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RESUMO 

O interesse por leveduras oleaginosas tem crescido muito nos últimos anos, 

principalmente pela possibilidade do potencial renovável do uso do óleo microbiano 

para diversas finalidades tais como a produção de biocombustíveis e a aplicação nas 

indústrias farmacêutica e alimentícia. Entretanto, as metodologias para lise celular e 

extração do óleo são consideradas etapas críticas e determinantes para a produção 

em escala industrial. Portanto, este projeto tem por objetivo avaliar diferentes 

metodologias para a lise celular para a extração de lipídeos das leveduras Yarrowia 

lipolytica QU21 e Meyerozyma guilliermondii BI281, selecionadas previamente. As 

duas cepas foram cultivadas em tanque biorreator de 5L em meio à base de glicose e 

sais inorgânicos, em 120 horas, agitação de 400 rpm e temperatura de 26 ºC. Após o 

cultivo a biomassa gerada foi submetida a três pré-tratamentos (úmida, seca, 

liofilizada) e três processos diferentes de extração de lipídeos (Turrax, Sonicador e 

Braun e bead milling). O tratamento que apresentou o maior percentual de óleo foi a 

extração com o Sonicador ultrassônico 20% na BI281 em biomassa seca, seguida do 

Turrax 16% na QU21 em biomassa liofilizada, e o valor de rendimento lipídico menos 

expressivo foi a extração com o homogenizador Braun e bead milling 4% na BI281 

nos três pré-tratamentos (úmida, seca, liofilizada). 

Palavras-chave: leveduras oleaginosas, lipídeos, extração de lipídeos 
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ABSTRACT 

 

The interest for oleaginous yeast has grown significantly in recent years, mainly due to 

the possibility of the renewable potential use of microbial oil for various purposes such 

as the production of biofuels and the applications in the pharmaceutical and food 

industries. However, the methodologies for cell lysis and lipids extraction are 

considered critical and determinant steps for industrial scale production. Therefore, 

this project aims to evaluate different methods for cell lysis for the oil extraction from 

Yarrowia lipolytica QU21 and Meyerozyma guilliermondii BI281, previously selected. 

The two strains were cultivated in a 5L bioreactor tank in glucose and inorganic salts 

medium for 120 hours, at 400 rpm and temperature of 26ºC. After the cultivation the 

biomass was submitted to three pre-treatments (wet, dry, lyophilized) and three 

different lipid extraction processes (Turrax, Sonicador and Braun and bead milling). 

The treatment with the highest percentage of ruptured cells was the extraction with 

ultrasonic sonicator 20% in BI281 in dry biomass, followed by Turrax 16% in QU21 in 

lyophilized biomass, and the least expressive lipid yield was the extraction with the 

Braun homogenizer and bead milling 4% BI281 in the three biomass pre-treatments 

(wet, dry, lyophilized). 

Key words: oleaginous yeast, lipids, lipids extraction  
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1. INTRODUÇÃO 

 

Nos últimos anos, muitas pesquisas com o intuito de explorar 

microrganismos oleaginosos têm sido realizadas, principalmente pela possibilidade do 

uso do óleo microbiano para diversas finalidades, tais como a produção de 

biocombustíveis e a utilização nas indústrias farmacêutica e alimentícia (Rosa et al., 

2015). As leveduras estão entre os microrganismos promissores que são capazes de 

acumular níveis elevados de lipídeos em seu peso seco (Gao et al., 2013). 

As leveduras são microrganismos que são conhecidos tradicionalmente por 

serem utilizados em processos fermentativos e muitas delas são capazes de produzir 

vários produtos de aplicação industrial simultaneamente ou após modificação das 

condições de cultivo, sendo consideradas verdadeiras fábricas celulares (Rosa et al., 

2015). Diferentes cepas já foram testadas como plataforma para a obtenção de 

oleoquímicos e outros produtos (Zhou et al., 2016). Além disso, as leveduras 

oleaginosas poderiam ser implementadas como fábricas celulares em plantas de 

produção de bioetanol já existentes (Kavscek et al., 2015).  

Os óleos produzidos a partir de leveduras são principalmente lipídeos 

neutros (triacilgliceróis), glicolípideos, fosfolípideos e ácidos graxos livres (Dey e Maiti, 

2013). As leveduras oleaginosas produzem óleos semelhantes aos óleos vegetais, 

porém estes microrganismos apresentam várias vantagens quando comparados com 

os óleos produzidos a partir de plantas, por exemplo, crescimento rápido em um curto 

período de tempo, são independentes de estação, clima e local, e não necessitam de 

vastas áreas para o seu cultivo e produção (Chemat et al., 2017), sendo, portanto, 

uma fonte de óleo mais eficiente e sustentável. 

A síntese de lipídeos e a acumulação de lípideos intracelulares em 

leveduras têm sido estudadas para a elucidação dos mecanismos envolvidos nesses 

processos, assim como a identificação de genes de interesse relacionados ao 

metabolismo de lipídeos que possam ser alvos para o melhoramento da produção 

(Garay et al., 2016, Zhu et al., 2012). 

Embora a obtenção de lipídeos produzidos por estes microrganismos seja 

considerada uma alternativa promissora, o custo elevado e as metodologias para lise 

celular e extração do óleo são considerados determinantes para a produção em escala 

industrial (Mendoza-López et al., 2016).  

As fontes de carbono, a recuperação da biomassa e a extração do óleo 
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microbiano são determinantes para redução dos custos operacionais de qualquer 

biorrefinaria baseada em óleo microbiano (Yousuf et al., 2017). De um modo geral, a 

extração do óleo pode ser realizada por diversas metodologias tais como métodos 

mecânicos, métodos químicos ou uma combinação dos dois. Além disso, o óleo pode 

ser extraído da biomassa fresca ou seca (Poli et al., 2014). 

Portanto, esta dissertação teve por objetivo avaliar diferentes metodologias 

para a lise celular para a extração de óleo das leveduras Yarrowia lipolytica QU21 e 

Meyerozyma guilliermondii BI281, visando selecionar a metodologia que 

demonstrasse melhor rendimento de óleo. 
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2. OBJETIVOS 

 

2.1 Objetivo Geral 

Avaliar diferentes metodologias de lise celular para a extração de óleo das 

leveduras Yarrowia lipolytica QU21 e Meyerozyma guilliermondii BI281, visando 

selecionar a metodologia que apresente melhor rendimento para futuro uso em escala 

industrial. 

 

2.2 Objetivos Específicos 

2.2.1 Avaliar processos de preparo da biomassa para posterior 

extração do óleo. 

2.2.2 Avaliar diferentes as metodologias para rompimento da parede 

celular das leveduras, visando aumento do rendimento em óleo na escala ampliada.  



4 

 

 

3. REVISÃO DA LITERATURA 

 

3.1 Óleo microbiano 

 

Os óleos e lipídeos são produzidos por todos organismos vivos pois são 

utilizados pelas células para funções essenciais e estruturais, tais como a formação 

de organelas e membranas semipermeáveis (Dowhan e Bogdanov, 2013).O óleo 

microbiano também é denominado como óleo de célula única (Single cell oil-SCO) 

produzido por microrganismos que são capazes de acumular de 20 até 80% de 

lipídeos de sua biomossa seca, incluindo microalgas, bactérias, fungos filamentosos 

e leveduras (Ratledge e Wynn, 2002; Meng et al., 2009). 

O acúmulo de lipídeos em microrganismos depende da fisiologia, das 

condições nutricionais e ambientais, e da produção de metabólitos secundários. A 

geração de óleo microbiano começa durante o crescimento exponencial e segue 

durante a fase estacionária dependendo diretamente da fonte de carbono e da 

limitação de nutrientes no meio (Beopoulos et al., 2011; Castanha et al., 2014). 

O interesse pelo uso dos óleos microbianos iniciou-se durante a Primeira e 

Segunda Guerras Mundiais, quando a Alemanha perdeu o acesso aos principais 

fornecedores de óleo vegetal, buscando então microrganismos oleaginosos como 

alternativa (Ratledge e Wynn, 2002). Entretanto, a busca e o desenvolvimento de 

lipídeos a partir de microrganismos diminuiu após o cessar da guerra em 1945, pois o 

custo para desenvolver estes era superior à produção e importação dos óleos de 

fontes vegetal e animal (Ratledge e Wynn, 1976; Ratledge e Wynn, 2002). Nos últimos 

anos, a busca por óleos microbianos para aplicações industriais voltou a crescer, 

principalmente pela promessa de ser uma alternativa mais sustentável ao uso de 

combustíveis fósseis. Além disso, sua exploração biotecnológica não compete com 

áreas destinadas para o cultivo de alimentos (Rosa et al., 2015). 

Um dos maiores empecilhos para a produção de SCO continua sendo o 

custo das fontes de carbono, por exemplo, a glicose que é a principal fonte de energia 

utilizada pelos microrganismos para produção de óleo, representando até 80% do 

custo total (Qin et al., 2017). Para tornar a produção de óleo microbiano 

economicamente viável, a maneira mais interessante é a redução de custos utilizando 

materiais de baixo valor financeiro tais como os subprodutos/resíduos industriais como 

o soro de leite e glicerol bruto (Leesing e Baojungharn, 2011). 
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O aproveitamento de resíduos e subprodutos agroindustriais e a utilização 

de microrganismos oleaginosos capazes de produzir quantidades aceitáveis de 

lipídeos com composição semelhante à de óleos de alto valor agregado representam 

potencial para a produção de SCO em larga escala (Papanikolaou e Aggelis, 2011). 

3.2 Fontes Alternativas de Carbono para a Produção de Lipídeos 

Nas últimas décadas muitas pesquisas intensificaram-se na exploração de 

fontes de matérias-primas renováveis para amenizar problemas ambientais gerados 

pelos resíduos industriais e pelo uso de combustíveis fósseis. Os resíduos oriundos 

de processos agroindustrias são considerados fontes de baixo custo pois são 

matérias-primas secundárias que podem ser utilizadas para a produção de SCO 

(Gouda et al., 2008; Martínez et al., 2015). 

Os resíduos do processamento agroindustrial podem ser usados como 

substratos para a produção de SCO devido ao alto teor de açúcares. Os substratos, 

como o soro de leite, glicerol bruto e o melaço têm sido investigados para o 

armazenamento lipídico em microrganismos oleaginosos. A acumulação de óleo 

geralmente é otimizada em proporção das taxas de carbono/nitrogênio (Banat, 2014; 

Martínez et al., 2015; Qin et al., 2017). Vários outros substratos renováveis, como o 

óleo de soja, podem atuar como nutrientes para o crescimento microbiano, assim 

como podem ser uma fonte importante de isolamento de potenciais microrganismos 

produtores de SCO (Banat, 2014; Martínez et al., 2015; Athenaki et al., 2018). 

O soro de leite resultante da indústria de lacticínios é considerado matéria-

prima de baixo custo que também poderia ser usado como fonte para SCOs. O soro 

é o líquido remanescente após a precipitação e remoção de caseína do leite e sua 

composição varia de acordo com o processamento industrial pela qual o leite passa 

(Castanha et al., 2014). Devido as características nutritivas, a valorização do uso do 

soro de leite vem sendo explorado como substrato de fermentação para conversão 

em biomassa microbiana para diferentes processos de fermentação visando a 

produção de biopolímeros, biossurfante, ácido acético e SCOs (Akpinar-bayizit et al., 

2014; Castanha et al., 2014; Pescuma et al., 2015). 

O glicerol residual derivado da indústria do biodiesel contém macro 

elementos, incluindo cálcio, potássio, enxofre e magnésio que podem ser convertidos 

por microrganismos em produtos como SCOs e biopolímeros (Qin et al., 2017). 

Muitas leveduras têm sido avaliadas como sendo capazes de converter 
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glicerol em lipídeos em um curto período (Garlapati et al., 2016). A reutilização do 

glicerol residual pode servir como uma estratégia promissora para a redução de custos 

de cultivo de leveduras oleaginosas, assim como menor emissão de CO2 durante a 

fermentação e menor concorrência direta com a produção de alimentos (Li et al., 2013; 

Qin et al., 2017). Segundo Signori et al. (2016), rendimento lipídico alcançado por 

leveduras que utilizam glicerol como substrato difere-se muito entre espécies e até 

cepas individuais. 

O material lignocelulósico é outro subproduto agrícola, orgânico e 

abundante que pode ser utilizado para finalidades biotecnológicas. As fontes 

lignocelulósicas mais usadas e pesquisadas são o bagaço de cana, palha de milho, 

arroz, trigo, entre outros (Rabelo et al., 2011). A composição da biomassa 

lignocelulósica consiste em três polímeros diferentes, celulose, hemicelulose e lignina, 

em teores diversificados dependendo da espécie vegetal (Qin et al., 2017). Entretanto, 

a celulose e a hemicelulose são compostas por açúcares polimerizados que 

necessitam de pré-tratamento para serem hidrolisados em açúcares simples, tais 

como hexose e pentose. Portanto, o pré-tratamento da biomassa vegetal é primordial 

para sua utilização como fonte de açúcar fermentável para que os microrganismos 

possam produzir lipídeos de alta qualidade (Bandhu et al., 2018). Muitos trabalhos 

vêm sendo realizados para elucidar a utilização rápida e simultânea de misturas de 

açúcar usando enzimas hidrolíticas e oxidativas para a bioconversão da biomassa 

lignocelulósica para SCO (Poontawee et al., 2017; Qin et al. 2017). 

3.3 Aplicações do Óleo Microbiano 

A produção de SCOs demonstra um potencial enorme como fonte 

renovável para a produção de produtos oleoquímicos. O óleo microbiano pode ser 

usado na sua forma nativa ou convertido em uma variedade de produtos químicos, 

físicos e bioquímicos. Os SCOs podem ser utilizados nas indústrias de 

biocombustíveis, sabões, tintas, plásticos, detergentes, têxteis, borracha, 

biossurfactantes, lubrificantes, aditivos para alimentos, cosméticos entre outras 

aplicações (Probst et al., 2015). 

3.4 Leveduras Oleaginosas 

As leveduras são particularmente interessantes para o desenvolvimento de 
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óleo microbiano devido a sua alta capacidade de síntese e acumulação de lipídeos 

intracelulares, chegando a níveis correspondentes a mais de 70% de sua biomassa. 

Além disso, os óleos produzidos pelas leveduras oleaginosas apresentam estrutura 

química semelhante aos óleos vegetais, tais como triglicerídeos saturados (Ratledge, 

1988; Ratledge, 2002; Garay et al., 2016). 

Atualmente, os gêneros identificados como oleaginosos são: Yarrowia, 

Candida, Rhodosporodium, Rhodotorula, Cryptococcus, Lipomyces, 

Trichosporonoides, Schizosaccharomyces e Meyerozyma (Polburee et al., 2015; 

Signori et al., 2016). As leveduras oleaginosas são consideradas promissoras para a 

produção de combustíveis e oleoquímicos. As vantagens das leveduras oleaginosas 

para gerar SCOs estão na sua capacidade de crescimento rápido, alta produtividade 

de lipídeos, adaptação para produzir biomassa em biorreatores convencionais e a não 

concorrência com espaço e produção de alimentos, além da flexibilidade de expansão 

e facilidade de manipulação genética para posterior otimização em escala industrial 

(Tanimura et al., 2014; Johnravindar et al., 2017). 

Entre as leveduras oleaginosas, a Yarrowia lipolytica é uma das mais 

estudadas, apresenta bom desempenho em fermentações de escala comercial e é 

bem conhecida por acumular alto teor de lipídeos em seu peso seco. Além disso, 

através da engenharia metabólica, a Y. lipolytica vem sendo manipulada para a 

construção de uma plataforma de produção versátil para converter lipídeos, gorduras 

e óleos em produtos de valor agregado (Ratledge et al., 2004; Ye et al., 2012; Shi e 

Zhao, 2017). 

A Meyerozyma guilliermondii (anteriormente Pichia guilliermondii), é outra 

levedura previamente relatada como oleaginosa por Wang et al. (2012) e Ramírez-

Castrillón et al.(2017). No trabalho realizado por Ramírez-Castrillón et al. (2017) a M. 

guilliermondii demonstrou possuir potencial para acumular lipídeos utilizando tanto 

glicose como glicerol como fontes de carbono, produzindo até 52,38% de lipídeos 

totais, sendo portanto uma fonte interessante para produção de óleo microbiano, 

especialmente para a produção de biodiesel. 

3.5 Composição e Síntese de Lipídeos em Leveduras Oleaginosas 

A síntese e acumulação de lipídeos em leveduras envolve dois processos 

metabólicos diferentes. A síntese de lípideos ‘’de novo’’ envolve a síntese de 

precursores de ácidos graxos, tais como acetil e malonil-CoA e seu alongamento 
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subsequente a um nível intermediário (C14-C16). Os graxos acil-CoA da via de 

biossíntese de armazenamento de lipídeos, se integram para formar triacilgliceróis 

(TAG) e ésteres de esteril (EE). Os lipídeos neutros são então estocados dentro dos 

corpos lipídicos (CL) para o armazenamento de energia. A síntese de ácidos graxos 

‘’de novo’’ em levedura é realizada pelo complexo enzimático de ácidos graxos 

sintetase (AGS) no citosol e requer o fornecimento constante de acetil-CoA e malonil-

CoA (Beopoulos et al., 2011). 

A via ‘’ex novo’’ envolve a quebra dos ácidos graxos, óleos e triaglicerídeos 

para posterior incorporação e armazenamento dentro da célula. Esta via exige a 

hidrólise de substrato hidrofóbico (SH) e incorporação / transporte dos ácidos graxos 

libertados sob a forma de tioésteres-CoA, que alimentam a via lipídica de 

armazenamento para gerar lipídeos neutros (Ratledge e Wynn, 2002; Beopoulos et 

al., 2011). 

Os ácidos graxos produzidos em ambas vias são esterificados usando 

moléculas de glicerol ou esterol para formar TAGs e EE e seus produtos finais formam 

as frações lipídicas da célula dentro dos CL (Ratledge, 2004; Beopoulos et al., 2011). 

3.6 Métodos Existentes para Extração de Lipídeos Microbianos 

A extração de lipídeos microbianos é caracterizada por múltiplos passos de 

processamento que são intensivos em energia e tempo. Geralmente, o primeiro passo 

antes da extração é a secagem para remover a água. A secagem é um passo que 

demanda uso de energia, de modo que métodos alternativos que usam biomassa 

úmida e não seca podem ser utilizados para a redução de custos (Probst et al., 2015). 

Métodos desenvolvidos por Folch et al. (1957) e Bligh e Dyer (1959) são 

sistemas de drenagem líquido-líquido e são os mais utilizados e efetivamente 

baseados em laboratório. Originalmente foram desenvolvidos para tecidos de animais 

úmidos que usam clorofórmio, metanol e água para separar lipídeos de outras 

moléculas não lipídicas. Porém, o clorofórmio apresenta natureza tóxica e indesejável 

a processos de extração com o intuito de utilização de óleos comestíveis (Halim et al., 

2012; Probst et al., 2015). 

Logo a identificação de alternativas de outros solventes mais adequados 

pode ser vital em operações de escala comercial. Outra opção é o uso do dióxido de 

carbono supercrítico (CO2) para extração renovável, pois o CO2 é um solvente inerte, 

facilmente disponível e GRAS. Porém, a extração supercrítica com CO2 representa 
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alto consumo de energia, o que torna este método caro e pouco atraente para 

processos em grande escala (Hegel et al., 2011). 

A maioria dos trabalhos publicados recentemente demonstra o uso de 

métodos de extração para microalgas oleaginosas, mas poucos trabalhos se 

concentraram no desenvolvimento de tecnologias para leveduras oleaginosas (Halim 

et al., 2012). Em geral, as principais considerações na aplicação de tecnologias de 

extração são: o baixo custo reduzindo o uso de energia e a utilização de solventes 

renováveis que minimizem a geração de resíduos (Probst et al., 2015). 
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4. MATERIAL E MÉTODOS 

 

4.1 Microrganismos 

As leveduras testadas foram recuperadas de uma coleção de culturas de 

leveduras localizadas na Universidade Federal do Rio Grande do Sul (Porto Alegre, 

Brasil). Foram utilizadas Yarrowia lipolytica QU21 (Poli et al., 2013) e a Meyerozyma 

guilliermondii BI281 (Ramírez-Castrillón et al., 2017) que foram identificadas 

anteriormente pelo nosso grupo de estudo. 

4.2 Pré-inóculo 

A ativação das células das leveduras foi realizada em meio GYP (0,5% 

extrato de levedura, 2% glicose, 1% peptona) em frascos de Erlenmeyer de 250mL 

contendo 50mL de meio, durante 24h em shaker com rotação de 150 rpm e 

temperatura de 26 oC. O crescimento celular foi avaliado através de espectrofofômetro 

utilizando comprimento de onda de 660nm em absorbância de 1 g/L. Uma alçada do 

meio líquido (1x106 células) foi transferida para o pré-inoculo contendo o meio C (0,5% 

extrato de levedura, 0,7% KH2PO4, 0,25% Na2HPO4, 0,15 MgSO4.7H2O, 0,015% 

CaCl2, 0,002% ZnSO4.7H2O, 0,05% (NH4)2SO4, 5% glicose) em pH 6, este mesmo 

meio foi usado para posterior fermentação em biorreator. Então, as leveduras foram 

cultivadas em biorreator de tanque agitado de 5L BIOSTAT B (B. Braun Biotech 

International, Alemanha) equipado com controle de temperatura, pH, agitação e 

aeração. O cultivo foi realizado durante 120 h e as condições de operação foram de 

26 ºC, agitação de 400 rpm, taxa de aeração de 10L.min-1. O pH não foi controlado 

durante o processo e para evitar a formação de espuma foi adicionado 0,1 g.L-1 de 

antiespumante (Antifoam 204, Sigma-Aldrich, St Louis, USA). 

4.3 Determinação da Biomassa das Leveduras 

Para a análise gravimétrica da biomassa, após crescimento em biorreator 

as células de cada levedura foram transferidas para tubos cônicos de 50 mL e 

centrifugadas a 5000 rpm durante 10 min. Os sobrenadantes foram descartados e o 

pellet foi lavado duas vezes com água destilada. As células, então receberam três pré-

tratamentos diferentes antes da extração do óleo. Algumas células foram mantidas 

úmidas/frescas, onde somente o sobrenadante foi retirado e o pellet conservado a -
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80 oC. Outras amostras foram secas em estufa a 40 oC por 24h. E finalmente outras 

amostras de células de ambas leveduras foram liofilizadas (Liotop L 1001) a -30 oC 

durante 24h. A biomassa foi determinada usando uma balança analítica (Shimadzu 

AY220). Todos os experimentos foram realizados em triplicada. 

 

4.4 Determinação das Condições de Extração 

Uma mistura padrão de solventes foi determinada através da metodologia 

modificada de Bligh e Dyer (1959) e Folch et al. (1957), a biomassa foi suspensa em 

clorofórmio: metanol (2: 1, v / v) e a lise celular ocorreu usando vários processos de 

extração intensificados (Turrax, homogeneizador Braun com bead milling e 

ultrasonicação). Após cada extração, a mistura foi agitada em shaker durante 30 

minutos a 150 rpm e foi feita uma diluição adicional com 1:1 de clorofórmio e sulfato 

de sódio anidro 1,5%. Então, a biomassa foi separada do solvente com centrifugação 

5000 rpm durante 5 minutos, a camada aquosa superior contendo metanol, água e 

compostos não lipídicos foi descartada e a camada inferior foi recuperada utilizando 

pipeta de Paster, filtrada em papel de filtro Whatman contendo 1,0 g de sulfato de 

sódio anidro e recolhida em frascos pré-pesados. A fase inferior recolhida e a 

evaporação dos solventes foi realizada em evaporador rotatório a 60ºC por 24 h. O 

peso lipídico extraído foi medido usando balança analítica (Shimadzu AY220). Foram 

determinados o rendimento lipídico como concentração (g / L) e o teor lipídico como 

porcentagem do peso lipídico em relação ao peso da biomassa. Cada extração foi 

realizada em triplicada. Além disso, o tempo para cada aparelho foi determinado em 

um experimento preliminar conforme mostrado na Figura 1 abaixo, sendo definido 

como tempo padrão extração de seis minutos em cada aparelho. 

 



12 

 

 

T e m p o  (m in u to s )

P
r
o

d
u

ç
ã

o
 d

e
 l

ip
íd

e
o

s
 (

g
/L

)

0 2 4 6 8 1 0 1 2

0 .0 5

0 .1 0

0 .1 5

0 .2 0

S o n ic a d o r

T u rra x

B ra u n

 

Figura 1. Experimento preliminar para avaliação do tempo de extração de óleo em cada 

aparelho. 

 

4.5 Homogeneizador Turrax 

Após 120h de cultivo em biorreator, as amostras de ambas leveduras foram 

transferidas para tubos de falcon (50 mL) e centrifugadas a 5000 rpm em uma 

centrífuga refrigerada por 10 minutos. O sobrenadante foi descartado e a biomassa 

foi ressuspendida na mistura padrão de solventes, clorofórmio/ metanol (2:1, v/v). A 

lise celular foi realizada com o homogeneizador Turrax (BASIC ULTRA-TURRAX T18; 

IKA), com ciclos de homogeneização durante 6 minutos a 4000 rpm e arrefecimento 

com gelo a cada 2 min para evitar o aquecimento da amostra. 

4.6 Sonicador Ultrassônico 

Após 120h de cultivo em biorreator, as amostras de ambas leveduras foram 

transferidas para tubos de falcon (50 mL) e centrifugadas a 5000 rpm em uma 

centrífuga refrigerada por 10 minutos. O sobrenadante foi descartado e a biomassa 

foi ressuspendida na mistura padrão de solventes, clorofórmio/metanol (2:1, v/v). 

Então, as amostras foram submetidas a extração assistida por ultrassom realizada 

usando o Sonicador ultrassônico (Qsonica, Sonicator Ultrasonic Processor Q700) por 

6 minutos com pulsos de 60 segundos e 60 segundos de pausa a frequência de 30 

kHz. Os frascos com as amostras foram mantidos em gelo durante todo o processo 

de extração para evitar o aquecimento dos lípideos. 
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4.7 Homogeneizador Celular Braun MSK e bead milling 

Após 120h, o cultivo foi transferido para tubos de falcon (50 mL) e 

centrifugado a 5000 rpm em uma centrífuga refrigerada por 10 minutos. O 

sobrenadante foi descartado e a biomassa foi ressuspendida na mistura padrão de 

solventes, clorofórmio/ metanol (2:1, v/v) e um volume de 0,3 g de microesferas de 

vidro (bead milling, diâmetro 200 mm) foi adicionado. As amostras foram submetidas 

à lise celular com o Braun homogeneizador celular (MSK 953030, B. Braun Biotech 

International, Melsungen, Alemanha) por 6 minutos com pausa de 2 em 2 minutos 

para que o frasco com a amostra fosse refrigerada em gelo para evitar o aquecimento 

dos lípideos. Após a extração, as microesferas de vidro (bead milling) foram 

separadas cuidadosamente da amostra antes da separação por centrifugação. 

4.8 Microscopia 

Para a verificação da lise celular após a extração usando os três diferentes 

métodos, as células foram centrifugadas em 3000 rpm e lavadas duas vezes com 

água destilada para a observação em microscópio óptico Olympus CX 40, com as 

objetivas de 40X e 100x. As amostras foram observadas em microscópio de marca 

BEL Photonics INV-100 FL Plus com sistema de Epi-Fluorescência (MF) com filtros 

Azul, Verde, Violeta e Ultravioleta, e equipado com câmera CCD Blacklight. O material 

foi examinado usando objetiva de 10X e de 20X com luz reduzida e filtro verde para a 

observação da ruptura celular. 

4.9 Análise Estatística 

Todos os dados foram analisados através da análise de variância 

(ANOVA) e as médias dos tratamentos foram comparadas pelo Teste de Tukey ao 

nível de 5 % de significância utilizando o software Prism6 –Graph Pad. 
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5. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

Microrganismos oleaginosos têm sido objeto de várias pesquisas nas 

últimas décadas. O óleo microbiano é interessante principalmente pela possibilidade 

de substituição de óleos de origem animal e vegetal e pode ser utilizado para diversas 

finalidades, tais como a produção de biocombustíveis e a utilização nas indústrias 

farmacêutica e alimentícia (Ratledge, 2002; Rosa et al., 2015). As leveduras 

oleaginosas são particularmente atrativas para o desenvolvimento de pesquisas 

devido a sua alta capacidade de síntese e acumulação de lipídeos intracelulares 

(Beopoulos et al., 2011; Garay et al., 2016). 

Neste estudo, a média de rendimento da biomassa foi de 0,79 g.L-1 para 

Yarrowia lipolytica QU21 e de 0,9 g.L-1 para Meyerozyma guilliermondii BI281 em 

biomassa fresca/úmida. Os valores de concentração das biomassas seca e liofilizada 

foram de 0,4 a 0,5 g.L-1 para ambas linhagens (Tabela 1). 

 

Tabela1. Médias das concentrações de biomassa de cada levedura nos três pré-tratamentos 

 

Concentrações de biomassa (úmida, seca, liofilizada) expressas em g.L-1 

 

O fato da biomassa fresca apresentar valores de concentração superiores 

deve-se a não retirada total da umidade que pode corresponder até 25% a mais do 

peso da amostra (Yellapu et al., 2016). Além disso, os valores apresentados são 

referentes à biomassa recolhida em frascos de 50 mL para utilização nos ensaios para 

a lise celular das leveduras. Quando comparado com o rendimento total da produção 

nas condições de biorreator, os valores de biomassa correspondem a 8 e 18 g.L-1 para 

BI281 e 8 e 15,8 g.L-1 para QU21, respectivamente. 

No presente trabalho, o cultivo em biorreatores foi realizado para se obter 

maior concentração de biomassa para possível aumento de produtividade de lipídeos 

para extração. Além disso, os diferentes tratamentos da biomassa (úmida, seca, 

liofilizada) antes da lise celular foram pensados com o intuito de minimizar custos 

relacionados a demanda de energia. Alguns estudos demonstram que a extração de 
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biomassa seca apresenta mais eficiência em comparação com a recuperação de 

lipídios de biomassa úmida, devido a presença de água influenciar na eficiência de 

processos de extração baseados em solventes, podendo reduzir a transferência de 

massa e aumentar a possível formação de emulsão (Dong et al., 2016). Entretanto, a 

secagem ou desidratação (liofilização) da biomassa antes da extração é 

economicamente custosa para aplicações em larga escala (Yellapu et al., 2016; Dong 

et al., 2016). 

A maior produção de lipídeos foi de 0,14 g.L-1 obtida da extração com o 

sonicador ultrassônico a partir da biomassa seca de M. guilliermondii BI281 (Tabela 2 

e Figura 2), apresentando diferença significativa (p= < 0,0001), pelo Teste de Tukey 

em nível de significância de 5%. O valor de rendimento lipídico menos expressivo foi 

resultante da extração com o homogenizador Braun e bead milling na mesma 

linhagem M. guilliermondii BI281, obtendo-se apenas 0,029 g.L-1 de biomassa úmida 

(Tabela 2 e Figura 3). 

 

 

Tabela 2. Resultados obtidos a partir da extração de óleo nas linhagens BI281 e QU21 das 

concentrações de biomassa úmida, seca e liofilizada 

 

Resultados das concentrações de lipídeos expressos em g.L-1, com média ± desvio padrão; * ** 

representam os valores significativos pelo Teste de Tukey 
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A         B 

 

Figura 2. Imagem de microscopia com epifluorescência (filtro verde) (A), mostrando as 

células rompidas da cepa BI281 após a extração com o Sonicador ultrassônico Qsonica Q700 

(B) em aumento de 20X. 

 

A Figura 3 representa a média dos mesmos valores de produção de lipídeos 

nos diferentes métodos de extração apresentados na tabela 2, onde pode-se notar 

que o Sonicador foi o que obteve melhores rendimentos na ruptura de células para a 

liberação do óleo, seguido pelo método utilizando Turrax e o homogenizador Braun e 

bead milling que foi o que demonstrou menos eficiência de extração de todos os 

métodos aplicados. Zhang et al. (2014) já relataram em um estudo que 

ultrassonicação é uma das técnicas mais eficientes para a recuperação lipídica de Y. 

lipolytica. 
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Figura 3. Comparação dos diferentes métodos de extração nos três tratamentos de 

biomassa em BI281 e QU21 
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Com relação ao teor de rendimento lipídico entre os diferentes métodos 

testados, o homogenizador celular Braun e bead milling foi o que apresentou os 

menores valores de produção de óleo, com os rendimentos equivalentes a 4% para 

BI281 e 6% para QU21, nos três pré-tratamentos de biomassa, enquanto que a 

extração com o Sonicador apresentou o maior rendimento 20% em BI281 em 

biomassa seca, seguido do processo com Turrax com produção lipídica de 16% em 

QU21 (Tabela 3 e Figura 4). 

 

Tabela 3. Relação do rendimento de lipídeos extraídos % (p/p) com os diferentes métodos de 

extração em cada levedura (BI281 e QU21) nos três pré-tratamentos de biomassa 

 

SBU= Sonicador Biomassa Úmida, SBS= Sonicador Biomassa Seca, SBL= Sonicador Biomassa 

Liofilizada, TBU= Turrax Biomassa Úmida, TBS= Turrax Biomassa Seca, TBL= Turrax Biomassa 

Liofilizada, BBU= Braun Biomassa Úmida, BBS= Braun Biomassa Seca, BBL= Braun Biomassa 

Liofilizada. Resultados expressos em %; * e ** representam os valores significativos pelo Teste 

de Tukey 
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Figura 4. Porcentagem do conteúdo de lipídeos extraídos com os diferentes métodos de 

extração nos três tratamentos de biomassa em BI281 e QU21. 

 

Castanha et al. (2012) analisaram o acúmulo de lipídeos em várias espécies de 

leveduras Rhodotorula graminis, Yarrowia lipolytica, Cryptococcus laurentii, 

Tricosporon sp., e Lipomyces starkeyi cultivadas em soro de queijo, onde o maior 

conteúdo obtido da produção de óleo a partir de biomassa seca foi em Cryptococcus 

laurentii 2,96 g.L-1, correspondente a 14,63 % do rendimento de lipídeos totais. Em Y. 

lipolytica, os autores relataram o rendimento lipídico de 3,76 g.L-1 correspondendo a 

apenas 2,41 % da biomassa seca, utilizando a técnica modificada de solventes Folch 

et al. (1957) e extração com maceração seguida de sonicador. 

Meullemiestre et al. (2016) investigaram diferentes formas de extração de 

lipídeos em Yarrowia lipolytica para maximizar o rendimento da extração. Os autores 

testaram técnicas de extração semelhantes às usadas neste trabalho, incluindo 

ultrassonicação, Turrax com bead milling e microondas para intensificar a eficiência 

da recuperação de lipídios. Adicionamente, vários pré-tratamentos foram aplicados, 

tais como congelação / descongelação, liofilização, bead milling e microondas para 

facilitar a ruptura da parede celular e liberação do óleo microbiano. Todos métodos 

também foram realizados com a mistura padrão de solventes (Bligh e Dyer, 1959; 

Folch et al., 1957). Os resultados são semelhantes aos apresentados neste trabalho, 

onde a extração em biomassa liofilizada usando Turrax e bead milling representou o 

maior conteúdo de lipídeos 13,56%, seguida do sonicador 8,10% e microondas 7,13%. 

Os autores observaram ainda que a diferença de extração com microondas pode ser 

devida a uma degradação de lipídeos com as condições de calor empregadas durante 

o processo. 

Em estudos anteriores realizados pelo nosso grupo de pesquisa com cepas 

catalogadas e identificadas como oleaginosas em nossa coleção de leveduras 

localizada em nosso laboratório, os resultados obtidos por Poli et al. (2013) podem ser 

comparados com os encontrados neste trabalho. Os autores também utilizaram a 

mesma linhagem de Yarrowia lipolytica QU21, empregando o método de Folch et al. 

(1957) seguido de cinco métodos de extração diferentes. O maior rendimento de 

conteúdo lipídico foi de 26,5%, a extração foi com pré-tratamento da biomassa com 

nitrogênio líquido e maceração seguida de lise celular com sonicador. Nos processos 
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de lise celular com nitrogênio líquido e maceração, os valores corresponderam a 14,3 

e 12,8% da biomassa. Em outro trabalho, Mattanna et al. (2014) relataram ótimos 

rendimentos da extração de óleos em linhagens de Y. lipolytica em meio glicose 

suplementado com peptona e/ou triptona, seguindo o método de extração de Bligh e 

Dyer, (1959) e lise celular com auxílio do Turrax. O rendimento lipídico da linhagem 

Y. lipolytica QU22 foi correspondente a um teor de 40,04%. Da mesma maneira, Y. 

lipolytica QU137 produziu conteúdo lipídico correspondendo a 40,30% da biomassa 

total seca. Utilizando glicerol e Y. lipolytica, Papanikolau e Aggelis (2002) realizaram 

um trabalho usando o processo de extração de acordo com Folch et al. (1957), 

produzindo um conteúdo de lipídeos equivalente a 43% da biomassa seca.  

Em outros estudos realizados por Ramírez-Castrillón et al. (2017), a 

linhagem Meyerozyma guilliermondii BI281 também foi investigada para a produção 

de lipídeos, o cultivo foi realizado em meio contendo glicose mais glicerol, utilizando o 

método de extração de Bligh e Dyer (1959) e Turrax. Os rendimentos lipídicos 

resultaram em valores de 34,97% a 52,38% do peso seco da biomassa total.  

Em um segundo trabalho Poli et al. (2014), utilizaram novamente a cepa 

Yarrowia lipolytica QU21, porém com cultivo em glicerol e extração com sonicador, 

obtendo produção de lípideos de 30,1% da biomassa seca.  

Nota-se que as condições de cultivo como fontes de carbono, 

disponibilidade de nitrogênio e as concentrações de minerais influenciam o acúmulo 

de lipídeos em leveduras oleaginosas (Ratledge e Wynn, 2002; Beopoulos et al., 

2011). Portanto, o óleo obtido a partir de diferentes espécies de leveduras oleaginosas 

pode ser influenciado de acordo com as diferentes condições de cultivo e do meio. 

Porém, a manipulação das condições de cultivo, como a fonte de carbono e de 

nitrogênio utilizadas, velocidade de agitação, pH e temperatura, não foram objetivos 

deste estudo. 

A literatura relata que não existe um método de extração que seja 100% 

eficaz em rendimento de óleos oriundos de microrganismos (Jacob 1992, Ageitos et 

al., 2011). A extração de lipídeos em leveduras é muitas vezes limitada pela 

resistência da parede celular, acessibilidade lipídica e transferência de massa. Além 

disso, a quantidade de biomassa pode interferir na extração de lipídeos, sendo 

necessários mais ciclos para o rompimento celular (Ageitos et al., 2011). Portanto, a 

escolha do método e as estratégias de cultivo são muito importantes para obtenção 

de um melhor rendimento de óleo microbiano para uso futuro nos processos 
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biotecnológicos.  

Através da análise e comparação dos resultados, é notável que o processo 

de extração de óleo em leveduras ainda exige muitos estudos tais como pré-

tratamentos alternativos em que tornem a estrutura lipídica mais acessível, pois 

embora uma etapa prévia de ruptura celular possa acrescentar mais um passo ao 

processo, isso poderia minimizar o tempo e energia gastos em escala industrial 

(Meullemiestre et al., 2016).  

Ainda, cabe destacar que os resultados obtidos deste estudo em 

comparação com a literatura, mostram que os trabalhos futuros do nosso grupo de 

pesquisa devem continuar investigando o uso de fontes de carbono renováveis e 

abundantes, como o glicerol residual e o soro de leite para produção de lipídeos de 

leveduras oleaginosas. Visto que vários autores já relataram rendimentos satisfatórios 

de produção de óleo microbiano utilizando estas fontes, diminuindo assim os gastos 

com a utilização de glicose como matéria-prima e visando o uso de resíduos industriais 

em processos biotecnológicos de larga escala (Xu et al., 2012; Ramírez-Castrillón et 

al. 2017). 
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6. CONCLUSÃO 

 

Este trabalho teve foco a avaliação de diferentes métodos para produção e 

extração de lipídeos de duas leveduras oleaginosas, podendo-se concluir a partir dos 

resultados obtidos:  

- Nos processos de pré-tratamento da biomassa (úmida, seca e liofilizada) não 

foi verificado diferenças de rendimento de óleo após a extração de lipídeos, 

demonstrando que a biomassa fresca/úmida pode ser usada para minimizar os custos 

da demanda de energia em escala industrial. 

- A metodologia que apresentou maior eficiência para o rompimento da parede 

celular foi a extração com o Sonicador ultrassônico, seguida do processo com Turrax, 

e o valor de rendimento lipídico menos expressivo foi resultante da extração com o 

homogenizador Braun e bead milling. Apesar disso, o rendimento de óleo obtido após 

a extração de lipídeos foi considerado abaixo dos da literatura e maiores estudos são 

necessários para otimizar esta etapa. 
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7. Perspectivas de Trabalhos Futuros 

 

Com base nos resultados obtidos, sugere-se algumas propostas para trabalhos 

futuros, tais como: 

- A utilização de fontes de carbono alternativas como, por exemplo, resíduos 

industrias para redução de custos no processo de produção de óleos microbianos.  

- A investigação quanto a outros pré-tratamentos de biomassa, bem como o 

aumento dos ciclos do processo de extração para aumentar a eficiência da lise celular 

para a liberação de lipídeos. 

- A realização de mais estudos com as duas cepas M. guilliermondii BI281 e Y. 

lipolytica QU21, pois estas demonstram potencial para a aplicação industrial como 

fonte de óleo. Maiores estudos devem ser realizados para uma maior produção e 

otimização de óleo, manipulação genética, além de estudos de metabolismo e 

fisiologia celular, principalmente da Meyerozyma guilliermondii que ainda possui 

poucos trabalhos publicados na literatura. 
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