregadas na
produgdo de lipidios por leveduras: sacarideos simples, hidrolisados e glicerol (tanto bruto
quanto puro) surgem como as mais comuns, totalizando cerca de 71% do material utilizado.
Em contrapartida, acidos graxos, dguas residuais, 6leos/gorduras e melaco/xaropes t€ém sido
menos frequentemente utilizados, enquanto alcoois, aromaticos, extratos aquosos € outros
residuos sdo ainda menos comuns na pratica.

O glicerol, também conhecido como glicerina, em seu estado puro, € um liquido incolor,
inodoro e viscoso, que possui trés grupos hidroxilas hidrofilicos, os quais sdo responsaveis pela
sua solubilidade em 4gua e sua natureza higroscépica (RAHMAT; ABDULLAH; MOHAMED,
2010). Normalmente ele ¢ obtido através da reacdo de hidrdlise e saponificagdo em plantas
0leo-quimicas, como principal subproduto. Além disso, também pode ser gerado por reagdes
de transesterificacdo em fabricas de biodiesel (AMIN et al., 2010).

O glicerol bruto ¢ diferente do glicerol puro, pois geralmente contém impurezas, como
dgua, metanol, sabdo, dcidos graxos e ésteres metilicos de acidos graxos. Ele ¢ normalmente
refinado para o glicerol puro, matéria prima importante para industrias, incluindo de alimentos,
bebidas e farmacéutica (LUO et al., 2016).

O glicerol bruto tem um custo reduzido, pois possui baixo teor de pureza o que limita
sua aplicag@o nas industrias. Entdo, o desenvolvimento de processos que possam utilizar esse
subproduto ¢ intensivamente explorado (TAN; AZIZ; AROUA, 2013).

Existem uma ampla variedade de leveduras capazes de converter o glicerol em lipidios
por meio da sintese de novo. O glicerol residual, derivado da fabricagdo de biodiesel, contém
elementos que podem ser usados por microrganismos, sendo uma alternativa ao glicerol puro,

cujo cultivo em larga escala de levedura € caro e impraticavel (QIN et al., 2017). Segundo Keita
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et al. (2024), quando comparado ao biodiesel, o glicerol bruto obtido por meio do processo de
hidrolise de gorduras pode ser mais compativel para a obtencao de lipidios, pois possui menor
concentracgao de glicerol e metanol (KEITA et al., 2020), compostos que inibem o crescimento
celular.

A biomassa lignocelulosica ¢ constituida principalmente por celulose, hemicelulose e
lignina (YUAN et al.,2021). Exemplos dessa biomassa incluem palha de arroz, bagaco de cana-
de-agucar e palha de trigo (PHILIPPINI ez al., 2020).

O uso da biomassa lignoceluldsica tem a vantagem de ndo competir com alimentos,
racdo animal ou outros usos de terras araveis. Além disso, ela pode ser fornecida em grande
escala a partir de residuos agricolas, madeira e residuos municipais e industriais (YUAN et al.,
2021).

Os residuos lignoceluldsicos, principalmente aqueles produzidos pelo setor
agroindustrial, possuem um grande potencial como materiais de baixo custo para bioprocessos,
devido a sua ampla disponibilidade e elevada quantidade de elementos ricos em agucares e
nutrientes. Esta biomassa pode ser empregada como fonte de carbono na fabricagdo de varias
moléculas através de diferentes microrganismos (BALBINO et al., 2023).

Uma vez que o subproduto lignoceluldsico contém varios compostos, a eficiéncia da
conversao dos agucares em lipidios de alta qualidade ¢ o principal desafio para as leveduras
oleaginosas, visto que a maior parte delas tendem a consumir os agucares em sequéncia, com
forte preferéncia para a glicose (QIN et al., 2017). Por outro lado, segundo BALBINO et al.,
(2023) as leveduras tém sido usadas no bioprocessamento de biomassa lignocelulosica, devido
a sua capacidade de metabolizar varias fontes de carbono C5 e C6.

Além do carbono, as fontes de nitrogénio também sdo essenciais para o
desenvolvimento microbiano e incluem amonia, sais de amoénio, ureia, nitrato e nitrogénio
organico, presentes em diferentes substratos, como os de residuos. Em algumas ocasides,
recomenda-se adicionar suplementos minerais ao meio de cultura com intuito de compensar as
deficiéncias nutricionais, caso as concentragdes sejam insuficientes para promover o
crescimento adequado (REIHANI; KHOSRAVI-DARANI, 2019).

Extrato de levedura e peptona sdo exemplos de substratos complexos, porém caros, que
ainda sdo amplamente usados em processos industriais. Produtos alternativos, como o licor de
milho, ¢ uma opg¢do econdmica e que contém nutrientes importantes (nitrogénio, aminoacidos,
vitaminas e outros minerais) para o crescimento microbiano. Contudo, assim como ocorre com
outros substratos complexos, ha uma desvantagem no uso do licor de milho e que consiste em

sua variabilidade de lote para lote, resultado das diferengas no processo de maceracao, origem
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do milho e outros efeitos sazonais. Assim, ao usar compostos complexos, essa variabilidade
frequentemente torna o desempenho das fermentagdes inconsistentes (WAHJUDI et al., 2023)

O efeito de fontes de nitrogénio sobre o crescimento microbiano ¢ a formagao de
bioprodutos ¢ mostrado em varias pesquisas. Em Brabender et al. (2018), ¢ demonstrado a
equivaléncia ou os beneficios da substituicao do sulfato de amonio por ureia no crescimento de
Yarrowia lipolytica. Segundo os autores, em termos de nitrogénio equivalente, a ureia é muito
mais eficaz para o acimulo de biomassa do que sulfato de amdnio. Além disso, a ureia parece
superar o sulfato de amonio ao utilizar glicose como fonte de carbono para a produgao tanto de

biomassa quanto de lipidios.

2.5 Parametros de cultivo que interferem na sintese lipidica por leveduras

Em leveduras oleaginosas, diversos fatores fisioldgicos e ambientais influenciam o
crescimento microbiano, a acumulagdo e o perfil lipidico. Dentre esses elementos estdo: as
espécies de leveduras utilizadas, composi¢do do meio de cultura (como fonte de carbono (C) e
fonte de nitrogénio (N)), estado fisiologico do indculo, pH, temperatura e nivel de oxigénio
dissolvido (OD). A otimizacdo desses parametros ¢ essencial para alcancar altos niveis de
produtividade e minimizar os custos de produgio (MOTA; MOGICA; SA-CORREIA, 2022).

O carbono ¢ um recurso indispensavel para a célula microbiana, visto que esta
envolvido em varios processos metabolicos. Para que ocorra o crescimento celular em leveduras
oleaginosas € necessario que o carbono seja disponibilizado em excesso (GHAZANI;
MARANGONI, 2022). As células incorporam o carbono mais rapidamente do que conseguem
converté-lo em novas células, assim elas encontram um mecanismo para armazenar 0 €xXcesso
de carbono, convertendo-o em lipidio (RATLEDGE; WYNN, 2002). De modo geral, fontes de
carbono que sdo metabolizadas mais rapido, como a glicose, permitem maior rendimento de
biomassa, no entanto o acumulo de lipidios pode ser menor. Por outro lado, fontes mais
complexas, como a xilose e a celobiose, permitem um acumulo de lipidio maior (SILVA et al.,
2023).

Além do carbono, existem diversos outros nutrientes que sdo essenciais para o
crescimento microbiano. Entre eles, o nitrogénio se destaca como um dos componentes mais
importantes dos meios microbianos, sendo relevante para processos metabolicos, como
biossintese de nucleotideos e aminoacidos (BRABENDER et al., 2018).

Em leveduras oleaginosas, a formacao e o armazenamento de lipidios ocorrem quando
a fonte de carbono estd em excesso, mas pelo menos um nutriente essencial, em especial o

nitrogénio, estd esgotado. Nessa fase oleaginosa, a divisdo celular ¢ desacelerada, entretanto a
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assimilag¢do de carbono continua e a sintese lipidica se desloca para a producao de lipidios de
armazenamento na forma de triacilglicerol (TAG) (MCNEIL; STUART, 2018).

A limitagao de nitrogénio no meio promove a decomposi¢ao da adenosina monofosfato
(AMP) e quando hd uma reducdo da concentracio de AMP, a atividade da isocitrato
desidrogenase (IDH) pode diminuir, induzindo o acimulo de citrato nas mitocondrias. Por sua
vez, o citrato vai para o citosol, onde ¢ transformado em acetil-CoA que € um precursor dos
acidos graxos (ZHANG et al., 2022).

No que diz respeito a temperatura, esse ¢ um dos parametros que mais influenciam no
crescimento microbiano. Para o cultivo de diferentes microrganismos € comum usar uma
temperatura entre 25 ¢ 27 °C (REIHANI; KHOSRAVI-DARANI, 2019). Em relacdo a maioria
das leveduras oleaginosas, a melhor temperatura para o crescimento ¢ em torno de 30 °C
(ROBLES-IGLESIAS et al., 2023), embora o acimulo de lipidios seja observado em Yarrowia
lipolytica na faixa de 28°C (PAPANIKOLAQU et al., 2002).

2.6 Perfil de acidos graxos de carne e implicacdes nutricionais

Na gordura da carne bovina, o perfil costuma ser composto principalmente por 4acidos
graxos saturados e monoinsaturados, com destaque para C16:0 (palmitico), C18:0 (estearico) e
C18:1 (oleico). Em menores proporgdes, aparecem C14:0 (miristico) e acidos graxos poli-
insaturados (PUFA) e, entre os PUFA, o C18:2 (linoleico) ¢ o mais representativo (NOGOY et
al., 2022).

Esses acidos graxos contribuem para caracteristicas como estrutura, estabilidade, sabor,
aroma e aspectos sensoriais € visuais dos alimentos (JORGE; MALACRIDA, 2014). Quando
ha maior participagdo de saturados, como C16:0 (palmitico) e C18:0 (estearico), a porcao
lipidica tende a apresentar maior firmeza, pois esses acidos graxos contribuem para maior ponto
de fusdo e maior consisténcia da gordura (DEVI; KHATKAR, 2016). De forma semelhante, o
C14:0 (4cido miristico), por ser saturado, também contribui para maior consisténcia da gordura
e, em estudos controlados de substituicdo dietética, pode aumentar o LDL-colesterol quando
substitui gorduras insaturadas (SACKS, 2017).

Por sua vez, o acido oleico (C18:1) esta associado a uma gordura com menor ponto de
fusdo e maior fluidez, o que se reflete em maior sensagdo de suculéncia e em melhor percepgao
sensorial da carne bovina (SMITH, 2016). Isso pode ser explicado pelo fato de a fase lipidica
reter compostos aromaticos, € uma gordura mais fluida tender a favorecer a liberacdo desses
volateis durante a mastigagdo, intensificando a percepcao de sabor (FRANK; JOO; WARNER,
2016).
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J& o 4cido linoleico (C18:2) e outros polinsaturados, embora geralmente estejam em
menor propor¢do na composi¢ado lipidica da gordura, sdo relevantes por também participarem
da formagao do aroma durante o cozimento (MOTTRAM, 1998). Ao mesmo tempo, quanto
maior a fracdo de polinsaturados, maior tende a ser a suscetibilidade a oxidacao lipidica, o que
pode reduzir a estabilidade e favorecer a formagao de odores e sabores, como amargor, quando
ha exposi¢do a oxigénio, luz e temperaturas mais altas, especialmente durante o processamento
e o armazenamento (DOMINGUEZ et al., 2019).

O C18:2 (acido linoleico) ¢ um acido graxo poli-insaturado essencial. Isso significa que
o corpo humano ndo consegue produzi-lo, entdo ele precisa ser obtido pela alimentag¢do
(WHELAN; FRITSCHE, 2013). Em estudos clinicos, quando a ingestdo de acido linoleico
aumenta, o LDL-colesterol tende a diminuir, principalmente quando ele substitui parte das
gorduras saturadas da dieta (WANG et al., 2023). Além disso, uma meta-analise com estudos
de acompanhamento mostrou que pessoas que consomem mais acido linoleico tém menor risco
de desenvolver doenga coronariana, reforcando a importancia desse PUFA na alimentagao
(FARVID et al., 2014). Além da importancia nutricional, os acidos graxos poli-insaturados
também desempenham fungdes relevantes no organismo, por integrarem os fosfolipidios de
membrana, influenciarem propriedades celulares e atuarem como precursores de mediadores

lipidicos (CALDER, 2015; DYALL et al., 2022).
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Resumo: Leveduras oleaginosas tém sido estudadas como fonte alternativa de lipidios e
biomassa para aplicagdes em alimentos, incluindo o desenvolvimento de produtos andlogos
carneos. Neste trabalho, foram comparados os perfis de acidos graxos das biomassas de
Yarrowia lipolytica CCMA 0357 e Cystofilobasidium ferigula CCMA 1623 com amostras de
carne bovina, utilizando uma abordagem visual por heatmap. Os resultados indicaram
sobreposi¢cdo nos acidos graxos predominantes entre leveduras e carne, com destaque para
C16:0 (palmitico) e C18:0 (estearico). Em contrapartida, observaram-se diferengas no
balanceamento entre saturados e insaturados. As leveduras apresentaram maior participagdo de
C18:2 (linoleico), enquanto as amostras de carne bovina apresentaram maior destaque relativo
para C14:0 (miristico). Em conjunto, os achados sugerem que as biomassas lipidicas das
leveduras compartilham acidos graxos predominantes com a carne bovina (principalmente
C16:0 e C18:0). Esses resultados indicam potencial de aplicagdo como ingrediente lipidico,
porém a confirmacdo do desempenho em produtos andlogos carneos depende de avaliagdes
complementares, como estabilidade oxidativa, comportamento térmico (perfil de fusdo) e
desempenho tecnologico em formulagdes (textura e sensorial).

Palavras-chave: leveduras oleaginosas; acidos graxos; glicerol bruto; carne bovina; analogos
carneos.

! Artigo cientifico apresentado a Universidade Federal de Lavras, como parte das exigéncias do Programa de Pés-
Graduacdo em Microbiologia Agricola, area de concentragdo em Microbiologia Agricola.
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Abstract: Oleaginous yeasts have been studied as an alternative source of lipids and biomass
for food applications, including the development of meat analog products. In this study, the
fatty acid profiles of the biomass from Yarrowia lipolytica CCMA 0357 and Cystofilobasidium
ferigula CCMA 1623 were compared with samples of beef, using a visual heatmap-based
approach. The results indicated overlap in the predominant fatty acids between yeasts and beef,
with emphasis on C16:0 (palmitic) and C18:0 (stearic). In contrast, differences were observed
in the balance between saturated and unsaturated fatty acids. The yeasts showed a higher
proportion of C18:2 (linoleic), whereas the beef samples showed a relatively greater
contribution of C14:0 (myristic). Overall, the findings suggest that yeast lipid biomass shares
predominant fatty acids with beef (mainly C16:0 and C18:0). These results indicate potential
for application as a lipid ingredient; however, confirming performance in meat analog products
depends on complementary evaluations, such as oxidative stability, thermal behavior (melting
profile), and technological performance in formulations (texture and sensory attributes).

Keywords: oleaginous yeasts; fatty acids; crude glycerol; beef; meat analogues.
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1 INTRODUCAO

As leveduras oleaginosas vém demonstrando elevado potencial biotecnoldgico para a
producao de ingredientes alimentares, contribuindo significativamente para a construg¢ao de
sistemas alimentares mais diversificados e sustentaveis (SIVADAS et al., 2026). Esses
microrganismos apresentam atributos que os tornam atrativos para a industria alimenticia,
destacando-se pela notavel versatilidade metabdlica, pela elevada escalabilidade dos
processos de cultivo e pela eficiéncia na sintese de compostos de alto valor agregado, como
os Oleos unicelulares (Single Cell Oils — SCOs) e as proteinas unicelulares (Single Cell
Proteins — SCPs) (PETERSON et al., 2023; SZCZEPANSKA; HAPETA; LAZAR, 2021).

Os Single Cell Oils siao lipidios que microrganismos oleaginosos acumulam no
interior das células, enquanto as Single Cell Proteins correspondem ao aproveitamento da
biomassa microbiana como fonte proteica (AYADI et al., 2018; KOUKOUMAKI et al.,
2024). Esses bioprodutos vém ganhando espaco na biotecnologia alimentar porque podem
funcionar como fontes sustentaveis de nutrientes, produzidas por microrganismos de
crescimento rapido e capazes de utilizar substratos de menor custo, incluindo residuos
agroindustriais (PETERSON et al., 2023). Nesse cendrio, as leveduras se sobressaem por
ajustar o metabolismo as condi¢des do meio e direcionar a rota produtiva para maior acumulo
de lipidios ou maior formacao de biomassa proteica conforme a disponibilidade de nutrientes
(KANTAR; KOUBAA, 2022; SAWANGKEAW; NGAMPRASERTSITH, 2013).

Diversos estudos indicam que os lipidios sintetizados por leveduras oleaginosas
apresentam composicao e perfil de acidos graxos semelhantes aos encontrados em produtos
carneos (Gallego-Garcia et al., 2023; Smaros et al., 2025). Essa semelhanga confere a esses
compostos um papel promissor na formulagdo de alimentos plant-based, atendendo a
crescente demanda por produtos que ndo sejam de origem animal, uma vez que podem
contribuir para reproduzir caracteristicas sensoriais tipicas da carne, como sabor, suculéncia
e textura (SMAROS et al., 2025). No entanto, a predominancia de acidos graxos insaturados
nos oOleos de levedura resulta em uma natureza majoritariamente liquida, o que representa um
desafio para a substituicao de gorduras s6lidas em determinadas formulagdes alimentares, nas
quais a consisténcia e a plasticidade sdo essenciais para a textura e a sensacdo na boca
(SIVADAS et al., 2026).

Nesse cenario, compreender e otimizar a produgao lipidica de leveduras oleaginosas
torna-se fundamental para o avango de alternativas biotecnologicas aplicaveis a industria de
alimentos sustentaveis. Assim, o presente trabalho teve como objetivo otimizar as condi¢des

de cultivo, variando temperatura, concentracdo de ureia e proporcao de glicerol bruto, a fim
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de identificar o conjunto de parametros capaz de favorecer a produgdo de lipidios com
composicao e perfil de 4cidos graxos semelhantes aos encontrados em produtos carneos.
Além disso, buscou-se empregar fontes de baixo custo, como o glicerol bruto e a ureia,
visando reduzir os custos do processo e contribuir para a viabilidade economica e ambiental

da producdo de 6leos microbianos.

2 METODOLOGIA

2.1 Descriciao das etapas do experimento

Figura 1 — Fluxograma das etapas experimentais do trabalho.

MICRORGANISMOS (CCMA)
Yorrowia lipolytica
Cystofilobasidium ferigula >

OTIMIZAGAO DAS CONDIGOES
DE CULTIVO
Selegdo com base no melhor
desempenho e cromatogramas
com boa resolugao.

A

SEGURANCA DAS CEPAS ¢
Avaliacao de biosseguranca por
ensaios de hemdlise, DNAse e

VALIDAGAO EM MAIOR

maior acumulo lipidico e por
acidos graxos mais semelhantes
ao de produtos carneos.

gelatinase.
VOLUME
A4
SELECAO DO MEIO DE CULTIVO
O meio foi selecionado pelo

CARAC'I:ERIZA(;I-AO DO PERFIL
DE ACIDOS GRAXOS E

CONTEUDO PROTEICO

Glicerol
Bruto +
Melaco

-/

Glicerol
Bruto

Fonte: Elaborado pela autora (2026)

Foram utilizadas duas espécies de leveduras oleaginosas pertencentes a Colegdo de
Cultura da Microbiologia Agricola (CCMA): Yarrowia lipolytica e Cystofilobasidium
ferigula. Inicialmente, realizou-se a pré-selecdo por meio de testes de seguranga das cepas,
incluindo ensaios de hemolise, DNAse e gelatinase, visando verificar caracteristicas
relacionadas a biosseguranca.

Na sequéncia, foi conduzida a etapa de selecao do meio de cultivo. As cepas foram
cultivadas em dois meios: um contendo apenas glicerol bruto como fonte de carbono e outro
contendo glicerol bruto suplementado com melaco. Ao final do cultivo, a biomassa foi
coletada e submetida a extragdo lipidica para quantificagdo do actimulo de lipidios. Em

paralelo, o perfil de acidos graxos foi avaliado de forma comparativa, considerando a
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similaridade com produtos carneos. Assim, para cada cepa, foi selecionado o meio que
apresentou maior acumulo lipidico associado ao perfil de 4cidos graxos mais semelhante ao
de produtos carneos, sendo esse o meio empregado nos ensaios subsequentes.

Com o meio selecionado, foram realizados ensaios de otimizacdo das condi¢des de
cultivo, variando-se parametros como concentracdo de glicerol, concentragdo de ureia e
temperatura, com o objetivo de identificar combinagdes que favorecessem maior acumulo de
lipidios. A partir dos resultados, foram escolhidas as condi¢des de melhor desempenho (maior
teor lipidico), priorizando cromatogramas com boa resolugao e picos bem definidos, de modo
a assegurar maior confiabilidade na identificagdo dos compostos, bem como a similaridade
com o perfil lipidico da carne bovina. Assim, foram definidas as condi¢des selecionadas para
a etapa de validacao.

Posteriormente, foi realizada a validagao das condi¢des definidas em maior volume
(300 mL), com a finalidade de confirmar a reprodutibilidade e a consisténcia dos resultados
obtidos (biomassa, lipidios e teor lipidico). Por fim, na etapa de caracterizacdo, as biomassas
produzidas nas condi¢des validadas foram analisadas quanto ao perfil de acidos graxos e ao

conteudo proteico.

2.2 Reativacao e cultivo das leveduras oleaginosas

Conforme estudos prévios e literatura especializada foram selecionadas duas espécies
de leveduras oleaginosas pertencentes a Colecdo de Cultura da Microbiologia Agricola
(CCMA, Universidade Federal de Lavras, Lavras, MG, Brasil) (HUANG et al., 2013;
KARAMEROU; WEBB, 2019; SOUZA et al., 2017, SOUZA; SCHWAN; DIAS, 2014;
CASTRO et al., 2025).

Os microrganismos foram inicialmente reativados em microtubos (Eppendorf)
contendo 2 mL de meio YEPG, composto por 10 g/L de extrato de levedura, 20 g/L de peptona
e 20 g/L de glicose. Em seguida, o cultivo para propaga¢ao do indculo foi realizado em frascos

contendo 200 mL de meio YEPG, incubados por 24 horas a 28 °C.

2.3 Seguranca da cepa

Para investigar a seguranca das cepas selecionadas, foram avaliadas a atividade

hemolitica, atividade de DNase e capacidade de hidrélise de gelatina, segundo a metodologia

descrita por Sales et al., 2023.
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De inicio, as cepas de levedura foram cultivadas em agar sangue (KASVI, Sao José
dos Pinhais, PR, Brasil) e incubadas a 28°C por 48 horas. Entdo, as placas foram examinadas
para detectar sinais de atividade f-hemolitica (halos transparentes ao redor das colonias), a-
hemolitica (halos verdes ao redor das colonias) e y-hemolitica (sem halos ao redor das
coldnias).

Apos o teste anterior, as leveduras foram cultivadas em agar DNase. As placas foram
incubadas a 28°C por 48 horas, seguido da adigao de HCI (IM) as colonias. A formacao de
um halo transparente ao redor das colonias ¢ considerada positiva para producao de DNase.

A producdo de gelatinase das cepas foram avaliadas utilizando agar triptona-
neopeptona-dextrose (gL™': 17,0 triptona, 3,0 neopeptona, 2,5 dextroses, 5,0 NaCl, 2,5
K2HPO4 e 20,0 agar) contendo 0,4% de gelatina. As placas de Petri com o meio foram
inoculadas com a cultura de teste e incubadas a 37°C por 48 horas. Apds a incubacdo, uma
solugdo saturada de sulfato de amonio foi adicionada sobre toda a placa de Petri. O resultado
¢ positivo quando se formam halos transparentes ao redor das colonias.

Os trés testes mencionados foram realizados em triplicatas, e uma cepa de

Staphylococcus aureus foi utilizada como controle positivo.

2.4 Substrato para a producao de lipidios

Os cultivos foram realizados utilizando glicerol bruto e glicerol bruto suplementado
com melaco como fontes de carbono, e ureia como fonte de nitrogénio. O glicerol bruto foi
fornecido pelo Laboratério de Biodiesel da Universidade Federal de Lavras (UFLA), o
melaco foi fornecido pela usina sucroalcooleira e a ureia foi adquirida da empresa Quimica

Moderna.

2.5 Amostras de carne bovina e hamburguer

As amostras de carne bovina foram obtidas em agougue local, localizado na cidade de
Lavras - MG, adquiridas no mesmo dia das analises e mantidas sob refrigeracdo até o
processamento. Foram selecionados os seguintes cortes: paleta, fraldinha, acém e patinho.
Além desses cortes, foi analisado um hamburguer bovino industrializado, adquirido em
comércio local, identificado como Beef Burger com Bacon (marca Friboi). De acordo com as
informagdes do rotulo, o produto € composto por carne bovina, gordura bovina, bacon, agua,
sal, especiarias, antioxidantes e conservantes autorizados para produtos carneos processados.

O produto foi mantido sob refrigeracao e aberto apenas no momento do preparo.
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2.6 Condicoes de cultivo submerso e selecio do meio de cultivo

Cada levedura foi cultivada separadamente em dois meios de fermentacdo. O meio a
base de glicerol bruto foi preparado com (g/L): glicerol bruto (40), ureia (1), glicose (5,0),
Tween 80 (0,5) e CaCl: (1,1), com pH ajustado para 6,0. O meio suplementado com melago
continha (g/L): melago (20), glicerol bruto (10), ureia (1), glicose (5,0), Tween 80 (0,5) e
CaCl: (1,1).

A inoculagdo dos isolados de levedura (107 células/mL) foi realizada em frascos de
250 mL contendo 150 mL de meio de fermentacao. Os frascos foram incubados por 96 horas
a 28 °C, sob agitagdo de 150 rpm, utilizando um agitador orbital (Max 400, modelo 4328;
Thermo Scientific, Marietta, OH, EUA). Foram retiradas amostras do meio de fermentagao
nos tempos de 0, 48 e 96 horas, permitindo o acompanhamento do crescimento das leveduras
por meio da contagem de células na cAmara de Neubauer.

Os ensaios foram realizados em triplicata, seguindo metodologia adaptada
(composi¢do do meio de cultivo) conforme descrito por Souza et al. (2017). Apos o cultivo,
foram realizadas as etapas de extragdo, quantificagdo e a identificacdo dos acidos graxos

presentes nas biomassas, conforme metodologia descrita no item 3.7.2.

2.7 Avaliacao da sintese de lipidios
2.7.1 Planejamento Experimental

ApoOs a selecdo do meio com maior acumulo lipidico, a otimizagdao do cultivo das
cepas Y. lipolytica e C. ferigula foi realizada por meio do Delineamento Composto Central
(DCC). As variaveis avaliadas no processo de otimizagdo estdo apresentadas na Tabela 1, na
qual sdo relacionados os fatores do processo e seus respetivos valores codificados, de acordo

com os niveis inferior, central e superior.

Tabela 1- Parametros utilizados no delineamento composto central rotacional.

Niveis

Parametros Caodigo
-1 0 +1

Concentracao de glicerol bruto (g/L) X1 30 40 50
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Concentracdo de ureia (g/L) X2 0,2 0,5 0,8

Temperatura (°C) X3 18 25 32
Fonte: Elaborado pela autora (2026)

Foram realizados 17 ensaios de acordo com a matriz de planejamento fatorial 2* do

Delineamento Composto Central Rotacional (DCC), conforme apresentado na Tabela 2.

Tabela 2 - Matriz do delineamento composto central 23 para avaliagdo da sintese lipidica
utilizando diferentes concentracdes de glicerol bruto, ureia e temperaturas como
variaveis independentes.

Ensaios Variaveis Variaveis reais
codificadas
X1 X2 X3 Concentracao de glicerol Concentracao de ureia Temperatura

bruto (g/L) (g/L) (°O)

1 -1 -1 -1 30 0,2 18

2 +1 -1 -1 50 0,2 18

3 -1 +1 -1 30 0,8 18

4 +1 +1 -1 50 0,8 18

5 -1 -1 +1 30 0,2 32

6 +1 -1 +1 50 0,2 32

7 -1 +1 +1 30 0,8 32
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Tabela 3 - Matriz do delineamento composto central 2° para avaliagdo da sintese lipidica
utilizando diferentes concentragdes de glicerol bruto, ureia e temperaturas como
variaveis independentes.

Ensaios Variaveis Varidveis reais
codificadas
X1 X2 X3 Concentracio de glicerol Concentracio de ureia Temperatura

bruto (g/L) (g/L) °O)

9 -1 0 0 30 0,5 25

10 +1 0 0 50 0,5 25

11 0 -1 0 40 0,2 25

12 0 +1 0 40 0,8 25

13 0 0 -1 40 0,5 18

14 0 0 +1 40 0,5 32

15 0 0 0 40 0,5 25

16 0 0 0 40 0,5 25

17 0 0 0 40 0,5 25

Fonte: Elaborado pela autora (2026)

Os resultados apresentados pelo modelo experimental aplicado foram avaliados

utilizando o Software Statistica Release versao 7.1, Stat Soft. Inc., USA.

2.7.2 Extracio de lipideos da biomassa de leveduras e amostras de carnes e identificacao

de acidos graxos por CG-MS.

A extragdo dos lipidios provenientes das células leveduriformes foi realizada de
acordo com a metodologia descrita por Souza et al. (2017), com algumas modificagdes.

Inicialmente, a biomassa foi seca em estufa a 70 °C por 12 horas. Em seguida, a biomassa
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seca foi submetida a digestdo acida para rompimento da parede celular das leveduras. Nessa
etapa, o volume total da biomassa seca foi finamente triturado e adicionado a um tubo
contendo 5 mL de HCI 2 M. O tubo foi mantido em banho-maria a 80 °C por 1 hora. Apds
esse periodo, o material foi resfriado e centrifugado a 2.000 rpm por 15 minutos e o
sobrenadante descartado.

A etapa de extragdo lipidica foi conduzida utilizando-se uma solucdo de
cloroféormio/metanol (2:1 v/v). Apds a adicdo da solucdo, a mistura foi centrifugada,
originando um sistema trifasico composto por uma fase inferior liquida (cloroférmio com
lipidios), uma fase interfacial (biomassa residual) ¢ uma fase superior (metanol ¢ agua). A
fase inferior foi cuidadosamente coletada, ¢ o procedimento foi repetido duas vezes para
garantir a extracdo completa dos lipidios. Ao final, os lipidios obtidos foram dissolvidos em
cloroférmio, o solvente foi evaporado e o contetido lipidico foi determinado em base de massa
seca (% p/p). Os lipidios extraidos foram posteriormente convertidos em ésteres metilicos de
acidos graxos (FAMEs), conforme Bellou et al. (2016).

A extracdo de lipidios totais das amostras de carne foi realizada pelo método de Bligh
e Dyer (1959), conforme aplicado para matrizes carneas por Pérez-Palacios et al. (2008). Para
cada amostra, 5 g de carne previamente homogeneizada foram transferidos para recipiente
apropriado e adicionou-se 15 mL da mistura cloroformio:metanol (1:2, v/v), foi realizada a
homogeneizacdao para extragdo dos lipidios. Em seguida, a suspensdo foi centrifugada e
filtrada, e o residuo solido foi submetido a uma nova extragao com 5 mL de cloroféormio. Os
extratos obtidos foram reunidos e adicionou-se 5 mL de 4gua destilada, com agitacdo vigorosa
para formacao do sistema bifasico. ApoOs a separacdo das fases, a fase aquosa superior foi
descartada e a fase orgénica inferior (cloroféormica) foi passada por sulfato de sdédio anidro
para remocdo de umidade. A quantificacdo de lipidios foi realizada apds evaporagdo do
solvente e secagem do extrato lipidico até obtencdo de massa constante.

A analise cromatografica foi realizada de acordo com a metodologia descrita por
Singh et al. (2020), com adaptacdo da coluna. As amostras foram analisadas em um sistema
GC/MS (modelo GCMS-QP2010SE; Shimadzu, Téquio, Japao) equipado com coluna capilar
Rtx-5MS (30 m % 0,25 mm x 0,25 pm) e detector de quadrupolo.

Foi utilizado um sistema de ionizagdo por elétrons (70 eV), com gas de arraste hélio
(99,99%) a um fluxo constante de 1,1 mL/min. A temperatura do injetor foi ajustada para 250
°C e alinha de transferéncia para 220 °C. A programagao do forno iniciou-se a 50 °C, mantida
por 2 min, seguida de aumento de 4 °C/min até 220 °C, permanecendo por 10 min; em seguida

atingiu 250 °C, mantidos por 2 min. Injetou-se 1 uL de amostra no modo split (10:1), e os
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sinais foram registrados no modo varredura total (20—600 m/z). Os acidos graxos foram
identificados por comparagdo dos espectros de massa com a biblioteca NIST (GC/MS
Solution v2.6) e, apds a identificagdo, foi realizada a quantificagao relativa em porcentagem,

considerando-se a soma das areas dos picos igual a 100%.

2.7.3 Analise estatistica

Os dados obtidos apos a realizacdo do item 2.7.2 foram submetidos a andlise de
variancia (ANOVA) e as médias foram comparadas pelo teste de Tukey, utilizando o software
Sisvar (versao 5.6). As diferencgas foram consideradas estatisticamente significativas quando

p <0,05.

2.8 Cultivo em maior volume (300 mL) para valida¢do das condi¢coes otimizadas

Para a etapa de validagao em maior volume (300 mL), foram selecionadas duas condi¢des da
etapa de otimizacao previamente conduzida (Se¢do 2.7), uma para cada linhagem. A escolha
foi feita apds a triagem dos ensaios, considerando o maior teor lipidico, a qualidade do
cromatograma (picos mais intensos € bem resolvidos na regido dos principais acidos graxos)
e a distribuicdo de 4cidos graxos saturados e insaturados (SFA/UFA) mais proxima ao perfil
observado na carne, com o objetivo de assegurar confiabilidade na
identificacao/quantificacdo e orientar a sele¢do das condigdes mais adequadas a comparacao
proposta no estudo. Assim, foram escolhidas as condi¢des correspondentes ao Ensaio 1
(CCMA 0357: 30 g/L de glicerol, 0,2 g/L de ureia e 18 °C) e ao Ensaio 7 (CCMA 1623: 30

g/L de glicerol, 0,8 g/L de ureia e 32 °C) para o cultivo em maior volume.

2.9 Analise de proteinas

Para analise de proteinas totais, 100 mL de biomassa centrifugada foram secos em estufa
a 70 °C até peso constante. A biomassa seca foi triturada em cadinho de porcelana com auxilio
de pistilo. Uma massa de 0,15 g da biomassa foi encapsulada em folha de estanho e analisada
em analisador automatico de nitrogénio LECO® FP828 (LECO Corporation, Michigan, EUA),
para determinagdo da porcentagem de proteinas totais pelo método de combustao de Dumas,
conforme descrito pela AOAC (1990). O teor de proteina bruta foi obtido a partir da

quantifica¢do do nitrogénio total, utilizando-se o fator de conversao 6,25.

3 RESULTADOS
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3.1 Avaliacio da seguranca das cepas por testes enzimaticos

As leveduras Yarrowia lipolytica (CCMA 0357) e Cystofilobasidium ferigula nao
apresentaram atividade hemolitica quando cultivadas em agar sangue, sendo classificadas
como y-hemoliticas, ou seja, sem formagao de halo ao redor das colonias.

Da mesma forma, ambas as cepas nao apresentaram formacgao de halos transparentes
em agar DNase, o que indica auséncia de producao da enzima DNase. No teste de hidrolise
de gelatina, também nao foram observados halos ao redor das colonias, sugerindo que nao
houve atividade de gelatinase. A cepa controle positiva (Staphylococcus aureus) apresentou

os resultados esperados em todos os ensaios, validando a metodologia aplicada.

3.2 Producdes de lipideos pelas leveduras em diferentes meios de cultivo

Tabela 4 - Produgao de lipideos (%) de leveduras em diferentes meios de cultivo.

Meios de cultivo

Leveduras
Melago + glicerol bruto Glicerol bruto SE
Y. lipolytica (CCMA 0357) 27,6Bb 59,6Ba
2,07
C. ferigula (CCMA 1623) 47,3Ab 72,0Aa

Legenda: Letras mintsculas nas linhas comparam meios de cultivo e letras maitisculas nas colunas
comparam as leveduras. Letras diferentes indicam diferenca significativa (p<0,05) pelo teste de
Tukey. Programa estatistico R (R 1386 3.3.3). SE = Erro padrdo

Fonte: Elaborado pela autora (2026).

A Tabela 4 mostra que a produgdo de lipidios pelas leveduras Yarrowia lipolytica
(CCMA 0357) e Cystofilobasidium ferigula (CCMA 1623) variou significativamente entre os
meios de cultivo testados. O meio composto apenas por glicerol bruto proporcionou maior
acimulo lipidico em ambas as espécies, em comparacao ao meio contendo melago e glicerol

bruto.

Tabela 5 - Composi¢ao de 4cidos graxos (%) das leveduras (357 e 1623) em diferentes meios
e da carne bovina (média dos cortes), com somatorios de saturados (XSFA) e
insaturados (XUFA).
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Amostra C14:0 C16:0 C16:1 C18:0 C18:1 C18:2 C18:3 C20:0 C22:0 C24:0 XSFA XUFA

357 0.0 83.6 0.0 7.3 3.4 5.7 0.0 0.0 0.0 0.0 90.9 9.1
GB

357 1.2 55.1 0.5 6.7 0.0 36.5 0.0 0.0 0.0 0.0 63.0 37.0
GBM

1623 2.9 73.2 0.0 8.0 5.2 10.8 0.0 0.0 0.0 0.0 84.0 16.0
GB

1623 1.3 57.5 0.3 10.5 11.1 18.6 0.0 0.4 0.3 0.0 69.9 30.1
GBM

Carne 10.8 32.4 2.7 30.0 14.5 1.1 0.0 0.2 0.0 0.0 73.4 18.3
(média)

Legenda: GB = glicerol bruto; GBM = glicerol bruto suplementado com melago.

Nota: ESFA = saturados; ZUFA = insaturados. “Carne (média)” = média aritmética simples dos
cortes (acém, fraldinha, paleta, patinho e hamburguer) por acido graxo, desconsiderando valores
ausentes.

Fonte: Elaborado pela autora (2026).

Os lipideos das leveduras foram predominio por C16:0 e C18:0, com variacdo dos
insaturados conforme o meio. Para a linhagem 357, o cultivo em glicerol bruto concentrou
maior propor¢do de saturados (ZSFA = 90,9%) e menor de insaturados (ZUFA = 9,1%),
enquanto o meio de melago com glicerol bruto elevou C18:2 e aumentou os insaturados
(ZUFA =37,0%). Na linhagem 1623, o meio de melagco com glicerol bruto aumentou C18:1
(11,1%) e também os insaturados (XUFA = 30,1%) em relagdo ao glicerol bruto (XUFA =
16,0%). A carne bovina (média dos cortes) apresentou maiores propor¢des de C18:0 (30,0%)
e C18:1 (14,5%) e menor propor¢ao de C18:2 (1,1%). Assim, com base nos resultados
obtidos, optou-se por seguir os procedimentos metodologicos com o meio composto apenas
por glicerol bruto, que apresentou maior acimulo lipidico associado a composi¢ao de acidos

graxos mais semelhante ao de produtos carneos.
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3.3 Otimizacao da producio de lipideos sob diferentes condi¢cdes de cultivo em glicerol
bruto

3.3.1 Cystofilobasidium ferigula (CCMA 1623)

Tabela 6 - Matriz de planejamento experimental para a producdo de lipidios e por
Cystofilobasidium ferigula (CCMA 1623) em fermentagdao submersa utilizando
glicerol bruto como substrato, e valores das varidveis independentes utilizadas
no Delineamento Composto Central (Concentragao de carbono, concentracao de
ureia e temperatura).

Variaveis Codificadas - .
Variaveis Reais

Ensaio Contetido
X1 X2 X3 ngcgell;ct::g? 0 Concellltraq:ﬁo Tempel;atura Homogeneizacio lipidico (%)
Bruto (g/1) de ureia (g/L) (C°) (rpm)

1 -1 -1 -1 30 0,2 18 150 15,71
2 +1 -1 -1 50 0,2 18 150 62,81
3 -1 +1 -1 30 0,8 18 150 46,82
4 +1 +1 -1 50 0,8 18 150 74,76
5 -1 -1 +1 30 0,2 32 150 63,16
6 +1 -1 +1 50 0,2 32 150 66,49
7 -1 +1 +1 30 0,8 32 150 63,12
8 +1 +1 +1 50 0,8 32 150 58,97
9 -1 0 0 30 0,5 25 150 30,42
10 +1 0 0 50 0,5 25 150 34,94
11 0 -1 0 40 0,2 25 150 54,23
12 0 +1 0 40 0,8 25 150 59,79
13 0 0 -1 40 0,5 18 150 49,80
14 0 0 +1 40 0,5 32 150 73,33
15 0 0 0 40 0,5 25 150 62,84
16 0 0 0 40 0,5 25 150 50,13
17 0 0 0 40 0,5 25 150 47,45

Fonte: Elaborado pela autora (2026).

A Tabela 6 apresenta a matriz do DCC (17 ensaios) para C. ferigula CCMA 1623,
avaliando glicerol bruto (30, 40, 50 g/L), ureia (0,2, 0,5, 0,8 g/L) e temperatura (18, 25, 32
°C), com homogeneizagao constante (150 rpm). O contetdo lipidico foi de 15,71% a 74,76%,
com maior valor no ensaio 4 ¢ menor no ensaio 1, evidenciando o efeito das condi¢des de
cultivo sobre o actimulo lipidico. Com base no modelo ajustado, as superficies de resposta e

a funcao de desejabilidade foram utilizadas para indicar a regido de maior teor lipidico.
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Figura 2 — Superficies de resposta (A e B), Diagrama de Pareto (C), grafico de desejabilidade
(D) para otimizagdo do teor lipidico para a Cystofilobasidium ferigula.
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Fonte: Elaborado pela autora (2026)

No diagrama de Pareto (C), observam-se os fatores com efeito estimado estatisticamente
significativo (p<0,05), bem como o sentido do efeito (sinérgico ou antagdnico). Glicerol,
temperatura e a interacdo entre esses fatores apresentaram os maiores efeitos sobre a resposta.
As interagdes temperaturaxglicerol e temperaturaxureia exibiram efeito antagonico,
indicando dependéncia entre essas variaveis na produgdao de lipidios. Em contraste, a
temperatura apresentou efeito sinérgico, de modo que seu aumento tende a elevar a produgao
lipidica. Para o glicerol, o termo quadratico apresentou efeito antagdnico e o termo linear,
efeito sinérgico. Nos graficos de superficie de resposta (A e B), as regides de maior produgdo
lipidica foram observadas, na superficie A, em 18 °C com 0,8 g/L de ureia e em 32 °C com
0,2 ou 0,8 g/L de ureia; e, na superficie B, em 18 °C com aproximadamente 48 g/L de glicerol
ou em 32 °C com cerca de 40 g/L de glicerol. J& o grafico de desejabilidade (D) indicou como
condicdo predita para maior producao lipidica a combinacao de 32 °C, 0,2 g/L de ureia e 40

g/L de glicerol.
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3.3.2 Yarrowia lipolytica (CCMA 0357)

Tabela 7 - Matriz de planejamento experimental para a produc¢do de lipidios e por Yarrowia
lipolytica (CCMA 0357) em fermentacao submersa utilizando glicerol bruto
como substrato, e valores das variaveis independentes utilizadas no Delineamento
Composto Central (Concentragdo de carbono, concentracdo de ureia e
temperatura).

Variaveis Codificadas ci . .
Variaveis Reais

Ensaio C(.)n’te.lido
X1 X2 X3 ancen}trag:ﬁo Concentra¢io Temperatura Homogeneizacio hlz(l)zl)c ’
e glicerol " reia (g/L) (C°) (rpm)
Bruto (g/L)
1 -1 -1 -1 30 0,2 18 150 51,79
2 +1 -1 -1 50 0,2 18 150 51,63
3 -1 +1 -1 30 0,8 18 150 47,83
4 +1 +1 -1 50 0,8 18 150 61,85
5 -1 -1 +1 30 0,2 32 150 34,00
6 +1 -1 +1 50 0,2 32 150 15,91
7 -1 +1 +1 30 0,8 32 150 26,09
8 +1 +1 +1 50 0,8 32 150 31,00
9 -1 0 0 30 0,5 25 150 21,74
10 +1 0 0 50 0,5 25 150 17,50
11 0 -1 0 40 0,2 25 150 30,10
12 0 +1 0 40 0,8 25 150 30,42
13 0 0 -1 40 0,5 18 150 69,71
14 0 0 +1 40 0,5 32 150 31,21
15 0 0 0 40 0,5 25 150 64,60
16 0 0 0 40 0,5 25 150 58,17
17 0 0 0 40 0,5 25 150 80,83

Fonte: Elaborado pela autora (2026).

Na Tabela 7 consta a matriz do DCCR e os teores lipidicos obtidos para Yarrowia
lipolytica (CCMA 0357) sob diferentes combinagdes de concentracao de glicerol bruto, ureia
e temperatura. O contetdo lipidico registrado nos ensaios situou-se entre 15,91% (Ensaio 6)
e 80,83% (Ensaio 17). Com base no modelo ajustado, as superficies de resposta e a fungao de

desejabilidade foram utilizadas para indicar a regido de maior teor lipidico.
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Figura 3 — Superficies de resposta (A e B), Diagrama de Pareto (C), grafico de desejabilidade
(D) para otimizagao do teor lipidico para a Yarrowia lipolytica.
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Fonte: Elaborado pela autora (2026)

Na figura 3 observa-se que a temperatura (linear) foi o fator de maior impacto sobre
o teor lipidico, apresentando efeito negativo, o que indica que o aumento desse parametro, de
forma isolada, pode reduzir a resposta. Por outro lado, o efeito quadratico da temperatura
mostrou-se positivo, sugerindo que hd uma faixa 6tima onde o incremento desse fator
favorece o acumulo de lipidios. O glicerol (quadratico) também apresentou efeito negativo,
evidenciando que concentragdes muito elevadas comprometem o processo, embora seu efeito
linear tenha sido pouco expressivo. A ureia (quadratica) exibiu contribuicdo negativa,
enquanto as interagdes avaliadas tiveram menor influéncia, destacando-se apenas a interacao
2Lby3L, com efeito positivo, mas de baixa magnitude. De forma geral, a temperatura se
destaca como principal variavel de controle, seguida pelo glicerol, enquanto a ureia exerceu

influéncia secundaria.
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Os graficos de superficie de resposta representam as condigdes mais favoraveis a
producdo lipidica. Para Yarrowia lipolytica estdo na faixa de 18 a 22 °C, com concentragdes
de glicerol entre 42 ¢ 52 g/L e de ureia entre 0,4 ¢ 0,6 g/L. O gréfico de desejabilidade indicou
como condicdo 6tima predita a temperatura de 20 °C, 0,5 g/L de ureia e 40 g/L de glicerol,

atingindo desejabilidade proxima de 1,0.
3.3.3 Composicao de acidos graxos e somatorio de saturados/insaturados nos ensaios

pré-selecionados

Tabela 8 - Perfil de acidos graxos (% area) dos ensaios pré-selecionados apos a otimizagao e
somatorio de saturados e insaturados.

Amostras C14:0 C16:0 C16:1 C18:0 C18:1 C18:2 C18:3 C20:0 C22:0 C24:0 x x
Saturados Insaturados
(SFA) (UFA)
357(1) 1,07 41,36 0,99 6,71 10,55 39,03 0,00 0,00 0,29 0,00 49,42 50,58
357 (15) 1,40 31,14 0,43 1,66 3,32 62,05 0,00 0,00 0,00 0,00 34,20 65,80
357 (16) 0,75 34,72 1,70 554 10,08 46,69 0,00 0,26 0,26 0,00 41,53 58,47
1623 (15) 6,73 79,06 0,00 0,00 12,25 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 87,75 12,25
1623 (6) 221 71,66 0,18 9,76 6,32 9,87 0,00 0,00 0,00 0,00 83,62 16,38
1623 (7) 1,56 61,45 0,23 10,20 937 16,78 0,00 0,00 0,41 0,00 73,62 26,38

Legenda: Os valores foram calculados como média ponderada em % de area a partir dos compostos
identificados e agrupados por classe de acido graxo; XSFA e LUFA correspondem ao somatorio das
fragOes saturadas e insaturadas.

Fonte: Elaborada pela prépria autora (2026)

Apos a etapa de otimizagdo, foram selecionados ensaios candidatos a validagao com

base em dois critérios principais: acimulo lipidico (Tabelas 6 ¢ 7) e qualidade analitica do
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extrato, considerando a estabilidade do cromatograma e a presenca de picos mais bem
definidos. A partir dessa pré-selecdo, para Y. lipolytica (CCMA 0357) foram escolhidos os
ensaios 1, 15 e 16, e para C. ferigula (CCMA 1623) os ensaios 15,6 ¢ 7.

Com base na média ponderada (% area) do perfil de acidos graxos, observou-se
predominancia de 4cidos graxos de cadeia C16 e C18 em ambas as leveduras (Tabela 5). Para
a CCMA 0357, o ensaio 1 apresentou distribui¢do mais equilibrada entre saturados e
insaturados (ZSFA = 49,42%,; LUFA = 50,58%), enquanto os ensaios 15 ¢ 16 mostraram
maior participacao de insaturados. Para a CCMA 1623, houve predominancia de saturados
em todos os ensaios avaliados, com maior fracdo de insaturados no ensaio 7 (XUFA =
26,38%) em comparagdo aos ensaios 6 e 15. Dessa forma, a combinagdo entre teor lipidico,
qualidade cromatografica e perfil de 4cidos graxos embasou a escolha do ensaio 1 para a
levedura 357 e do ensaio 7 para a levedura 1623, os quais foram conduzidos para a etapa de

validacdo em maior volume (300 mL).

3.4 Teor de lipidios nos diferentes cortes de carne e no hamburguer

Tabela 9 - Teor lipidico (%) das amostras de carne (média e desvio padrdo).

Amostra Al A2 A3 Média Desvio
padrio
Patinho 6,4 8,2 6,4 7,0 1,04
Fraldinha 4,6 7,8 7,0 6,5 1,67
Acém 5,8 7,6 5,2 6,2 1,25
Paleta 9,0 11,0 13,2 11,1 2,10
Hamburguer 33,2 27,6 344 31,7 3,63

Fonte: Elaborado pela autora (2026)

O teor lipidico (Tabela 9) obtido com o corte patinho ficou com média de 7,0%. A
fraldinha e o acém apresentaram valores proximos, em torno de 6 a 7%. Ja a paleta mostrou
quase o dobro dessa gordura, chegando a 11,1%. O hamburguer foi o que mais se destacou:

apresentou cerca de 31,7% de gordura.

3.5 Desempenho na valida¢do das condi¢des otimizadas
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Tabela 10 — Biomassa, lipidios e teor lipidico obtidos na validagdo nas condi¢des otimizadas.

Linhagem Biomassa (g/L) Lipidios (g/L) Teor lipidico (%)
Yarrowia lipolytica 2,86 £0,56 1,85+0,32 65,10 + 4,66
Cystofilobasidium ferigula 0,75 £ 0,13 0,37 £ 0,07 49,42 + 0,99

Nota: valores apresentados como média + desvio padrao.

Fonte: Elaborado pela autora (2026)

A Tabela 10 consta os resultados obtidos para biomassa, lipidios e teor lipidico nas
condicdes otimizadas para cada linhagem. A linhagem Yarrowia lipolytica apresentou
maiores  valores médios de biomassa e de lipidios em comparacao
a Cystofilobasidium ferigula. Além disso, o teor lipidico na biomassa para a 357 foi 65,10 +
4,66% e em relacao a 1623 foi de 49,42 + 0,99%.

Tabela 11 — Perfil de 4cidos graxos (%) dos lipidios de leveduras na validagdo em maior
volume (300 mL).

Acidos Graxos Y. lipolytica CCMA 0357 C. ferigula CCMA 1623
(%) (%)
C12:0 0,60 + 0,40 0,23+ 0,10
C14:0 0,98 + 0,09 2,76 + 0,80
C16:0 36,38 + 0,63 29,46 £ 10,67
C16:1 1,00+ 0,12 2,74+ 0,94
C16:2 0,05 + 0,05 0,33+0,13
C18:0 7,13+ 0,80 6,42 + 2,68
C18:1 15,33 + 0,59 16,12 4,73
C18:2 36,68 + 1,34 40,15 + 18,81
C20:0 0,89 + 0,32 1,07+ 0,56
C20:2 0,03 £ 0,05 0,30 0,12
C22:0 0,93 + 0,45 0,42+ 0,18
SFA 46,91 + 1,13 40,35 + 14,92
UFA 53,09+ 1,13 59,65 + 14,92

Legenda: Média + desvio padrdo; SFA = 4cidos graxos saturados; UFA = 4dcidos graxos

insaturados.

Fonte: Elaborado pela autora (2026)
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Quanto ao perfil de 4acidos graxos, ambas as linhagens apresentaram predominancia
de acidos graxos C16 e C18, com destaque para C16:0, C18:0, C18:1 e C18:2 (Tabela 11).
Em 357, os principais componentes foram C16:0 e C18:2, seguidos de C18:1 e C18:0. Em
1623, também houve maior participagdo de C18:2 e C16:0, com C18:1 e C18:0 (Tabela 11).

3.6 Comparacao do perfil de acidos graxos

Figura 4 — Heatmap do perfil de acidos graxos em altas concentragdes nas amostras analisadas.
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Fonte: Elaborado pela autora (2026)

Figura 5 — Heatmap do perfil de acidos graxos em baixas concentragdes nas amostras
analisadas.
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Fonte: Elaborado pela autora (2026).

As amostras de leveduras (Y. lipolytica e C. ferigula) e as amostras de carne bovina
(BC1 = acém; BC2 = fraldinha; BC3 = paleta; BC4 = patinho; BC5 = hamburguer)
apresentaram, em comum, os acidos graxos predominantes em maiores concentragdes: C14:0,
C16:0, C18:0 e C18:2. Nas leveduras, o perfil foi marcado por maior concentragdo de C16:0,
C18:0 e C18:2. Nas carnes bovinas, destacaram-se principalmente C14:0, C16:0 e C18:0, com

C14:0 em propor¢do mais elevada na carne, enquanto C18:2 apresentou maiores teores nas

leveduras.

Na faixa de menores concentragdes (Figura 5), os dcidos graxos mais evidentes foram
C14:0 e C14:1 para os cortes bovinos e C16:1 para ambas as amostras. Os demais acidos graxos,
como os de cadeia curta (C8:0, C10:0 e C12:0) e os de cadeia mais longa (> CI18:1)

apresentaram valores muito baixos na maioria das amostras.

3.7 Analise de Proteinas

Tabela 12 — Teor de proteinas totais (%) na biomassa seca em condi¢des otimizadas.

Amostra Y. lipolytica CCMA 0357 C. ferigula CCMA 1623 (%)
(%)
Amostra 1 16,3 12
Amostra 2 16,4 12,1
Amostra 3 16,5 12,2
Média = DP 16,4 +0,1 12,1 +£0,1

Fonte: Elaborado pela autora (2026).
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Nas condi¢des otimizadas de cultivo, correspondentes ao ensaio 1 para Yarrowia
lipolytica e ao ensaio 7 para Cystofilobasidium ferigula, observou-se diferenca no teor de
proteinas totais na biomassa seca. A cepa 357 apresentou teor médio de proteinas totais de 16,4

+ 0,1% (m/m), enquanto a cepa 1623 apresentou 12,1 £ 0,1% (m/m) (Tabela 12).

4 DISCUSSAO

A auséncia de atividade hemolitica, DNase e gelatinase indica que as cepas avaliadas
ndo apresentaram fenotipos normalmente investigados em testes de seguranga microbiologica.
Em leveduras com potencial de uso alimentar e biotecnoldgico, a auséncia dessas atividades ¢
vista como um resultado favoravel, pois reduz indicios de comportamento associado a
viruléncia e reforca a adequacdo das cepas para esse tipo de aplicacao (RICETO et al., 2015;
FERNANDEZ-PACHECO et al., 2021; MO et al., 2024).

Para Y. lipolytica, os achados refor¢am seu histérico de uso seguro. A espécie ¢
classificada como GRAS (Generally Recognized As Safe) pela FDA e tem ampla aplicagdo
industrial, incluindo produgdo de biomassa, acidos graxos poliinsaturados e proteinas
unicelulares (GROENEWALD et al., 2014; PAPANIKOLAOU; AGGELIS, 2011;
GONCALVES et al,, 2014). Assim, a auséncia de fatores de viruléncia nas cepas avaliadas
sustentam a adequagdo para processos que demandam rigor microbioldgico, como formulagdes
alimentares e obtencao de insumos biotecnoldgicos.

No caso de Cystofilobasidium ferigula, apesar de ainda haver lacunas na literatura
quanto a caracteriza¢do toxicoldgica, os resultados deste estudo apontam para um perfil
microbiologico seguro. A cepa foi isolada de frutos de café, alimento amplamente consumido
mundialmente e sem relatos de efeitos adversos associados ao consumo. Martinez et al. (2021)
observaram predominancia do género Cystofilobasidium na comunidade eucaridtica associada
a graos de café em diferentes altitudes, com maior prevaléncia em regides de clima mais ameno.
Em ambientes industriais de bebidas, Cystofilobasidium ferigula foi identificada apenas em
amostras de ar, enquanto outras leveduras nao-Saccharomyces (por exemplo,
Wickerhamomyces anomalus e Candida pararugosa) ocorreram em matérias-primas,
superficies e produtos. Considerando essa ocorréncia restrita e a auséncia de relatos de
associagdo com deterioracdo de bebidas, sugere-se um potencial reduzido de impacto

microbiolégico (SOHLBERG; SARLIN; JUVONEN, 2022).
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Atendida a etapa de seguranca, a avaliagdo do desempenho em cultivo considerou
diferentes fontes de carbono, uma vez que a composi¢do do meio influencia diretamente o
crescimento celular e o rendimento lipidico em leveduras oleaginosas (KANTAR; KOUBAA,
2022). Os resultados mostram que ambas as espécies acumularam lipidios intracelulares em
niveis expressivos, com melhor desempenho no meio contendo apenas glicerol bruto. Nesse
meio, Y. lipolytica atingiu 59,6% de acumulo lipidico e C. ferigula 72,0%, valores superiores
aos obtidos no meio contendo melaco e glicerol bruto (27,6% e 47,3%, respectivamente). Isso
indica maior eficiéncia do glicerol bruto como fonte de carbono para a biossintese lipidica nas
condi¢cdes avaliadas. Nos diferentes meios avaliados, o perfil de dcidos graxos, de modo geral,
permaneceu concentrado nas cadeias majoritarias (C16—C18), aproximando-se ao conjunto de
acidos graxos dos cortes de carne. No entanto, o glicerol bruto se destacou quanto a producao
lipidica, favorecendo sua escolha para a continuidade do estudo.

Ainda assim, o melago permanece atrativo, especialmente para produg¢do de biomassa,
por ser um substrato de baixo custo e rico em compostos relevantes ao metabolismo
fermentativo, como discutido por Rakicka et al. (2015). Nessa perspectiva, estratégias
combinadas tém sido propostas, utilizando melago para a etapa de produg¢ao de biomassa e
glicerol para a etapa posterior de produgdo de lipidios, explorando o melhor desempenho de
cada substrato ao longo do processo.

A literatura reforcga que a eficiéncia de melago e glicerol pode variar conforme a espécie
e as condi¢des de cultivo. Kongruang, Roytrakul e Sriariyanun (2020) observaram melhor
desempenho do melaco do que do glicerol bruto para acimulo lipidico, com destaque para
Rhodotorula toruloides TISTR 5154 (32,35% de lipidios), enquanto apenas R. graminis
apresentou desempenho relevante em glicerol (KONGRUANG; ROYTRAKUL;
SRIARIYANUN, 2020). Em Pichia guilliermondii, o uso de glicerol bruto combinado a licor
de milho (CSL) e sais minerais resultou em elevada producao de biomassa (24,47 g/L) e teor
lipidico de 52,09%, além da sintese de bioemulsificante e do aproveitamento da biomassa
residual como fonte proteica e de carboidratos para alimentacao animal (KUMAR et al., 2017).
Em conjunto, esses achados apoiam a viabilidade de residuos industriais, como glicerol e
melaco, dentro de modelos de biorrefinaria voltados a producao de biodiesel e coprodutos de
maior valor agregado.

Na etapa de otimizagdo, ficou evidente que as duas espécies respondem de forma
distinta as condi¢des de cultivo, refletindo diferengas metabodlicas relevantes para a produgdo
de lipidios. Em Y. lipolytica, os melhores resultados ocorreram em temperaturas mais baixas

(18-22 °C), com glicerol bruto entre 20 e 30 g/L e ureia em torno de 0,3-0,4 g/L. Esse padrao
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sugere que a reducdo de temperatura tende a limitar o crescimento e favorecer o
redirecionamento do carbono para sintese e acimulo de lipidios, comportamento descrito em
leveduras oleaginosas sob condic¢des de estresse, incluindo variagdes de temperatura (SITEPU
et al., 2014). Duman-Ozdamar et al. (2022) também relataram maior aciimulo lipidico em Y.
lipolytica em temperaturas relativamente baixas (20-25 °C), em concordancia com o observado
neste trabalho. Além disso, a limitacao de nitrogénio (ureia) atua como gatilho classico para
lipogénese, reduzindo a sintese proteica e favorecendo o acimulo de carbono na forma de
triacilglicerois (CALVEY et al., 2016).

Ja C. ferigula apresentou melhor desempenho em temperaturas mais elevadas (30-34
°C), com glicerol entre 42 ¢ 52 g/L e ureia em torno de 0,8—0,9 g/L. Essa resposta pode estar
associada a uma fisiologia mais tolerante ao calor moderado e capaz de sustentar atividade
metabolica em condi¢des mais intensas. Rezanka, Kolouchova e Sigler (2016) mostraram que
temperaturas mais altas (25-30 °C) podem favorecer o acumulo de lipidios neutros em
leveduras, enquanto temperaturas mais baixas estimulam a sintese de fosfolipidios. Dessa
forma, os dados sugerem que, para C. ferigula, o aumento de temperatura se relaciona ao maior
actimulo lipidico observado no intervalo avaliado. Além disso, a resposta ao glicerol variou
com a concentracdo: em niveis moderados houve estimulo a producdo de lipidios, enquanto
concentragdes elevadas reduziram o acumulo, possivelmente por estresse osmotico e/ou
limitag¢des no transporte e assimilacdo do substrato (PAPANIKOLAOU; AGGELIS, 2011).

Em relacdo a similaridade com produtos cérneos, foram analisados cortes de carne
bovina e um produto processado. Patinho e acém apresentaram teores lipidicos entre 6% e 7%,
compativeis com dados oficiais (NEPA, 2011), confirmando o perfil de cortes magros. A
fraldinha, embora descrita em referéncia oficial com teores mais elevados quando analisada
sem a camada de gordura visivel (NEPA, 2011), mostrou valores préximos aos cortes magros
neste estudo, o que pode estar relacionado a retirada dessa gordura durante a preparagdo. A
paleta apresentou teor intermediario, em torno de 11%, possivelmente devido a maior propor¢ao
de gordura intermuscular nessa regido (FELICIO, 2013). O hamburguer apresentou o maior
valor (31,7%), resultado consistente com a adicdo de gordura em sua formulagdo. Esse teor
supera o limite de 25% estabelecido pelo RTIQ no Brasil (BRASIL, 2022) e ilustra como
produtos processados concentram lipideos para garantir sabor e suculéncia (JORGE;
MALACRIDA, 2014).

Nas condicdes otimizadas de cultivo (ensaio 1 para a cepa 357 e ensaio 7 para a cepa
1623), Yarrowia lipolytica CCMA 0357 apresentou teor médio de proteinas totais de 16,4 +
0,1% (m/m) na biomassa seca, enquanto Cystofilobasidium ferigula CCMA 1623 apresentou
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12,1 £ 0,1% (m/m). Considerando o cultivo em glicerol bruto sob limitagdo de nitrogénio, ¢
esperado que o teor de proteina na biomassa ndo seja elevado, uma vez que a restricdo de N
reduz a sintese de componentes nitrogenados e favorece o acumulo de lipidios de reserva (TAG)
em leveduras oleaginosas (PAPANIKOLAOU; AGGELIS, 2011). Em Y. lipolytica, Kamzolova
et al. (2022) reportaram teores de proteina entre 0,19 e 0,22 g/g de biomassa seca (=19-22%,
m/m), faixa proxima a obtida neste trabalho para a cepa CCMA 0357 (16,4%), o que reforga
que o teor proteico observado aqui estd dentro do esperado para cultivos sob limitacdo de
nitrogénio.

Quando os teores de proteina das biomassas sdo comparados aos de cortes bovinos, fica
claro que os valores obtidos neste trabalho foram menores. Em novilhas mestigas terminadas
em confinamento, Macedo et al. (2008) encontraram 20,96% de proteina no acém, 21,99% na
alcatra, 21,18% no contrafilé, 21,30% no coxao mole ¢ 21,33% no patinho. Isso indica que, nas
condi¢des empregadas, a biomassa produzida ndo se destacou pelo alto teor proteico. No
entanto, esse resultado faz sentido quando se considera a estratégia de cultivo adotada. Como o
meio apresentava baixa disponibilidade de nitrogénio, as leveduras tenderam a direcionar seu
metabolismo para o acimulo de lipidios de reserva, em vez de priorizar a formagdo de nova
biomassa e a sintese de proteinas. Portanto, o menor percentual proteico observado ndo deve
ser visto como uma limitagao do processo, mas como uma consequéncia esperada de um cultivo
conduzido para favorecer uma biomassa mais oleaginosa (PAPANIKOLAOU; AGGELIS,
2011; HAPETA; KERKHOVEN; LAZAR, 2020).

A comparacdo entre os perfis lipidicos da carne bovina e das leveduras mostrou
convergéncia nos acidos graxos majoritarios. Esse ponto ¢ relevante porque a fragdo
predominante tende a determinar caracteristicas fisicas da fase lipidica (ponto de fusdo e
consisténcia) e atributos sensoriais associados a gordura (JORGE; MALACRIDA, 2014; RIOS
et al., 2014). A andlise por heatmap (Figuras 4 e 5) evidenciou, em ambos 0s grupos,
predominancia de acidos graxos na faixa C16—C18, com destaque para o acido palmitico
(C16:0), o acido estearico (C18:0) e o acido oleico (C18:1). Isso sugere manutencdo de
componentes de cadeia longa frequentes na fracdo lipidica da carne, o que ¢ favoravel para
aplicagdo como matriz lipidica em formulacdes alimentares (RIOS et al., 2014).

Entre os acidos graxos em menor proporcao, o C14:0 (miristico) apareceu mais
associado as amostras de carne e, mesmo em baixos teores, pode contribuir para a fracao solida
e para maior firmeza da fase lipidica por ser um saturado com ponto de fusdo superior ao de
acidos graxos insaturados (ISEO, 2006; DEVI; KHATKAR, 2016). Ja entre os majoritarios,

observa-se contribuicdo mais expressiva de C18:2 (4cido linoleico) nas amostras de leveduras,
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especialmente em Yarrowia lipolytica. Trata-se de um acido graxo essencial (ndo sintetizado
pelo organismo humano) e, em humanos, maior ingestdo de C18:2 (particularmente quando
substitui parte da gordura saturada) tem sido associada a melhora de marcadores lipidicos,
incluindo reducao de LDL, em revisoes e meta-analises (WANG et al., 2023). Assim, a maior
participagdo de C18:2 no 6leo microbiano pode ser vista como atributo nutricional relevante e
com potencial de agregacdo de valor em formulagdes alimentares. E importante considerar que
o perfil de 4cidos graxos em leveduras oleaginosas pode ser modulado por condi¢des de cultivo
(por exemplo, temperatura e disponibilidade de oxigénio), permitindo direcionar o equilibrio
entre saturagdo e insaturacdo dentro do grupo principal (C16—C18) conforme o objetivo
tecnolégico do produto (DUMAN-OZDAMAR et al., 2026).

Os resultados deste trabalho reforcam o potencial biotecnoldgico das leveduras
avaliadas, tanto pelo aproveitamento de substratos alternativos quanto pela produgdo de
biomassa e lipidios de interesse industrial. Soma-se a isso o fato de as cepas ndo terem
apresentado caracteristicas indesejaveis nos testes de seguranca microbioldgica, o que fortalece
essa perspectiva de aplicacdo. Em Yarrowia lipolytica, esse potencial confirma a versatilidade
de uma espécie ja& amplamente reconhecida na literatura para aplicagdes em alimentos e
bioprocessos. Ja em Cystofilobasidium ferigula, os resultados ganham destaque por envolver
uma levedura ainda pouco explorada, o que amplia a importancia do estudo e indica novas
possibilidades de investigacdo. Como perspectiva, estudos futuros podem aprofundar a
caracteriza¢ao do oleo obtido e avaliar ajustes nas condi¢des de cultivo capazes de direcionar a
sintese lipidica para perfis mais adequados a aplicagdo desejada, inclusive com maior propor¢ao
de 4cidos graxos saturados (ZINJARDE, 2014; DE CASTRO et al., 2025; DUMAN-
OZDAMAR et al., 2022).

5 CONCLUSAO

Este trabalho demonstrou o potencial de Yarrowia lipolytica CCMA 0357
e Cystofilobasidium ferigula CCMA 1623 para produzir 6leo microbiano e biomassa a partir
de substratos residuais (glicerol bruto e melago), refor¢ando a viabilidade de um processo
com foco sustentavel. Dentro do que foi avaliado, os resultados atendem aos critérios de
seguranca de cepa considerados. A otimizacao (Pareto, mapas de calor e ponto 6timo) ajudou
a identificar as condigdes mais favordveis e a direcionar o cultivo, com confirmac¢ao do
desempenho nas condi¢gdes selecionadas. Em glicerol bruto, foram obtidos altos teores

lipidicos, com 59,6% para Y. lipolytica e 72,0% para C. ferigula, além de uma fragdo proteica
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em torno de ~16% para Y. lipolytica e ~12% para C. ferigula. O 6leo produzido apresentou
perfil dominado por 4cidos graxos C16—C18 (C16:0, C18:0, C18:1 e C18:2), com destaque
para a presenca de C18:2 (linoleico) nas leveduras, o que agrega relevancia nutricional ao
produto. Por fim, os dados indicam que esse perfil pode ser ajustado por condi¢des de cultivo,

permitindo adequar o 6leo as diferentes aplicagdes desejadas.
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TERCEIRA PARTE

CONSIDERACOES FINAIS

Este trabalho investigou leveduras oleaginosas como alternativa biotecnologica para
gerar biomassa e lipidios a partir de glicerol bruto, com potencial aplicacdo futura em produtos
analogos carneos. O objetivo geral foi selecionar uma cepa com capacidade de sintese e
acumulo de acidos graxos alvos, principalmente saturados e monoinsaturados, ¢ avaliar a
biomassa também como possivel fonte de proteinas.

Nos ensaios de seguranga, ndo foram observadas atividades hemolitica, DNase e
gelatinase nas duas cepas, indicando perfil microbioldgico favoravel nas condigdes avaliadas.
Para Y. lipolytica, os resultados acompanham seu historico de uso seguro. Para C. ferigula,
apesar das lacunas na literatura, os dados obtidos apontam baixo potencial de viruléncia.

Quanto aos substratos, o glicerol bruto foi o mais eficiente para o acimulo lipidico em
ambas as espécies: 59,6% em Y. lipolytica e 72,0% em C. ferigula. No meio com melago e
glicerol bruto, os valores foram menores (27,6% e 47,3%, respectivamente). Além disso, as
cepas em ambos 0s meios mantiveram predominancia de acidos graxos na faixa C16—C18, com
destaque para C16:0, C18:0 e C18:1, e presenca de C18:2 nas leveduras.

A otimizagdo evidenciou respostas diferentes entre as espécies. Em Y. lipolytica, o
melhor desempenho ocorreu em 18-22 °C, com glicerol entre 20 e 30 g/L e ureia em torno de
0,3-0,4 g/L. Ja C. ferigula apresentou maior acimulo lipidico em 30-34 °C, com glicerol entre
42 e 52 g/L e ureia em torno de 0,8-0,9 g/L, indicando demandas de processo distintas.

Nas condi¢des otimizadas (ensaio 1 para 357 e ensaio 7 para 1623), Y. lipolytica
apresentou maior teor de proteinas totais na biomassa (16,4 + 0,1%) do que C. ferigula (12,1 +
0,1%). Em termos de lipidios, os perfis de 4acidos graxos foram dominados por C16—C18, com
C16:0, C18:0 e C18:1, em consonancia com os principais componentes da fragdo lipidica da
carne bovina. Observou-se ainda maior contribui¢cdao de C18:2 nas leveduras ¢ C14:0 nos cortes
de carne.

Como limitacdo do estudo, o aumento de escala em biorreator nao foi realizado no
periodo, sendo uma etapa recomendada para validar o desempenho em condigdes mais
proximas do processo industrial. Assim, como perspectiva futura, recomenda-se aprofundar a
avaliacdo do perfil lipidico por testes de estabilidade oxidativa, executar o escalonamento,

avaliar reprodutibilidade com diferentes lotes de glicerol bruto e realizar testes aplicados de
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estabilidade e formulagdo em matriz alimentar, mantendo o foco na aplicagdo em analogos

carneos.
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