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RESUMO 

 
 

PRODUÇÃO DE ÁCIDOS GRAXOS POLI-INSATURADOS POR 
FERMENTAÇÃO SUBMERSA 

 
 

AUTOR: Simara Somacal 
ORIENTADOR: Dr. Marcio Antonio Mazutti 

COORIENTADOR: Dra. Raquel Cristine Kuhn 
 

 
O objetivo deste trabalho foi produzir ácidos graxos poli-insaturados (PUFAs) 
por fermentação submersa a partir do fungo Mortierella isabellina. Um 
planejamento experimental Plackett Burman foi delineado para avaliar as 
melhores condições para produção de PUFAS em frascos agitados. Foram 
avaliados três diferentes componentes do meio de cultura (extrato de levedura, 
peptona e sacarose) e três parâmetros de fermentação (agitação, temperatura 
e pH). Através dos resultados obtidos no planejamento experimental, novos 
ensaios foram definidos com o aumento da concentração de extrato de 
levedura. As fermentações foram realizadas em frascos Erlenmeyers com 10% 
de inoculo (v/v) durante 120h e a composição de micronutrientes ((NH4)2SO4, 
FeSO4.7H2O,  MnSO4.H2O, MgSO4. 7H2O) foi mantida fixa. Na melhor condição 
definida em frascos agitados foi realizada a ampliação da fermentação para 
biorreator STR, com 2,5 L de meio de cultura e 10 % de inoculo (v/v) durante 
120h. Um delineamento composto central 2² foi definido para avaliar o efeito 
das variáveis agitação e aeração na produção de biomassa fúngica,  lipídeos e 
no perfil dos ácidos graxos. A fração lipídica foi extraída a partir da biomassa 
seca da fermentação e os ácidos graxos foram analisados por cromatografia 
em fase gasosa. Os resultados da fermentação em frascos agitados 
demonstraram que somente a variável extrato de levedura teve efeito 
significativo (p<0,1) na produção de PUFAs sendo este efeito positivo. O maior 
percentual de PUFAs produzidos (28,17%) foi obtido na maior concentração de 
extrato de levedura (3,75 g/L). Os resultados obtidos na fermentação em 
biorreator demonstraram que as variáveis agitação e aeração não foram 
estatisticamente significativas (p<0,1) para o acúmulo de PUFAs e lipídeos 
dentro das faixas avaliadas. Entretanto a agitação teve efeito significativo 
positivo na produção de biomassa. Foi observada a presença dos ácidos 
graxos da família n-3 (ácido α-linolênico, ácido eicosapentaenóico e ácido 
docosaexaenóico) e da família n-6 (ácido linoléico e o ácido γ-linolênico). Em 
vista dos resultados obtidos, pode-se concluir que a fonte de nitrogênio esta 
diretamente relacionada com o aumento da produção de PUFAs. As variáveis 
agitação e aeração nas faixas avaliadas não influenciaram no acúmulo de 
PUFAs.  A Mortierella isabellina produziu ácidos graxos da família n-3 e n-6, 
entretanto estudos adicionais devem ser realizados para otimizar esta 
produção. 
 
 
Palavras-chave: ácidos graxos poli-insaturados. Óleo microbiano. Mortierella 
isabellina. fermentação submersa. 
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ABSTRACT 

 
 

POLYUNSATURATED FATTY ACIDS PRODUCTION BY SUBMERGED 
FERMENTATION 

 
 

AUTHOR: Simara Somacal 
ADVISOR: Dr. Marcio Antonio Mazutti 

COADVISOR: Dra. Raquel Cristine Kuhn 
 
 

The objective of this work was the polyunsaturated fatty acids (PUFAs) 
production by submerged fermentation from the fungus Mortierella isabellina. A 
Plackett Burman experimental design was designed to evaluate the best 
conditions for PUFAs production in shake flasks. Three different components of 
the culture medium (yeast extract, peptone, and sucrose) and three 
fermentation parameters (agitation, temperature and pH) were 
evaluated. Analyzing the results of experimental design new assays were 
performed with increasing concentration of yeast extract. Fermentations were 
conducted in Erlenmeyer flasks with 10% (v/v) inoculums for 120h, 
micronutrients ((NH4)2SO4, FeSO4.7H2O, MnSO4.H2O, MgSO4.7H2O) were 
fixed. The scale up using STR bioreactor with 2.5 L of culture medium and 10% 
(v/v) inoculums for 120h was defined through better results of Plackett 
Burman.. A 2² central composite design  was set to evaluate the effect of 
agitation and aeration in fungal biomass production, lipids content and fatty 
acids profile. The lipid was extracted from dried biomass and the fatty acids 
were analyzed by gas chromatography. The results of the fermentation in shake 
flasks showed that only yeast extract had a significant effect (p <0.1) in PUFAs 
production and this effect was positive. The highest percentage of PUFAs 
produced (28.17%) was obtained in higher yeast extract concentration (3.75 g / 
L). Agitation and aeration did not had a significance effect (p <0.1) in the 
evaluated range, in bioreactor on PUFAs and lipids production. However, 
agitation had a significant positive effect on biomass production.The presence 
of fatty acids of family n-3 (α-linolenic acid, eicosapentaenoic acid and 
docosahexaenoic acid) and n-6 families (linoleic acid and γ-linolenic acid) were 
observed. Nitrogen source is directly related to increased PUFAs 
production. The variables agitation and aeration, in the evaluated range, did not 
influence the PUFAs production. The Mortierella isabellina produced fatty acids 
n-3 and n-6 family, but additional studies are needed to 
optimize this production. 
 
 
Keywords: polyunsaturated fatty acids. Microbial oil. Mortierella isabellina. 
submerged fermentation. 
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1.  INTRODUÇÃO 

 

Nas últimas três décadas inúmeros estudos científicos vêm destacando 

a importância dos ácidos graxos poli-insaturados (PUFAs) para a saúde 

humana. Alguns dados demonstram que 84% das doenças cardiovasculares 

(DCV) estão associadas à baixa taxa de consumo de PUFAs, principalmente o 

ácido eicosapentanóico (EPA) e o ácido docosahexanóico (DHA) (JACKOWSKI 

et al., 2012). Uma vez que as DCV são a principal causa de morte no mundo, 

perfazendo 30% das mortes globais, diversas estrategias dietéticas tem sido 

propostas com o intuíto de reduzir o consumo de ácidos graxos saturados 

(SFA) em favorecimento ao aumento na ingestão de PUFAs (YATES et al., 

2014; SEKIKAWA et al., 2015). 

Os PUFAs são constituintes das células, exercem funções estruturais, 

energética e são precursores de uma variedade de reguladores biologicamente 

ativos, por exemplo, hormônios e moléculas sinalizadoras, que realizam 

diversas funções fisiológicas no metabolismo celular. Alguns PUFAs são 

considerados essenciais, pois não são produzidos pelo organismo, 

necessitando ser ingeridos através dos alimentos. Essa classe de ácidos 

graxos (AG) essenciais abrange as famílias do ômega-6 (n-6) e do ômega-3 (n-

3), tais como ácido linoléico (LA) e α-linolênico (ALA), respectivamente 

(CLEMENTE et al., 2007). Nos últimos anos, o consumo de n-3 e n-6 está 

ganhando cada vez mais atenção devido aos seus efeitos na saúde humana e 

suas aplicações farmacêuticas emergentes (ZHAO et al., 2015). 

Os AG n-6 são facilmente encontrados em uma grande variedade de 

óleos vegetais, especialmente no de milho, algodão, soja, gergelim, girassol e 

canola. Quanto aos n-3, a principal fonte natural é o óleo de peixes de águas 

frias e, em menor proporção e qualidade, também pode ser encontrado no óleo 

de algumas oleaginosas como a linhaça (ETHIER, 2010). A longo prazo o óleo 

de peixe marinho não será capaz de atender à demanda crescente por este 

ácido graxo, tendo em vista que a população de peixes poderá diminuir 

drasticamente ou até mesmo desaparecer devido à pesca exploratória e as 

crescentes mudanças climáticas. Além disso, a obtenção do óleo de peixe 

apresenta alguns inconvenientes, como odor não atrativo, contaminação, 

instabilidade e custo elevado de purificação (WEN; CHEN, 2001). Desta forma, 
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a produção de PUFAs por rotas alternativas, como a biotecnológica, tem 

atraído um grande interesse nos últimos anos (VADIVELAN; 

VENKATESWARAN, 2014). 

Pesquisas relacionadas à produção de lipídeos utilizando fungos e 

leveduras por fermentação submersa têm crescido nos últimos anos. Algumas 

espécies de fungos podem produzir até 40% de sua biomassa em lipídeos 

(VADIVELAN; VENKATESWARAN, 2014) e se destacam aqui algumas cepas 

pertencentes ao gênero Mortierella que são conhecidas na literatura por 

produzirem elevada quantidade de AG. 

A produção do óleo microbiano, por via biotecnológica, possui 

vantagens, como a disponibilidade de matérias-primas em grande quantidade e 

de baixo custo, menor influência do meio ambiente, estação e clima e a 

possibilidade de aumentar a sua escala de produção de acordo com a 

demanda do mercado (POLI et al., 2014). Assim, o principal desafio na 

produção de um óleo microbiano rico em AG é a seleção do micro-organismo 

produtor e das condições que favoreçam a produção de uma grande 

quantidade de biomassa que apresente alto rendimento de PUFAs (n-3 e n-6) 

(LI et al., 2008; ECONOMOU et al., 2011). 

Esta dissertação está composta por uma introdução que discute de 

maneira geral a importância dos ácidos graxos poli-insaturados. Uma revisão 

da literatura sobre ácidos graxos, importância, principais fontes, obtenção a 

partir de micro-organismos principalmente fungos e diferentes formas de 

condução do processo. Uma metodologia que descreve os procedimentos 

realizados para a produção e caracterização do óleo microbiano. E os 

principais resultados obtidos neste trabalho bem como as principais conclusões 

e sugestões para trabalho futuros. 
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2. OBJETIVOS 

 

 

2.1 OBJETIVO GERAL 

 

O objetivo principal foi produzir PUFAs por fermentação submersa a 

partir do fungo Mortierella isabellina 

 

 

2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

 Definir as melhores condições de cultivo (composição do meio, 

pH, temperatura e agitação) para a produção de PUFAs em frascos agitados; 

 

 A partir das condições selecionadas na etapa de produção em 

frascos agitados, avaliar os efeitos da agitação e da aeração na produção dos 

PUFAs em biorreator do tipo STR com volume útil de 3L.  

 
 Caracterização do perfil de AG do óleo microbiano. 
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3. REVISÃO DA LITERATURA 

 

 

3.1 ÁCIDOS GRAXOS 

 

 

Óleos e gorduras têm um papel fundamental na alimentação humana. 

Além de fornecerem calorias, agem como veículo para as vitaminas 

lipossolúveis, como A, D, E e K. Os componentes lipídicos, especialmente os 

AG, estão presentes nas mais diversas formas de vida, desempenhando 

importantes funções na estrutura das membranas celulares e nos processos 

metabólicos. Esses componentes lipídicos são compostos orgânicos formados 

por uma cadeia de hidrocarbonetos e um grupo carboxílico que está 

normalmente ligada a um glicerol formando um acilglicerídeo (mono-, di- ou 

triglicerídeo). De acordo com o tipo da cadeia carbonada os AG podem ser 

classificados em saturados (SFA) ou insaturados (UFA), que por sua vez 

podem ser mono-insaturado (MUFAs) ou poli-insaturados (PUFAS) (RUBIO-

RODRÍGUEZ et al., 2010). 

A maioria dos PUFAs podem ser sintetizados pelos mamíferos através 

do sistema enzimático ácido graxo sintase, elongase e dessaturase, porém 

existe um grupo de PUFAs – denominado como ácido graxos essenciais - que 

o corpo humano não consegue produzir e que deve ser suprido pela dieta. 

Esse grupo é composto por duas famílias de AG: a série ômega-3  e a série 

ômega-6. As famílias de AG n-3 e n-6 contêm de 18 a 22 carbonos e a 

designação de ômega tem relação com a posição da primeira dupla ligação, 

contando a partir do grupo metílico localizado ao final da molécula do ácido 

graxo (carbono ômega). Os AG n-3 apresentam a primeira dupla ligação entre 

o terceiro e o quarto átomo de carbono, enquanto os AG n-6 têm a primeira 

dupla ligação entre o sexto e o sétimo átomo de carbono (Figura 1) 

(CARVALHO et al., 2003). 
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Figura 1 - Estrutura química dos principais PUFAs n-3 e n-6 
 

 
 

O precursor dos AG n-6 é o ácido linoléico (C18:2n−6, LA) e o precursor 

dos AG n-3 é o ácido α-linolênico (C18:3n−3, ALA). Através de uma série de 

reações (alongamentos e dessaturações) pelo sistema enzimático humano os 

demais AG n-6 como o ácido araquidônico (C20:4n−6; AA) e o ácido γ-

linolênico (18:3n-6; GLA) podem ser sintetizados a partir do LA, e os AG da série 

n-3 como o ácido eicosapentaenóico (C20:5n−3; EPA), o ácido 

docosapentaenóico (C22:5n−3, DPA) e o ácido docosahexaenóico (C22:6n−3, 

DHA) podem ser sintetizados a partir do ALA (Figura 2). No entanto, a 

coversão de ALA em EPA, DPA e DHA é baixa e assim todos esses AG da 

série n-3 também são considerados essenciais e devem ser supridos pela dieta 

(RUBIO-RODRÍGUEZ et al., 2010).   
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Figura 2 - Metabolismo dos ácidos graxos essenciais 
 

 

 

3.1.1 Importância dos AG para a saúde humana 

 

A importância dos AG para a saúde humana começou a ganhar 

destaque na década de 80 quando vários estudos epidemiológicos mostraram 

a relação entre uma dieta enriquecida com PUFAs da série n-3 e a prevenção 

de algumas doenças, com destaque para as DCV, e com impacto positivo 

também sobre o diabetes, a esclerose múltipla e asma brônquica (KROMANN; 

GREEN, 1980; DYERBERG, 1986). Nos seres humanos, o LA e o ALA são 

necessários para manter em condições normais as membranas celulares, as 

funções cerebrais e a transmissão de impulsos nervosos. Esses AG também 

participam da transferência do oxigênio atmosférico para o plasma sanguíneo, 

da síntese da hemoglobina e da divisão celular. Os AG n-3, principalmente o 

EPA e DHA, não são apenas essenciais para o crescimento normal e 

desenvolvimento do organismo, mas também por seus efeitos positivos sobre o 

coração, o cérebro, os olhos, as articulações, a pele, o humor e o 

comportamento (PELLICCIA et al., 2013). Estão envolvidos na prevenção da 

doença arterial coronariana, hipertensão, diabetes, artrite, outras desordens 

inflamatórias e autoimunes e câncer (TUR et al., 2012). Muitos estudos 

incentivam a ingestão adequada de EPA e DHA, por mulheres grávidas e 

lactantes por melhorar a saúde geral fetal e o desenvolvimento do cérebro e da 
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retina no feto (CONNOR, 2000). Os PUFAS da série n-6, principalmente o 

ácido araquidônico, estão fortemente relacionados com o desenvolvimento do 

cérebro e da retina durante o período gestacional e os primeiros anos de vida 

(SCHUCHARDT; HAHN, 2011). 

Além do incentivo ao consumo de AG n-3, deve ser destacado a 

importância da relação n-6/n-3 na dieta. Com a revolução agrícola, houve um 

aumento do consumo de cereais, óleos e grãos ricos em AG n-6 e uma 

diminuição paralela da ingestão de AG n-3 e assim a razão n-6/n-3 apresenta 

grande variação na dieta das populações mundiais. A maior parte dos estudos 

conclui que, para a promoção da saúde geral, a relação n-6/n-3 deveria ser 

mais baixa do que a atualmente encontrada na população ocidental (GÓMEZ et 

al., 2011). Essa relação originalmente era em torno de 1:1 a 2:1 e hoje está 

numa faixa de 15:1 a 40:1 na dieta ocidental (SIMOPOULOS, 2006, 2008). Na 

Índia a relação da ingestão n-6/n-3 é de até 50:1 e no Japão é de 12:1 

(SIMOPOULOS, 2008). A mortalidade por eventos cardiovasculares é cinco 

vezes maior entre os indianos (WHO, 2014), o que demonstra que uma dieta 

com menor razão n-6/n-3 favorece a diminuição da mortalidade por DCV. 

Alguns especialistas defendem diminuir essa relação por meio tanto do 

aumento do consumo de n-3 como também pela redução de n-6. De forma 

condizente, em um estudo clínico prospectivo de prevenção secundária em 

indivíduos pós-infarto do miocárdio com uma dieta experimental mediterrânea 

caracterizada, entre outros fatores, por ser mais rica em ALA e mais pobre em 

LA, associou-se a uma redução de até 70% na mortalidade total. Tal dieta 

incluía substituição de óleo de milho por azeite de oliva e diminuiu a relação n-

6/n-3 até 4:1 (LORGERIL et al., 1994). Assim, a razão n-6/n-3 em torno de 5:1 

ou menos é recomendada por vários órgãos de promoção da saúde 

(SOCIEDADE BRASILEIRA DE CARDIOLOGIA, 2013) e alimentos que 

possuem naturalmente esta relação menor do que 4, como os óleos de peixes, 

de linhaça e de canola (Tabela 1) tiveram seu consumo incentivado nas últimas 

décadas. 
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Tabela 1 - Composição de PUFAS (g/100g de óleo) em diferentes tipos de 
óleos vegetais e animais.  
 

Óleo n-3 n-6 n-6/n-3 

Girrasol 0,10 63,2 632 
Milho 0,90 50,4 56 
Soja 7,30 51,5 7,05 

Linhaça 12,7 53,3 0,2 
Palma 0,30 10,1 33,66 
Canola 11 28 2,54 
Oliva 0,70 7,8 11,14 

Fígado de bacalhau 19,8 0,9 0,04 
Arrenque 11,9 12 1,01 
Salmão 35,3 1,06 0,03 

Sardinha 28,1 2,2 0,07 

 
Fonte: Adaptado de Rubio-Rodriguez et al., 2010.  

 

Os MUFAs também apresentam um efeito benéfico juntamente com os 

PUFAs na redução do risco de doenças cardiovasculares. Uma dieta rica em 

MUFAs, como o ácido oléico (n-9), reduz a glicose e a pressão arterial, alem de 

aumentar os níveis do colesterol HDL (FORNAZZARI et al., 2007). 

 

 

3.1.2 Fontes de ácidos graxos essenciais 

 

Os lipídeos da dieta são importantes fontes de energia e precursores de 

numerosos compostos biologicamente ativos. As plantas e alguns micro-

organismos marinhos,, podem sintetizar os PUFAS precursores da série n-3 e 

n-6, ao contrario dos mamíferos, pois não conseguem produzir as duplas 

ligações situadas no terceiro e sexto átomos de carbono. Assim, de forma 

direta ou indireta os AG essenciais estão presentes tanto em espécies vegetais 

como animais empregados na alimentação humana (Tabela 2). O óleo de 

canola e de linhaça são opções de fonte dietética de AG da família n-3, 

principalmente para os vegetarianos e indivíduos que não consomem peixe 

(VIANNI; BRAZ-FILHO, 1996). 
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Tabela 2 - Ácidos graxos da família n-3 e n-6 e suas fontes naturais 
 

Ácido graxo 
ômega-3 

ALA 
Vegetais folhosos verde escuro, nozes, linhaça, cânhamo, 

canola, soja, mostarda, chia, amendoin 

EPA 
DHA 

Peixes gordos de água fria (salmão, cavala e arenque),  
fígado de bacalhau e linguado, gordura de mamíferos 

marinhos (baleias e focas) e algumas espécies de algas 
marinhas 

Ácido graxo 
ômega 6 

LA 
Sementes oleaginosas (nozes, pistaches, amendoins, 

sementes de abóbora) e óleos vegetais (algodão, milho, 
girassol, soja, canola). 

AA 
Gema do ovo, vísceras, carne de animais terrestres e 

carne de peixes tropicais 

 
ALA – ácido alfa-linolênico; EPA - ácido eicosapentaenóico; DHA – ácido docosahexaenóico; 
LA - ácido linoléico; AA - ácido araquidônico. 
FONTE: VIANNI; BRAZ-FILHO, 1996. 

 

A principal fonte comercial de PUFAs contendo os metabólitos poli-

insaturados da família n-3, especialmente EPA e DHA é o óleo proveniente de 

peixes marinhos de águas frias, que geralmente habitam ambientes de águas 

profundas tal como salmão, cavala e arenque. No entanto, os peixes não 

produzem PUFAs de uma maneira natural. O acúmulo nos peixes marinhos é, 

na verdade, devido à ingestão de muitas plantas marinhas especialmente algas 

unicelulares de fitoplancton, que já contém os PUFAs sintetizados (Cao et al., 

2012).  

Além disso, o óleo de peixe apresenta alguns inconvenientes e 

variações em sua composição de AG, devido a vários fatores como a 

disponibilidade de alimentos, idade, sexo, temperatura da água, localização 

geográfica, estação do ano e elevado custo de purificação. Um fato importante 

é a baixa aceitabilidade do óleo de peixe pelos pacientes, devido à 

inconveniência peculiar do odor e paladar e pela necessidade de ingerir altas 

doses por longos períodos de tempo (WEN E CHEN, 2001; MARTINS  et al., 

2008) 

 

3.2 MICRO-ORGANISMOS PRODUTORES DE LIPÍDEOS 

 

Muitos autores têm estudado a síntese de lipídeos por via microbiana. 

Grande parte deles voltados para a possibilidade de obter alternativas para a 

carência de alimentos e outra, para a produção de energia (BEOPOULOS et 

al., 2009). Muitos micro-organismos, como microalgas, fungos e bactérias, têm 
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a capacidade de acumular lipídeos que são sintetizados durante o processo de 

crescimento como parte de seu processo metabólico e como reserva de 

carbono. A composição dos lipídeos, quantidade e qualidade são variáveis, e 

dependem da espécie do micro-organismo, da fase de crescimento, das 

condições ambientais e dos substratos do meio de cultivo (SILVA, 2011).  

A produção industrial a partir de micro-organismo tem vantagem sobre 

outras fontes de óleos, pois não necessita de grandes extensões de terra 

agriculturável e de enormes quantidades de água. Além disso, o óleo 

microbiano apresenta elevada percentagem de PUFAs o que confere melhor 

valor de mercado quando comparado a outros óleos de menor qualidade. A 

produção do óleo microbiano pode ser feita durante todo do ano, pois não há 

dependência sazonal ou climática. Os PUFAs produzidos são de alto grau de 

pureza e com qualidade controlada (WELLBAUM, 2006; JINGYANG et al., 

2012). 

O estudo de diferentes micro-organismos para a produção de lipídeos é 

uma alternativa para a substituição de fontes convencionais de óleos e 

gorduras. Estes lipídeos apresentam composição semelhante aos óleos 

vegetais, podendo ser empregados para fins alimentares, combustíveis 

alternativos, bem como na produção de compostos específicos de uso limitado, 

como produtos farmacêuticos (JINGYANG et al., 2012). 

Segundo Ratledge (1996), as principais classes de micro-organismos 

utilizados para a produção de lipídeos, são as leveduras e os fungos 

filamentosos. Os fungos podem produzir até 40% de sua biomassa em lipídeos 

e algumas espécies de levedura são capazes de produzir entre 30% e 70% de 

lipídeos, como por exemplo, a Lipomyces (CARVALHO, 1994). Considera-se 

que os micro-organismos podem acumular mais de 20% de lipídeos em sua 

biomassa como espécies oleaginosas (MENG et al., 2009). 

Os lipídeos podem ser acumulados através de duas maneiras: uma é 

por meio da síntese de lipídeos “de novo”, que é a via metabólica que envolve 

a produção de AG precursores, como o acetil-CoA e o malonil-CoA, e sua 

posterior integração na via biossintética de armazenamentos de lipídeos na 

forma de triacilgliceróis e glicerídeos que serão armazenados dentro dos 

corpos lipídicos. A outra maneira o qual os lipídeos intracelulares podem ser 

acumulados é por meio da síntese de lipídeos “ex novo”, que envolve a quebra 
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de AG, óleos e triglicerídeos a partir de meio de cultura e seu acúmulo em uma 

forma não alterada ou modificada dentro da célula. Esta via requer a hidrólise 

de substrato hidrofóbico e posterior incorporação/transporte de AG na forma de 

tioésteres-CoA dentro da célula, os quais levam ao acumulo de lipídeos dentro 

dos corpos lipídicos (BEOPOULOS et al., 2009, 2011). 

 

3.2.1 Fungos produtores de lipídeos 

 

Os fungos são organismos que formam filamentos ou hifas, sua 

classificação atual inclui organismos eucarióticos, uni ou pluricelulares, 

heterótrofos e que podem se reproduzir de forma sexuada ou assexuada 

(MALAJOVICH, 2012). São predominantemente aeróbios, com temperatura 

ótima de crescimento entre 25ºC e 30ºC e pH entre 4 e 7. Os fungos 

filamentosos, devido à capacidade de crescer em substratos simples e de baixo 

custo, e por apresentarem uma grande capacidade de produzir diversos 

metabólitos (vitaminas, polissacarídeos, pigmentos, lipídeos e glicolipídeos), 

vêm despertando um grande interesse para o uso biotecnológico (MEYER, 

2008). 

Os lipídeos ocorrem nos fungos como constituintes da parede celular, 

material de reserva e em alguns casos como compostos extracelulares. A 

proporção de lipídeos que pode ser armazenado pelo fungo irá depender da 

sua fisiologia, das condições ambientais e da quantidade de nutrientes 

(carbono e nitrogênio), além da temperatura e do pH (BEOPOULOS et al., 

2009). Estes fatores quando controlados podem acarretar maior acréscimo de 

lipídeos na biomassa fúngica.  

Alguns trabalhos relatam a produção de PUFAs utilizando fungos, como 

Pythium ultimum, Rhizopus arrhius, Neurospora crassa, Aspergillus nidulans, 

Botrystis cinera e Mortierella alpina, utilizando processos em sistema líquido 

onde estes micro-organismos foram cultivados sob diferentes condições de 

estresse, nutrientes, pH, relação carbono/nitrogênio (C/N), adição de íons de 

cobre, zinco e ferro e processos envolvendo produção de enzimas desaturases 

e sua caracterização (HERBERT; KEITH, 1989; BIJL et al., 2001; URSIN, et al., 

2006). 
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Nos micro-organismos, os lipídeos são sintetizados durante a fase de 

crescimento como parte de seu processo metabólico e como reserva de 

carbono. O acúmulo de lipídeos inicia sob condições limitantes de nitrogênio e 

na presença de uma fonte de carbono em excesso, assim uma alta razão de 

C/N, próxima de 100, é um requisito básico para o acúmulo de lipídeos 

(MULDER et al., 1962). A condição de operação em termos de temperatura e 

agitação também pode contribuir para determinar a quantidade e o perfil de 

PUFAs que será produzido (GAO et al, 2013).  

O elevado custo para a produção do óleo microbiano está associado, 

principalmente, ao tipo da fonte de carbono utilizada. Cerca de 80% do custo 

total do meio provem do alto preço da glicose (TSIGIE et al., 2011). Uma 

considerável variedade de fontes de carbono, além da glicose, como a frutose, 

xilose, sacarose e amido têm sido investigados como substratos alternativos no 

cultivo de micro-organismos oleaginosos para o acúmulo de lipídeos. Exemplos 

relatados recentemente na literatura encontram-se resumidos na Tabela 3.  

Na Tabela 3 é possível observar que os micro-organismos que 

apresentaram maiores rendimentos na produção de lipídeos foram as espécies 

Cryptococcus curvatus e Epicoccum purpurascens. Essas espécies quando 

cultivadas utilizando, respectivamente, glicose e sacarose como fonte de 

carbono apresentaram um rendimento lipídico de 82,7% e 80%, 

respectivamente. No trabalho realizado por Papanikolaou et al. (2010), a  

espécie Thamnidium elegans quando cultivada utilizando, glicose, frutose e 

sacarose, mostrou que independentemente da fonte de carbono utilizada, 

quantidades elevadas de lipídeos podem ser acumulados no micro-organismo,  

que nesse caso variou de 64,1-65,9%. 
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Tabela 3 - Quantidade de lipídeos acumulados por diferentes espécies de 
micro-organismos. 
 

Espécies Fonte de carbono 
Lipídio 

(% bimassa seca) 
Fonte 

Aspergillus terreus 
Bagaço de cana-

de-açúcar 
19,0 Kamat et al. (2013) 

Aspergillus terreus IBB 
M1 

Glicose 54,0 Khot  et al. (2012) 

Candida curvata Xilose 48,6 
Evans e Ratledge 

(1983) 

Chlorella protothecoides 
Amido de 
mandioca 

26,5  Wei (2009) 

Colletotrichum sp. e 
Alternaria sp. 

Glicose, sacarose, 
frutose, lactose e 

xilose 
50,0 Dey et al. (2011) 

Cryptococcus curvatus Glicose 82,7 Zhang et al. (2011) 

Cryptococcus curvatus Glicerina 52,0 Liang et al. (2010) 

Epicoccum 
eurpurascens 

Sacarose 80,0 Koutb e Morsy (2011) 

Lipomyces starkeyi Fécula de batata 40,0 Wild (2010) 

Metschnikowia 
pulcherrima 

lignocelulose 40,0 
Santamauro et al. 

(2014) 

Mortierella isabellina 
Casca de arroz 

hidrolisado 
64,3 

Economou et al. 
(2011) 

Mortierella isabellina Farelo de trigo 53,0 Zeng et al. (2013) 

Mortierella isabellina 
Soro de leite 

coalhado 
21,3 Demir et al. (2013) 

Rhodosporidium 
toruloides 

Resíduos da 
produção de 

biodiesel (glicerol) 
41,0 Kiran  et al. (2013) 

Rhodotorula Glacialis 
DBVPG 4785 

Glicose 68,0 Amaretti et al. (2010) 

Rhodotorula 
mucilaginosa 

Amido de 
mandioca 

47,9 Zhao et al. (2010) 

T. spathulata e K. 
ohmeri 

Glicerol bruto 53,3 
Kitcha e Cheirsilp 

(2011) 

Thamnidium elegans Glicose 64,1 
Papanikolaou et al. 

(2010) 

Thamnidium elegans Frutose 65,9 
Papanikolaou et al. 

(2010) 

Thamnidium elegans Sacarose 64,6 
Papanikolaou et al. 

(2010 
Torulaspora globosa 

YU5 / 2 
Glicose 45,7 

Leesing e 
Baojungharn (2011) 

 
Fonte: TONATO, 2015. 

 

O óleo produzido por fungos oleaginosos tem maior número de 

insaturações quando comparado ao óleo produzido pelas leveduras, e por essa 

razão os fungos oleaginosos são os mais utilizados para produzir óleos com 

elevada concentração de PUFAS de interesse médico e dietético 
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(PAPANIKOLAOU; AGGELIS, 2011).  A Tabela 4 apresenta a composição dos 

AG de óleo microbiano obtido a partir de vários MO oleaginosos, utilizando 

diferentes fontes de carbono. Os AG encontrados em maior quantidade são o 

palmítico (C16: 0), esteárico (C18: 0), oléico (C18:1n9), linoléico (C18:2n6) e 

linolênico (C18:3n3). O perfil de AG depende de cada espécie, a Chlorella 

protothecoides apresenta um maior teor de ácido linoléico em comparação com 

leveduras e fungos oleaginosos, Elegans thamnidium contém um alto teor de 

ácido oléico, enquanto a Rhdotorula glutinis é relativamente rica em ácido 

esteárico. 

 
Tabela 4 - Composição dos ácidos graxos de óleo microbiano. 
 

Espécies 
Fonte de 
carbono 

C12-C14 C16 C18: 0 C18: 1 C18: 2 C18: 3 C20-C22 

Scenedesmus 
obliquus 

CO2 0,2 25,1 2,3 0,9 19,0 41,5 0,8 

Chlorella 
vulgaris 

CO2 N/D 26,1 1,3 24,8 47,8 N/D N/D 

         Chlorella 
zofingiensis 

CO2 N/D 28,8 3,7 17,9 20,8 12,2 N/D 

Glicose N/D 23,9 1,2 35,2 20,2 8,3 N/D 
         Chlorella 

protothecoides 
Glicose N/D 23,6 3,9 27,1 30,2 6,0 N/D 

Amido de 
mandioca 

N/D 24,9 0,7 24,6 31,4 6,0 N/D 

         Rhdotorula 
glutinis 

Glicose N/D 24,9 32,2 24,8 0,3 0,4 N/D 
Xilose N/D 38,2 28,0 7,4 5,0 N/D N/D 

Glicerina N/D 16,0 21,9 18,0 15,9 1,8 N/D 
         Rhodotorula 

mucilaginosa 
Tubérculo 

de 
alcachofa 

de 
Jerusalém 

1,4 23,6 9,1 54,7 11,3 N/D N/D 

Yarrowia 
lipolytica 

Palha de 
trigo 

N/D 5,7 0,8 55,3 20,9 N/D N/D 

Lipomyces 
starkeyi 

Palha de 
trigo 

N/D 37,1 5,5 45,1 4,9 N/D N/D 

 
Cryptococcus 

curvatus 

 
Glicerol 
bruto 

 
N/D 

 
23,0 

 
16,7 

 
39,6 

 
15,2 

 
N/D 

 
N/D 

Candida curvata Glicose N/D 33,0 12,0 42,9 7,3 N/D N/D 
Sacarose N/D 32,4 11,3 42,0 6,7 N/D N/D 

Xilose N/D 41,2 14,0 43,0 3,5 N/D N/D 
Etanol N/D 26,5 12,5 49,0 8,9 N/D N/D 

         Elegans 
Thamnidium 

Glicose N/D 21,8 6,0 55,9 10,5 5,0 N/D 
Frutose N/D 26,1 8,4 56,0 6,8 1,8 N/D 

Sacarose N/D 28,6 5,3 52,8 7,4 5,5 N/D 

 
Nota: N/D = Não disponível. Números de 0 a 3 indica o grau de insaturação para C18. 
Fonte: JINGYANG et al. (2012). 



26 
 

As espécies de fungos, como Cryptococcus curvatus, Aspergillus 

terreus, Claviceps purpurea, Tolyposporium, Mortierella alpina e Mortierella 

isabelina apresentam a característica de acumular lipídeos e a maioria desses 

fungos produz AG da família n-3 como o DHA, EPA e da família n-6 como o AA 

(LI, Q. et al., 2008). 

Um screening da produção de AG em 31 espécies de fungos 

pertencentes às classes Oomycetes, Zigomycetes, Ascomicetos e 

Basidiomicetos detectou maior percentagem de PUFAs n-6 nos representantes 

da ordem Mucorales (SHAW, 1965) e por esta razão os fungos filamentosos 

dessa ordem são os mais intensamente estudados para a produção de PUFAs, 

com destaque para as espécies Mortierella alpina, M. elongata, M. isabelina 

(CHAUDHURI et al., 1998; XIAN et al., 2003; ZHU et al., 2006), 

Cunninghamella echinulata (GEMA et al., 2002; FAKAS et al., 2006), Mucor 

rouxii, M. circinelloides, M. hiemalis (WYNN et al., 2001; SILVA et al., 2003; 

AHMED et al., 2006; JEENNOR et al., 2006; CERTIK et al., 2006). 

 

3.2.1.1 Mortierella isabelina 

 

Os fungos pertencentes ao gênero Mortierella (família Mortierellaceae, 

ordem Mucorales, classe Zigomicetos) são cosmopolitas, sapróbios e alguns 

poucos são parasitas de animais e plantas (DOMSCH et al.,1980; NAGY et 

al.,2011). Morfologicamente, o gênero Mortierella produz colônias brancas em 

placas de ágar (Fig. 3C) ou bolinhas brancas ou amarelo claro, semelhantes ao 

algodão, em meios líquidos. O crescimento do micélio é relativamente rápido e 

consiste de hifas finas e ramificadas onde há formação de esporângios com 

esporos (GUERRERO; SILVEIRA, 1996), que podem ser visualizados 

microscopicamente (Fig 3) . 
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Figura 3 – Mortierella sp e Mortierella isabelina 

 

 
 
(A) ilustração de uma hifa de Mortierella sp. com esporângio; (B) imagem microscópica de uma 
hifa de Mortierella sp. corada com DAPI e visualizada na luz UV; (C) Mortierella sp. em meio 
BDA (batata, dextrose, ágar) e (D) imagem microscópica (40x) de hifas de Mortierella isabelina 
com esporângio.  

 

Algumas cepas de Mortierella são capazes de degradar xenobióticos, 

como hidrocarbonetos aromáticos policíclicos (SALICIS et al., 1999) e 

pesticidas (BADAWI et al., 2009; KATAOKA et al., 2011). Com relação à 

produção de lipídeos, as cepas Mortierella alpina, Mortierella elongata e 

Mortierella isabelina são as mais estudadas para a produção de óleo 

microbiano rico em PUFAs, (CHAUDHURI et al., 1998; XIAN et al., 2003; ZHU 

et al., 2006). Segundo Serrano et al. (2001) o aumento da produção de PUFAS, 

principalmente o AG n-6 GLA, em fungos da ordem dos Mucorales está 

relacionado com a fase de crescimento dos fungos e a fonte de carbono. 

O fungo filamentoso Mortierella isabellina é capaz de acumular até 80% 

da sua biomassa celular em lipídeos (CHATZIFRAGKOU et al., 2010) e seu 

cultivo por fermentações pode utilizar vários tipos de substratos, incluindo 

açúcares monoméricos, glicerol, bem como biomassa lignocelulósica como 

casca de arroz e caule de milho hidrolisado (DEMIR et al., 2013). Papanikolaou 

et al. (2008) utilizaram glicerina (100g.L-1), co-produto do biodiesel, como fonte 

de carbono para a produção de lipídeos, resultando em um acúmulo de 

aproximadamente 51% do peso seco em lipídeos. Já Papanikolaou et al. 
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(2004) estudaram a produção de GLA utilizando altas concentrações de açúcar 

e controlando a relação C/N no meio, obtendo 35,9 g de biomassa/L com um 

acúmulo de 0,2 g de lipídeos/g de glicose e produção de 801,0 mg de GLA/L e 

19 mg de GLA/g de biomassa. 

 

3.2.2 Metodologia para extração de lipídeos e identificação de AG 

 

A extração de lipídeos é uma determinação de grande importância em 

análises bioquímica, fisiológica e nutricional dos mais variados tipos de 

amostras. Portanto, deve ser realizada com exatidão e precisão. Algumas 

dessas amostras necessitam de uma atenção especial para a obtenção da 

fração lipídica, pois alguns fatores como coextração dos componentes não 

lipídicos e a oxidação indesejada podem intervir no resultado final da fração 

lipídica (BRUM et al., 2009). 

O processo de extração de lipídeos a partir de micro-organismos exige o 

rompimento celular que pode ser realizado utilizando processos químicos, 

físicos ou bioquímicos. A definição dos solventes a serem utilizados no 

processo, é um fator de extrema importância que deve ser levado em 

consideração. Na grande maioria dos processos é utilizada uma mistura de 

solventes objetivando uma maior eficiência da extração (SILVA, 2011). 

A escolha de solventes para a extração de lipídeos deve ser realizada 

baseando-se em vários fatores adicionais como volatilidade, capacidade para 

formar um sistema de duas fases com água (para remover não-lipídeos), custo, 

toxicidade, poder de extração para as diferentes classes de lipídeos, entre 

outros (HARA; RADIN, 1978). 

Um método clássico de extração de lipídeos totais é o método de 

Soxhlet (1879) que utiliza hexano como solvente. Este método envolve o uso 

de um extrator e tem como desvantagem o prolongado tempo de exposição ao 

solvente quente (próximo da sua temperatura de ebulição) que passa pelo 

interior da amostra durante um tempo prolongado, em geral entre 5 a 8 horas, 

podendo conduzir à degradação de compostos termossensíveis, devido ao seu 

longo período de exposição ao calor. Outros métodos de extração conhecidos, 

como métodos de extração a frio quando comparados ao método de Soxhlet 
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(1879), envolvem a utilização de ao menos dois tipos de solventes (FOLCH et 

al., 1957; BLIGH; DYER, 1959; HARA; RADIN, 1978).  

O método descrito por Hara e Radin (1978), utilizando n-hexano – 

isopropanol – água, foi analisado para a extração de lipídeos de amostras de 

vegetal e animal, sendo que otimizações do mesmo podem torná-lo aplicável 

para a extração de lipídeos, substituindo os solventes altamente tóxicos. O 

método de Folch et al. (1957) e o de Bligh e Dyer (1959) utilizam clorofórmio e 

metanol para a extração de lipídeos em amostras vegetal e animal, porém em 

proporções diferentes. Apesar da toxidez destes solventes, tais métodos têm 

sido os mais utilizados em trabalhos envolvendo extração da fração lipídica de 

micro-organismos. Isso devido ao alto teor de lipídeos extraído da biomassa e 

pela capacidade que os sistemas testados apresentaram em extrair 

eficientemente os lipídeos polares de membranas celulares (SOMASHEKAR et 

al., 2002; JANG et al., 2005; DIAS et al., 2013). 

Alguns métodos alternativos de extração de lipídeos vêm sendo 

desenvolvidos, os quais são baseados em misturas que contém alcano-álcool-

água, tais como: hexano-isopropanol-água. Essas misturas têm sido propostas 

como um sistema de solventes menos tóxicos, de menor custo e menor 

extração de substâncias não lipídicas quando comparadas com a mistura de 

clorofórmio-metanol-água (TANAMATI et al., 2010). Outros métodos 

alternativos com base na redução de volume de solvente foram propostos 

como, a extração em fase sólida, extração com fluido supercrítico e extração 

assistida por micro-ondas. Apesar desses métodos apresentarem vantagens 

em questões ambientais e de segurança laboratorial, eles são menos usuais 

para extração de lipídeos, pois os equipamentos e materiais requeridos no 

processo são de alto custo (DIAS et al., 2013). 

Uma extração efetiva dos lipídeos da biomassa é realizada com células 

fisiologicamente ativas, pois células cultivadas há muitos dias ou que estejam 

na fase estacionária de crescimento podem se degenerar, pois neste estado 

pode ocorrer autólise parcial de lipídeos e de outros constituintes celulares. 

Quando proteínas ou carboidratos são utilizados ou degradados o conteúdo 

lipídico celular aumenta. Pela mesma razão, as células para análise não devem 

esperar muito tempo após serem separadas. Poucas horas na temperatura 

ambiente podem provocar mudanças na composição dos lipídeos das células, 
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como também, amostras deixadas sob refrigeração por doze horas podem 

apresentar mudanças significativas na composição celular (CHRISTIE, 1982).  

 

3.3  FERMENTAÇÃO SUBMERSA 

 

Os metabólitos secundários, como os lipídeos, podem ser obtidos por 

processo fermentativo (SANCHEZ; DEMAIN, 2012), na qual a fermentação 

submersa é a mais utilizada atualmente pela facilidade operacional, economia, 

espaço reduzido e por possibilitar o controle sobre as condições dos meios de 

cultivo (MACHADO, 2002). Os processos submersos são aqueles em que o 

micro-organismo, ou mesmo outras células, desenvolvem-se em meio de 

cultura com excesso de água sob agitação. A fermentação submersa é o 

processo mais utilizado na produção comercial/escala industrial de bioprodutos 

(GIBBS et al., 2000), pois apresenta o maior numero de pesquisas e 

instrumentações para o controle do processo, tornando-a mais acessível que a 

fermentação semi-sólida (FUGLSANG, 2002). Dentre as vantagens da 

fermentação submersa estão à facilidade de controlar os parâmetros físico-

químicos, como controle de temperatura devido ao alto teor de água, a melhor 

absorção de nutrientes e recuperação de metabólitos e ainda redução da 

possibilidade de degradação do produto (CASTRO, 2010). 

Os processos de fermentação submersa com fungos variam o tempo de 

fermentação de 5 a 12 dias, com uma temperatura em torno de 24-35 °C e 

agitação de 50-150 rpm. A agitação para os fungos deve ser mais branda em 

comparação com células de bactérias, uma vez que altas taxas de agitação 

aumentam as tensões de cisalhamento no biorreator prejudicando o 

crescimento do micélio e, assim, reduzindo a biomassa fúngica (KLAIC, 2014). 

O cultivo submerso de fungos é considerado um processo multicomponente 

onde o crescimento celular e a formação de produtos são influenciados pelos 

parâmetros operacionais que envolvem a fermentação, como: composição do 

meio de cultura, temperatura, pH do meio, forças de cisalhamento, reologia e 

morfologia do fungo, natureza e concentração do substrato celulósico, 

disponibilidade de nutrientes, presença de indutores e, outros parâmetros como 

agitação do meio reacional, configuração dos impelidores, quantidade de 

oxigênio dissolvido, etc. Todos esses parâmetros podem variar durante o 
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processo fermentativo e a relação desses parâmetros com o complexo formado 

deve ser analisado durante a fermentação (SINGHANIA et al., 2010). 

Normalmente o desenvolvimento de uma fermentação microbiana 

começa com sua otimização (temperatura, pH, pressão, agitação, 

concentrações de biomassa e nutrientes) em bancada, a partir da agitação da 

cultura em frascos, para depois a utilização de fermentadores de bancada, e 

posteriormente, com as variáveis bem estudas a ampliação para a escala 

industrial (HOSOBUCH; YOSHIKAWA, 1999).  

Os biorreatores mais utilizados são os agitados mecanicamente (STR – 

Stirred Tank Reactor), também conhecidos como reatores de mistura ou tanque 

agitado, e devido a sua versatilidade, são considerados um modelo de 

referência para a indústria de processos, constituindo cerca de 90% do total 

dos reatores utilizados industrialmente (OJEDA, 2009). Sua forma de 

construção é de um tanque cilíndrico, normalmente equipado com chicanas ou 

aletas, dispositvo que impede a livre circulação do fluído e evita a formação de 

movimentos espirais ao redor do centro do tanque durante a agitação do 

líquido (SHMIDELL e FACCIOTTI, 2001). As vantagens do biorreator do tipo 

STR estão relacionadas ao fato de que a agitação mecânica favorece a 

homogeneização, suspensão de sólidos, dispersão gás-líquido, aeração e a 

transferência de calor e massa (ONKEN ET AL., 1983). 
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4. MATERIAL E MÉTODOS 

 

4.1 MICRO-ORGANISMO  

 

A cepa Mortierella isabellina foi adquirida da Fundação André Tosello - 

Coleção de Culturas Tropical (Campinas-SP) e foi mantida por repiques 

mensais a 4°C em placas de petri estéreis contendo meio de cultura Batata 

Dextrose Agar (BDA).  

 

4.2 FERMENTAÇÃO EM AGITADOR ORBITAL 

 

O crescimento do fungo foi realizado em placas de Petri estéreis 

contendo o meio de cultura BDA por 120 horas de incubação a 28°C. A 

multiplicação celular foi efetuada através da raspagem do micélio de uma placa 

de Petri, o qual foi inoculado em frascos contendo 20 mL de meio BD (batata 

dextrose) e mantidos durante 48h a 28°C num agitador orbital a 120 rpm.  

A fermentação foi efetuada em Erlenmeyers com 200 mL de meio de 

cultura e 10% de inoculo (v/v) em agitador orbital durante 120h. Para a 

avaliação do perfil de AG e produção de lipídeos foi delineado um 

planejamento experimental do tipo Plackett-Burman onde as variáveis 

estudadas foram: extrato de levedura (0-1,5 g.L-1), peptona (0-1,5 g.L-1), 

sacarose (50-190 g.L-1), temperatura (24-32 °C), agitação (100-200 rpm) e pH 

(5-7), com triplicata do ponto central (Tabela 5). A composição de nutrientes foi 

mantida fixa: 2,0 g.L-1 de (NH4)2SO4, 1,0 g.L-1de FeSO4.7H2O, 1,0 g.L-1 de  

MnSO4.H2O, 0,5 g.L-1 de MgSO4.  

 Através da análise dos efeitos do planejamento Plackett Burman, novos 

ensaios foram realizados avaliando a influência do aumento da concentração 

de extrato de levedura (2,25 g.L-1, 3,00 g.L-1 e 3,75 g.L-1) na fermentação. 
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4.3 CINÉTICA DE CRESCIMENTO DA BIOMASSA E ACÚMULO DE 

LIPÍDEOS 

 

Na melhor condição de fermentação em frascos agitados foi realizada 

uma cinética de crescimento, avaliando o crescimento da biomassa e o teor de 

lipídeos totais ao longo das 120 h de fermentação em agitador orbital. As 

amostras foram coletadas a cada 24 h. 

 

4.4 FERMENTAÇÃO EM BIORREATOR STR 

 

 

O crescimento do fungo foi realizado em placas de Petri contendo o 

meio BDA por 120h de incubação a 28°C. A multiplicação celular foi efetuada 

através da raspagem do micélio de uma placa de Petri, o qual foi inoculado em 

frascos contendo 250 mL de meio BD e mantidos durante 48h a 28°C num 

agitador rotativo a 120 rpm. 

A partir da condição com maior acúmulo de PUFAs estudada no item 4.2 

foi efetuada fermentações em biorreator STR de 5 L com 2,5 L de meio de 

cultura e 10 % de inoculo (v/v) durante 120h. O meio de cultura foi composto 

por: sacarose 50 g.L-1, peptona 1,5 g.L-1, extrato de levedura 3,75 g.L-1, 

(NH4)2SO4 2,0 g.L-1, FeSO4.7H2O 1,0 g.L-1, MnSO4.H2O 1,0 g.L-1, MgSO4  0,5 

g.L-1. Os parâmetros temperatura (24°C) e pH (5,0) foram mantidos fixos. Um 

delineamento composto central 2² (DCC) foi descrito para avaliar o efeito das 

variáveis agitação (40-60 rpm) e aeração (1-3 vvm) no crescimento da 

biomassa fúngica, produção de lipídeos e no perfil dos AG. 

 

 

4.5 SEPARAÇÃO DA BIOMASSA E EXTRAÇÃO DE LIPÍDEOS  

 

A biomassa foi determinada através de centrifugação a 4000 rpm da 

massa de células durante 5 minutos, posteriormente as células foram lavadas 

com água destilada e secas em liofilizador durante 24h.  

O teor de lipídeos foi determinado através da biomassa liofilizada de 

acordo com o método descrito por Bligh e Dyer (1959). Foi pesado cerca de 1 g 
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de amostra e adicionados 16 mL de metanol, 8 mL de clorofórmio e 6,4 mL de 

água destilada. A extração ocorreu através da agitação das amostras por 60 

minutos a 250 rpm em mesa agitadora orbital. Após este período, foram 

adicionados 8 mL de clorofórmio e 8 mL de solução de sulfato de sódio 1,5% e 

novamente agitadas por 2 min. A fase orgânica contendo os lipídeos foi metade 

(5 mL) transferida para tubos de ensaio de 10 mL, onde foram secos com 

vácuo a 40 °C e 5 mL transferidos para béqueres, onde foram secos a 105 °C 

por 4 h. Após resfriamento em dessecador, o béquer é pesado e pela diferença 

de peso é calculado o percentual de lipídeos. 

 

4.6 DETERMINAÇÃO DE ÁCIDOS GRAXOS 

 

 

A derivatização foi realizada segundo o método descrito por Hartman e 

Lago (1973). A fração lipídica nos tubos de ensaio (item 4.5) foi adicionada de 

1 mL de solução metanólica de hidróxido de potássio (0,4 M) e mantida em 

banho-maria a 100 °C por 10 min. Após, os tubos foram resfriados e 

adicionados de 3 mL de solução metanólica de ácido sulfúrico (1 M) e 

novamente aquecidos a 100 °C por 10 min. Em seguida, os tubos foram 

resfriados e adicionados de 2 mL de hexano. Posteriormente, foi retirada a 

parte superior do tubo contendo os ésteres metílicos de ácidos graxos (FAME) 

dissolvidos em hexano para análise cromatográfica. 

O perfil dos AG foi analisado em cromatógrafo gasoso equipado com 

detector de ionização em chama (GC-FID) da marca Varian modelo 

Star3400CX (CA, USA) e amostrador automático Varian, modelo 4200 (CA, 

EUA). Os FAME foram separados em coluna capilar SPTM-2560 (SUPELCO, 

Bellefonte, EUA) (100 m × 0,25 mm × 0,20 µm). O gás de arraste utilizado foi o 

hidrogênio à pressão constante de 25 psi. A identificação dos AG foi realizada 

pela comparação dos tempos de retenção dos analitos com os padrões 

autênticos, FAME Mix-37 (P/N 47885-U; Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA). Os 

resultados foram expressos em percentual da área total dos cromatogramas.  
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5. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

5.1 FERMENTAÇÃO EM AGITADOR ORBITAL 

 

Três diferentes componentes do meio de cultura (extrato de levedura, 

peptona e sacarose) e três parâmetros de fermentação (agitação, temperatura 

e pH) foram avaliados conforme o planejamento experimental Plackett-Burman. 

A Tabela 5 apresenta os resultados obtidos para o teor de lipídeos, SFA, 

MUFAs e PUFAs.  

O maior percentual produzido de PUFAs foi 22,32% (ensaio 2) na menor 

temperatura e maiores concentrações de extrato de levedura e peptona 

avaliadas. As maiores percentagens de PUFAs obtidas foram nas menores 

temperaturas (24°C), e nas maiores concentrações de nitrogênio (ensaios 1, 2 

e 4). Já o menor acúmulo de PUFAs foi de 4,23% (ensaio 8), condição com  

ausência da fonte nitrogenada e temperatura mais elevada. 
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 Tabela 5 - Matriz experimental do planejamento do tipo Plackett-Burman, variáveis codificadas e reais entre parênteses, acúmulo 
de lipídeos e perfil de AG produzidos após 120 h de fermentação. 

 

Ensaios 

Extrato de 

levedura 

(g.L-1
) 

Peptona 

(g.L-1
) 

Sacarose 

(g.L-1
) 

Agitação 

(rpm) 

Temperatur

a (°C) 
pH 

Teor de 

lipídios (%) 

∑SFA 
(%) 

∑MUFA 
(%) 

∑PUFA 
(%) 

1 +1 (1,5) -1 (0) +1 (190) -1 (100) -1 (24) -1 (5,0) 7,68 34,04 49,72 16,18 

2 +1 (1,5) +1 (1,5) -1 (50) +1 (200) -1 (24) -1 (5,0) 4,32 31,57 46,11 22,32 

3 -1 (0) +1 (1,5) +1 (190) -1 (100) +1 (32) -1 (5,0) 3,22 33,73 52,64 13,72 

4 +1 (1,5) -1 (0) +1 (190) +1 (200) -1 (24) +1 (7,0) 4,12 33,21 45,87 20,91 

5 +1 (1,5) +1 (1,5) -1 (50) +1 (200) +1 (32) -1 (5,0) 6,46 37,66 49,11 13,21 

6 +1 (1,5) +1 (1,5) +1 (190) -1 (100) +1 (32) +1 (7,0) 3,72 32,22 55,61 12,16 

7 -1 (0) +1 (1,5) +1 (190) +1 (200) -1 (24) +1 (7,0) 4,98 41,3 53,62 4,5 

8 -1 (0) -1 (0) +1 (190) +1 (200) +1 (32) -1 (5,0) 12,77 43,11 52,71 4,23 

9 -1 (0) -1 (0) -1 (50) +1 (200) +1 (32) +1 (7,0) 9,92 39,18 51,73 9,5 

10 +1 (1,5) -1 (0) -1 (50) -1 (100) +1 (32) +1 (7,0) 6,29 35,28 52,19 12,43 

11 -1 (0) +1 (1,5) -1 (50) -1 (100) -1 (24) +1 (7,0) 4,17 37,58 50,87 11,55 

12 -1 (0) -1 (0) -1 (50) -1 (100) -1 (24) -1 (5,0) 3,86 31,18 52,88 15,98 

13 0 (0,75) 0 (0,75) 0 (120) 0 (150) 0 (28) 0 (6,0) 8,96 34,61 50,51 14,84 

14 0 (0,75) 0 (0,75) 0 (120) 0 (150) 0 (28) 0 (6,0) 8,30 34,43 50,94 14,62 

15 0 (0,75) 0 (0,75) 0 (120) 0 (150) 0 (28) 0 (6,0) 8,23 36,79 49,01 14,16 

∑SFA - (Somatória do ácidos graxos saturados); ∑MUFA - (Somatória dos ácidos graxos monoinsaturados); ∑PUFA - (Somatória dos ácidos graxos poli-
insaturados).
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A Figura 4 apresenta os efeitos das variáveis independentes no teor de lipídeos 

total. A produção de lipídeos variou de 3,22% (ensaio 3) a 12,77% (ensaio 8) e 

nenhuma variável foi estatisticamente significativa (p<0,1).  

 

Figura 4 - Gráfico de pareto demonstrando o efeito de cada variável sobre a 
produção de lipídeos após 120 h de fermentação em agitador orbital 

 

 

 

A Figura 5 apresenta os efeitos (p<0,1) das variáveis independentes no 

teor de ácidos graxos saturados. A produção de ácidos graxos saturados variou 

de 31,18% (ensaio 12) a 43,11% (ensaio 8). O efeito negativo da concentração 

de extrato de levedura é um indicativo da influência do meio na produção de 

SFA. A agitação apresentou efeito positivo na produção de SFA, este resultado 

pode estar associado ao fato de maior oxigenação no meio. A temperatura, pH, 

sacarose e peptona não apresentaram influência na produção de ácidos graxos 

saturados. 
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Figura 5 - Gráfico de Pareto demonstrando o efeito das variáveis na produção 
de SFA após 120 h de fermentação em agitador orbital. 

 

 

A Figura 6 apresenta os efeitos (p<0,1) das variáveis independentes no 

teor de ácidos graxos monoinsaturados. A produção de MUFAs variou de 

45,87% (ensaio 4) a 55,61% (ensaio 6). A temperatura apresentou efeito 

significativo positivo na produção de MUFAs, já as variáveis extrato de levedura 

e agitação apresentaram efeito negativo. As demais variáveis (sacarose, pH e 

peptona) não apresentaram influência significativa no teor de MUFAs. 

 

Figura 6 - Gráfico de pareto demonstrando o efeito das variáveis na produção 
de MUFAs após 120 h de fermentação em agitador orbital. 
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A Figura 7 apresenta os efeitos das variáveis independentes na 

produção de PUFAs e somente o extrato de levedura teve efeito significativo 

(p<0,1), sendo este efeito positivo sobre a produção de PUFAs, ou seja, 

aumentando a concentração de extrato de levedura no meio de cultura, maior 

será o percentual de PUFAs produzidos. O extrato de levedura é a principal 

fonte de nitrogênio para o meio de fermentação e a importância do aporte 

adequado para a produção de PUFAs tem sido demonstrada em várias culturas 

de micro-organismos (Otero et al., 1997; Wen e Feng, 2001; Yokochi et al., 

1998). As demais variáveis não apresentaram efeito significativo no acúmulo de 

PUFAs.  

 

Figura 7 - Gráfico de Pareto demonstrando o efeito das variáveis na produção 
de PUFAs após 120 h de fermentação em agitador orbital 

 

 

 

Na Tabela 6 estão apresentados os perfis dos AG correspondentes aos 

experimentos do planejamento Plackett-Burman. Os AG majoritários obtidos 

foram: ácido oléico (C18:1n9c) da família n-9 seguido do ácido palmítico 

(C16:0) um AG saturado e o ácido linoléico (C18:2n6c) da família n-6. O teor 

destes AG variou entres os experimentos do planejamento, como uma 

conseqüência da variação das condições do meio de cultivo, pois quando 
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somente a sacarose estava presente o acúmulo de ácido linoléico foi 2,28%,e 

quando a sacarose, extrato de levedura e a peptona estavam presentes o 

acúmulo chegou a 12,88%. 

Um dos resultados mais promissores deste estudo é o acúmulo do ácido 

ALA (C18:3n3), EPA (C20:5n3) e DHA (C22:6n3), o qual são AG da família n-3. 

Os AG da família n-6 produzidos foram o ácido linoléico (C18:2n6c) e o ácido γ-

linolênico (C18:3n6). O acúmulo de PUFAs também foi observado por Zeng et 

al., (2013) a partir do cultivo da cepa Mortierella  isabellina com 30 g.L-1 de 

sacarose. O teor de PUFAs chegou a 21,97%, sendo que os AG produzidos em 

maior quantidade foram da família n-6 com 14,74 % de linoléico (C18: 2n6) e 

6,3 %  de γ -linoleico (C18:3n6). 
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Tabela 6 - Perfil dos ácidos graxos obtidos nos experimentos do planejamento Plackett-Burman. 

Ensaio
s 

C14:
0 

C15:
0 

C16:
0 

C16:
1 

C17:
0 

C17:
1 

C18:
0 

C18:1n
9c 

C18:2n
6c 

C18:3n
6 

C18:3n
3 

C20:
0 

C20:1n
9 

C20:
2 

C20:5n
3 

C22:
0 

C22:1 
n9 

C22:6n
3 

 C23:
0 

C24:
0 

1 0,67 0,27 
23,8

5 2,16 0,13 0,12 4,57 49,2 10,1 5,59 0,01 1,29 0,45 0,03 - 0,45 0,07 0,47 
 

- 0,52 

2 0,7 0,24 
22,3

9 1,63 0,1 0,18 5,06 45,89 12,88 9,04 0,08 0,55 0,19 0,04 - 0,29 0,03 0,32 
 

- 0,44 

3 1,02 0,4 
24,2

7 2,2 0,17 0,31 4,31 52,47 6,86 6,49 0,08 0,4 0,16 - - 0,27 - 0,29 
 

- 0,39 

4 0,71 0,25 
23,0

1 1,87 0,11 0,09 5,49 45,44 12,17 8,33 0,09 0,86 0,38 0,05 - 0,32 0,05 0,33 
 

0,04 0,45 

5 0,93 0,49 
26,4

4 1,78 0,23 0,3 5,62 48,71 7,69 5,2 0,07 0,81 0,39 0,05 - 0,37 0,02 0,26 
 

0,02 0,69 

6 1,09 0,36 
21,9

5 2,24 0,19 0,41 4,85 55,17 7,25 4,66 0,09 0,58 0,42 - - 0,22 0,02 0,16 
 

- 0,34 

7 0,93 0,32 
29,0

7 1,94 0,06 0,17 5,32 53,21 3,35 0,74 0,04 1,94 0,35 0,53 - 0,57 0,06 0,36 
 

0,03 0,95 

8 0,92 0,32 
30,1

4 1,86 0,17 0,18 7,33 52,21 2,28 1,62 0,09 1,15 0,37 - - 0,52 0,13 0,24 
 

- 0,51 

9 0,92 0,38 
28,0

1 1,82 0,15 0,2 5,02 51,27 6,18 2,07 0,06 1,6 0,42 0,48 0,9 0,41 0,04 0,28 
 

- 0,65 

10 1,02 0,41 
24,3

2 2,17 0,17 0,3 5,17 51,77 6,99 5,16 - 0,86 0,42 0,1 - 0,28 0 0,28 
 

- 0,58 

11 0,91 0,33 26,5 2,11 0,14 0,2 5,9 50,51 5,01 6,12 0,08 0,75 0,31 - - 0,28 0,05 0,34  - 0,45 

12 0,55 0,17 
20,1

9 2,06 0,07 0,15 4,76 52,37 9,24 5,7 0,1 1,58 0,39 0,06 - 0,72 0,13 0,88 
 

0,01 0,92 

13 0,63 0,22 
22,9

1 2,06 0,09 0,13 5,57 50,07 9,37 4,89 0,11 1,73 0,35 0,07 - 0,56 0,09 0,47 
 

- 0,7 

14 0,58 0,19 
22,3

2 1,7 0,08 0,11 5,19 50,51 9,46 4,55 0,04 2,44 0,33 0,02 - 0,84 0,1 0,57 
 

- 0,98 

15 0,56 0,17 
21,7

7 1,55 0,08 0,09 7,92 48,59 9,45 3,97 0,05 2,51 0,31 0,05 - 0,95 0,11 0,68 
 

- 1,18 

C14:0 - (Ácido Mirístico); C15:0 - (Ácido Pentadecanóico); C16:0 - (Ácido Palmítico); C16:1 - (Ácido Palmitoléico); C17:0 - (Ácido Heptadecanóico); 
C17:1 - (ácido heptadecenoico); C18:0 - (Ácido Esteárico); C18:1n9c - (Ácido Oléico); C18:2n6c - (Ácido Linoléico); C18:3n6 - (Ácido γ -linolênico); 
C18:3n3 - (Ácido α-linolênico, ALA); C20:0 - (Araquídico); C20:1n9  - (Ácido cis-11-Eicosenóico); C20:2 cis-11,14 - (Eicosadienóico); C20:5n3 (ácido 
eicosapentaenoico, EPA); C22:0 –  (Ácido Behênico); C22:1n9 – (Ácido Erúcico); C22:6n3-(ácido docosaexaenóico, DHA).C23:0  - (Ácido 
Tricosanóico); C24:0 - (ácido lignocérico).  
                                  

https://pt.wikipedia.org/wiki/%C3%81cido_eicosapentaenoico
https://pt.wikipedia.org/wiki/%C3%81cido_eicosapentaenoico
https://pt.wikipedia.org/wiki/%C3%81cido_eicosapentaenoico
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5.1.1 Avaliação da concentração de extrato de levedura na produção de 

PUFAs 

 

Na Tabela 7 estão apresentados o teor de lipídeos e a concentração dos AG 

acumulados nos ensaios realizados com diferentes concentrações de extrato de 

levedura, sendo as demais variáveis, peptona (1,5 g.L-1), sacarose (1,5 g.L-1), 

agitação (200 rpm), temperatura (24ºC) e pH (5,0) mantidas fixas na condição de 

maior produção de PUFAs definida no planejamento Plackett-Burman (ensaio 2). 

Através destes resultados pode-se verificar que o aumento da concentração de 

extrato de levedura está diretamente relacionado com o aumento da concentração 

de PUFAs. A produção de PUFAs atingiu 28,17% quando a concentração de extrato 

de levedura foi 3,75 g.L-1, correspondendo a um aumento 6,89% em relação aos 

resultados obtidos no planejamento experimental. O acúmulo de lipídeos nas 

amostras variou de 3,7% a 4,79% e não foram influenciados pelo aumento da 

concentração de extrato de levedura.   

Ruan et al. (2012) analisaram condições fixas de nitrogênio (2,74 g.L-1 de 

extrato de levedura), agitação de 180 rpm e 25ºC, resultando em 21,6 g.L-1 de 

produção em massa de células e teor de lipídeos 8,8 g.L-1 para o fungo Mortierella 

isabellina ATCC42613.  

Através da analise estatística, pode-se verificar que as produções de PUFAs 

e MUFAs não tiveram efeito significativo a 95% de confiança pelo teste de Tukey. Já 

o teor de lipídeos e SFA, apresentaram diferença estatística entre os ensaios I e IV.   

 

Tabela 7 - Influência das diferentes concentrações de extrato de levedura no 
acúmulo de lipídeos, e AG (SFA, MUFAs e PUFAs). 

 

Ensaios 
Extrato 

de 
levedura 

Teor de lipídeos ∑SFA ∑MUFA ∑PUFA 

 
(g.L

-1
) (%) (%) (%) (%) 

I 1,50 4,01 ± 4,86 
a 

29,95 ± 1,68 
a
 48,77 ± 2,29 

a
 21,28 ± 3,97 

a
 

II 2,25 4,79 ± 0,44 
a, b 

31,26 ± 0,06 
a, b

 46,11 ± 0,06 
a
 22,63 ± 0,13 

a
 

III 3,00 3,7 ±1,86 
a, b

 30,55 ± 2,02 
a, b

 44,86 ± 2,18 
a
 24,59 ± 0,16 

a
 

IV 3,75 4,03 ± 0,4 
b 

29,66 ± 0,84 
b
 42,17 ± 1,00 

a
 28,17 ± 0,13 

a
 

 

Letras iguais resultados não diferem entre si, a nível de 95% de confiança pelo Teste de Tukey. 
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Para avaliar o potencial do lipídeo produzido foi determinado o perfil de ácidos 

graxos (Tabela 8). Em todos os ensaios, observou-se que o ácido oléico (C18:1n9) 

foi o AG intracelular dominante, seguido do ácido palmítico (C16:0) e do ácido 

linoléico (C18:2n6c).  O ácido linoléico e o ácido γ -linolênico (C18:3n6) são AG da 

familia n-6 e sua maior concentração foi 15,09% e 12,53%, respectivamente. O EPA 

(C20:5n3), AG da família n-3 esteve presente em todos os ensaios com maior 

percentual de 0,65%. Comparando o perfil dos AG com os obtidos na etapa anterior, 

verifica-se a ausência dos ácidos ALA e DHA, mas em contrapartida a presença de 

EPA (n-3) e maiores concentrações dos ácidos linoléico e γ –linolênico (n-6). 

 Wen e Feng (2001) pesquisaram diferentes fontes de nitrogênio para a 

produção de ácido eicosapentaenóico (EPA), obtendo um teor de 2,74% em uma 

concentração de triptona (1,6g g.L-1) e extrato de Levedura (0,8 g.L-1). Vadivelan e 

Venkateswaran (2014) utilizaram espécies de Mortierella na produção de AG, tendo 

obtido no cultivo de Mortierella alpina 5,58% de n-3 e no cultivo de Mortierella exigus 

7,17% de n-6.  

 

Tabela 8 - Perfil de AG obtidos nas diferentes concentrações de extrato de levedura. 

 

Ensaios I II III IV 

C13:0 0,56 0,67 0,66 0,61 

C15:0 0,22 0,24 0,22 0,23 

C16:0 21,52 23,00 22,24 21,97 

C16:1 1,63 1,67 1,60 1,67 

C17:0 0,11 0,11 0,13 0,13 

C18:0 4,75 4,73 4,99 4,40 

C18:1n9t 0,52 0,57 0,54 0,43 

C18:1n9c 47,47 44,77 43,50 41,07 

C18:2n6c 12,77 12,62 13,62 15,09 

C18:3n6 7,87 9,36 10,33 12,53 

C20:0 0,87 0,59 0,51 0,47 

C20:1n9 0,38 0,37 0,39 0,33 

C20:5n3 0,64 0,65 0,64 0,55 

C22:0 0,30 0,23 0,20 0,18 

C24:1n9 0,41 0,40 0,42 0,33 

 
C13:0 – ( Ácido Tridecanóico);  C15:0 - (Ácido Pentadecanóico); C16:0 - (Ácido Palmítico); C16:1 - 
(Ácido Palmitoléico); C17:0 - (Ácido Heptadecanóico); C18:0 - (Ácido Esteárico); C18:1n9t – (Ácido 
elaídico); C18:1n9c - (Ácido Oléico); C18:2n6c - (Ácido Linoléico); C18:3n6 - (Ácido γ -linolênico); 
C20:0 - (Araquídico); C20:1n9  - (Ácido cis-11-Eicosenóico); C20:5n3 (ácido 
eicosapentaenoico, EPA); C22:0 –  (Ácido Behênico); C24:1n9 – (Ácido Nervonico). 

 

http://www.hindawi.com/91371432/
https://pt.wikipedia.org/wiki/%C3%81cido_eicosapentaenoico
https://pt.wikipedia.org/wiki/%C3%81cido_eicosapentaenoico
https://pt.wikipedia.org/wiki/%C3%81cido_eicosapentaenoico
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5.1.2 Cinética de crescimento 

 

Após a otimização do meio fermentativo a fim de investigar a melhor produção 

de PUFAs, foi realizada uma cinética de crescimento durante 120 horas. O meio de 

crescimento (3,75 g.L-1 extrato de levedura, 1,5 g.L-1 peptona e 50 g.L-1 sacarose) e 

parâmetros de fermentação (200 rpm agitação, 28ºC temperatura e 5,0 pH) 

utilizados, foram os mesmos do ensaio com maior acúmulo de PUFAs, após o 

aumento da concentração de extrato de levedura. Na Figura 8 observa-se que o 

crescimento da biomassa fúngica da Mortierella isabellina foi crescente ao longo das 

120 horas de fermentação, com 1,31 g.L-1 nas primeiras 24 horas e chegou a 7,44 

g.L-1 (120 h). A produção de lipídios variou de 4,6% nas primeiras 24 horas até 7,2% 

após 120 horas de fermentação.  

Ruan et al. (2015) estudaram a produção de biomassa e a concentração de 

lipídios a partir da fermentação da cepa Mortierella isabellina, que atingiu  8,6 g.L-1 e 

1,78 g.L-1, respectivamente, nas primeiras 34 horas de fermentação. A concentração 

de massa celular e lipídeos aumentou para 11,0 g.L-1 e 4,14 (g.L-1) respectivamente 

em 70 horas.  

Figura 8 - Produção de lipídios e biomassa ao longo das 120 horas de fermentação 
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5.2 FERMENTAÇÃO EM BIORREATOR STR 

 

A Tabela 9 apresenta os resultados obtidos no delineamento composto 

central (DCC) para duas variáveis independentes (aeração e agitação). As respostas 

avaliadas foram concentração de biomassa, teores de lipídeos, SFA, MUFAs e 

PUFAs.  

O acúmulo de biomassa foi crescente (6,3 g.L-1 a 15,12 g.L-1) conforme a 

agitação e aeração foram maiores. Os pontos centrais (ensaios 5, 6 e 7) 

apresentaram a maior produção de PUFAs e menor de produção de SFA e quando a 

agitação e aeração foi a menor (40 rpm e 1 vvm, respectivamente) diminuiu o 

acúmulo de PUFAs (6,89%) e MUFAs (35,76%), e beneficiou o acúmulo de SFA 

(57,36%). 

Os dados da Tabela 9 foram usados para o cálculo do efeito das variáveis 

independentes sobre cada uma das respostas, mostrado através dos gráficos de 

Pareto. 

 

Tabela 9 - Matriz experimental para avaliar a influência da agitação e aeração na 
produção de PUFAs após 120h de fermentação em biorreator STR. 

 

Ensaios 
Agitação 

(rpm) 
Aeração 

(vvm) 
Biomassa 

(g.L
-1

) 

Teor de 
lipídios 

(%) 

∑SFA 
(%) 

∑MUFAs 
(%) 

∑PUFAs 
(%) 

1 40 (-1) 1 (-1) 6,3 6,49 57,36 35,76 6,89 

2 60 ( 1) 1 (-1) 7,45 7,4 40,76 38,50 20,74 

3 40 (-1) 3( 1) 5,84 6,92 35,94 46,38 17,69 

4 60( 1) 3( 1) 15,12 4,11 36,06 40,67 23,27 

5 50 (0) 2 (0) 9,17 6,08 32,94 40,93 26,13 

6 50 (0) 2 (0) 7,95 7,0 34,90 40,76 24,34 

7 50 (0) 2 (0) 8,56 6,54 33,92 40,84 25,23 

 
∑SFA - (Somatória dos ácidos graxos saturados); ∑MUFA - (Somatória dos ácidos graxos 
monoinsaturados); ∑PUFA - (Somatória dos ácidos graxos poli-insaturados) 
 

 

A Figura 9 apresenta os efeitos das variáveis independentes (agitação e 

aeração) na produção de biomassa, estas apresentaram efeito positivo, no entanto 

nenhum foi estatisticamente significativo (p<0,1). De acordo com a Tabela 9, 

observa-se que a maior concentração de biomassa foi 15,12 g.L-1 (ensaio 4) e a 
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menor concentração foi 6,3 g.L-1 (ensaio 1). Comparando estes resultados com 

aqueles obtidos na etapa anterior (fermentação em shaker), a produção de 

biomassa foi 2,1 vezes maior quando produzida em bioreator STR, com os mesmos 

componentes do meio. 

 

Figura 9 - Gráfico de Pareto demonstrando o efeito das variáveis na produção de 
biomassa após 120 h de fermentação em biorreator STR. 

 

 

 

A Figura 10 apresenta os efeitos das variáveis independentes no teor de 

lipídeos totais, tanto agitação como aeração não apresentaram efeito (p<0,1) sobre a 

resposta avaliada. A produção de lipídios totais (Tabela 9) variou de 4,11% (ensaio 4) 

a 7,4% (ensaio 2). Comparando estes resultados com aqueles obtidos na etapa 

anterior (fermentação em shaker), foi verificado que houve um aumento no teor de 

lipídios. Este aumento pode estar associado à maior oxigenação e homogeneização 

do meio durante o processo de fermentação.  
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Figura 10 - Gráfico de Pareto demonstrando o efeito das variáveis na produção de 
lipídeos totais após 120 h de fermentação em biorreator STR. 

 

 
 

A Figura 11 apresenta os efeitos das variáveis independentes no teor de 

ácidos graxos saturados, nenhuma das variáveis teve efeito significativo sobre a 

produção de ácidos graxos saturados. A produção de ácidos graxos saturados 

variou de 32,94% (ensaio 5) a 57,36% (ensaio 1).  

 

Figura 11 - Gráfico de Pareto demonstrando o efeito das variáveis na produção de 
SFA após 120 h de fermentação em biorreator STR. 
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A Figura 12 apresenta os efeitos das variáveis independentes no teor de 

ácidos graxos monoinsaturados e somente a aeração teve efeito significativo 

(p<0,1), sendo este efeito positivo. A produção de MUFAs variou de 35,76% (ensaio 

1) a 46,38% (ensaio 3).  

 

Figura 12 - Gráfico de Pareto demonstrando o efeito das variáveis na produção de 
MUFAs após 120 h de fermentação em biorreator STR. 

 

 

 

A Figura 13 apresenta os efeitos das variáveis independentes (agitação e 

aeração) na produção de PUFAs nenhuma das variáveis nas faixas estudadas 

apresentou efeito significativo sobre a resposta.  O maior teor de PUFAs foi 26,13 % 

(ensaio 5), comparando estes resultados com aqueles obtidos na etapa anterior 

(fermentação em agitador orbital), verifica-se que a produção diminuiu em  2,04%.  

Este efeito pode estar relacionado ao tipo de biorreator, pois mesmo que o 

biorreator STR seja o mais utilizado em trabalhos, não é o mais adequado para o 

cultivo de fungos. Royse (1987) observou que o grau de agitação em muitos casos 

pode causar danos as estruturas vegetativas devido à zona de cisalhamento das pás 

do agitador. 
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Figura 13 - Gráfico de Pareto expressando os efeitos das variáveis independentes 
na concentração de PUFAs 

 

 

 
A Tabela 10 apresenta o perfil dos AG produzidos em biorreator STR. Observa-

se que os AG majoritários (oléico, palmítico e linoléico) são os mesmos produzidos 

na etapa de aumento da concentração de extrato de levedura. Os AG da família n-6 

variou de 6,89% (ensaio 1), onde é observada a menor agitação e aeração do meio, 

a 25,87% (ensaio 5) maior agitação e aeração do meio.  O ácido DHA (C22:6n3) da 

família n-3 esteve em pequena quantidade. É observado que somente o ensaio 1 

teve ausência do ácido DHA, este resultado pode estar associado a menor agitação 

e aeração do meio de fermentação. 

Kiran et al. (2013) estudaram um processo alimentado em biorreator para a 

obtenção de óleo microbiano. A fermentação em estado sólido foi suplementada 

com glicerol no início do processo e a cada 24 h para manter a relação C/N na faixa 

de 70-90. A fermentação ocorreu durante 72 horas, obtendo um rendimento de 41% 

de lipídeos. Amaretti et al. (2010) obtiveram um rendimento de 68% de lipídeos, 

utilizando diferentes temperaturas  em  biorreator (2,0 L).  Para aumentar a produção 

de PUFAs foi utilizada a glicose (120 g.L-1) e a temperatura de 20 ° C foi considerada 

ótima para o crescimento de micro-organismos.  

 

 

 



50 
 

Tabela 10 - Perfil dos ácidos graxos obtidos no delineamento composto central 2² 
(DCC). 

 

Ensaios 1 2 3 4 5 6 7 

C10:0 0,66 0,13 - - - 0,07 0,04 

C11:0 - 0,09 - - - 0,06 0,03 

C12:0 1,50 0,19 - - - 0,16 0,08 

C13:0 0,80 0,09 - - - 0,09 0,05 

C14:0 3,56 1,04 0,84 0,90 0,85 0,32 0,58 

C14:1 - 1,10 - - - - - 

C15:0 - - 0,72 0,46 0,33 0,18 0,25 

C16:0 37,51 25,85 25,23 23,83 23,32 24,44 23,88 

C16:1 3,22 1,89 1,71 1,71 2,01 1,98 2,00 

C17:0 - 0,48 0,25 0,20 0,17 0,35 0,26 

C17:1 - 0,37 0,43 0,30 0,23 - 0,11 

C18:0 9,61 8,34 5,26 7,39 5,08 5,87 5,47 

C18:1n9c 35,46 38,22 45,93 40,28 40,59 40,50 40,54 

C18:2n6c 6,31 11,16 10,29 13,36 14,68 12,40 13,54 

C18:3n6 0,58 9,42 7,14 9,67 11,19 11,49 11,34 

C20:0 0,50 0,60 0,69 0,53 0,42 0,58 0,50 

C20:1n9 0,30 0,28 0,45 0,39 0,34 0,26 0,30 

C22:0 - 0,18 0,34 0,28 0,20 0,22 0,21 

C22:6n3 - 0,16 0,25 0,24 0,26 0,45 0,35 

C24:0 - 0,40 0,47 0,45 0,34 0,58 0,46 

 
C10:0 – (Ácido Cáprico); C11:0 - (Ácido Hendecanóico); C12:0 – (Ácido Láurico); C13:0 – (Ácido 
Isomiristico); C14:0 - (Ácido Mirístico); C14:1 - (Ácido Miristoléico); C15:0 - (Ácido Pentadecanóico); 
C16:0 - (Ácido Palmítico); C16:1 - (Ácido Palmitoléico); C17:0 - (Ácido Margárico); C17:1 - (Ácido 
Heptadecenoico); C18:0 - (Ácido Esteárico); C18:1n9c - (Ácido Oléico); C18:2n6c - (Ácido Linoléico); 
C18:3n6 - (Ácido γ -linolênico); C20:0 - (Araquídico); C20:1n9  - (Ácido cis-11-Eicosenóico); C22:0 - 
(Ácido Behênico); C22:6n3 - (Ácido Docosaecaenóico, DHA); C24:0 - (Ácido Lignocérico). 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  



51 
 

CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

A partir dos resultados obtidos no planejamento experimental Plackett-

Burman somente a variável extrato de levedura foi significativa (p<0,1) na produção 

de PUFAs em agitador orbital. Dentre os 15 ensaios realizados, as condição do 

ensaio 2 (1,5 g.L-1 extrato de levedura, 1,5 g.L-1 peptona e 50 g.L-1 sacarose, 200 

rpm agitação, 28ºC temperatura e 5,0 pH) proporcionou maior percentagem de 

PUFAs (22,32%). O acúmulo de lipídeos variou de 3,22% a 12,77% e nenhuma 

variável foi estatisticamente significativa. A variável temperatura, extrato de levedura 

e agitação apresentaram efeitos significativos (p<0,1) na produção de MUFAs. O 

perfil dos AG obtidos nesta etapa foram promissores, pois foram identificados AG da 

família n-3 (ALA, EPA e DHA) e da família n-6 (ácido linoléico e o ácido γ-linolênico). 

O aumento da concentração de extrato de levedura possibilitou um aumento na 

concentração de PUFAS, sendo produzidos 28,17%, resultados estes obtidos 

utilizando 3,75 g.L-1 de extrato de levedura. O acúmulo de biomassa fúngica e 

lipídeos totais foram crescentes ao longo das 120 horas de fermentação chegando a 

7,44 g.L-1 e 7,2 %, respectivamente. A presença do ácido graxo EPA (n-3) e maiores 

acúmulos dos ácidos n-6, linoléico (15,09%) e γ-linolênico (12,53%), foram 

verificadas após o aumento da concentração de extrato de levedura.  

Os resultados da fermentação em biorreator do tipo STR obtidos no 

delineamento composto central, mostraram que as variáveis agitação e aeração não 

tiverem influencia significativa (p<0,1) sobre a concentração de lipídeos totais, SFA e 

PUFAs dentro das faixas avaliadas. Já a agitação e aeração foram estatisticamente 

significativas para concentração de biomassa e MUFAS . O maior acúmulo de 

biomassa foi 15,12 g.L-1 e de lipídeos foi 7,4%. A produção de PUFAs atingiu 

26,13% sendo que estes AG foram: DHA, ácido Linoléico e o ácido γ–linolênico. 
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SUGESTÕES PARA TRABALHOS FUTUROS 

 

 

- Otimizar as condições de cultivo para maior acúmulo de EPA e DHA, através da 

diferentes formas de condução da fermentação; 

- Redução de custos do processo através da substituição da sacarose para resíduo 

como o glicerol; 

- Avaliar diferentes métodos de extração de lipídeos da biomassa microbiana; 
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