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(57) Resumo: BIOPROCESSO DE PRODUCAO DE BIOMASSA DE TRAUSTOQUITRIDEO RICA EM ACIDO
DOCOSAHEXAENOICO UTILIZANDO RESIDUOS AGROINDUSTRIAIS E BIOPRODUTO COMPOSTO DE BIOMASSA DE
TRAUSTOQUITRIDEO. A presente invencéo trata de um bioprocesso tecnoldgico para producdo de biomassa de traustoquitrideo
rica em acido docosahexaendico (DHA) do tipo 6mega-3 em biorreator de tanque agitado por cultivo submerso, e também em um
bioproduto composto de biomassa de traustoquitrideo. Este bioprocesso aproveita residuos agroindustriais gerados pelas
indUstrias agroalimentares como o melaco de cana-de-agucar, o creme de levedura e a milhocina como fontes de carbono e
nitrogénio no meio de cultura. O bioprocesso é caracterizado pela producdo sustentavel, controlada e de baixo custo de biomassa
microbiana, um bioproduto que pode ser utilizado na alimentag¢éo animal.
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BIOPROCESSO DE PRODUCAO DE BIOMASSA DE TRAUSTOQUITRIDEO RICA
EM ACIDO DOCOSAHEXAENOICO UTILIZANDO RESIDUOS
AGROINDUSTRIAIS E BIOPRODUTO ENRIQUECIDO COM BIOMASSA DE
TRAUSTOQUITRIDEO

Campo da Invencao
[001]. Esta invencdo estd inserida na drea de biotecnologia

agroalimentar, especificamente na drea de alimentos funcionais e
nutracéuticos. A presente invencdo consiste no aproveitamento do
melaco de cana-de-acucar, creme de levedura e milhocina na
producdo de biomassa microbiana rica dcido docosahexaendico (DHA)
do tipo &mega-3 em cultivo submerso pelos traustoquitrideos marinhos
Aurantiochytrium spp. Da mesma forma, este bioprocesso facilita a
producdo sustentdvel de biomassa em combinacdo com residuos
agroindustriais brutos visando enriquecer bioproduto final para aplicacdo

na suplementacdo e alimentacdo animal.

Fundamentos da Invencao e Estado da Técnica

Melaco de cana-de-acucar

[002]. O melaco ou mel final € o principal subproduto
agroindustrial resultante da etapa de centrifugacdo na fabricacdo de
acucar. O Brasil € o maior produtor mundial de cana-de-agucar e na
safra 2019/20 foram produzidas 642.7 milhdes de toneladas (CONAB.
Acompanhamento da safra brasileira de cana-de-acucar, v. 7 - Safra
2019/20, n. 2, p. 1-64. Companhia Nacional de Abastecimento. Brasilia,
2020). Assim, sGo gerados aproximadamente entre 40 a 60 kg de melaco
por tonelada de cana processada. O melaco € uma fonte de carbono

de baixo custo e sua principal aplicacdo € nas usinas de producdo de
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dlcool efilico ou etanol. Também é utilizado como matéria prima na
indUstria biotecnoldgica, farmacéutica, quimica e alimenticia (OLIVEIRA,
M. R. B. et al. PRODUCAQO DE ETANOL A PARTIR DE MELACO DE CANA.
Revista de Estudos Ambientais, v. 21, n. 1, p. 38, 10 out. 2019).

[003]. O melaco é um liguido viscoso marrom rico em
acucares com pH entre 5.7 e 5.9. A dglicose e a frutose sdo acucares
redutores, j& o dissacarideo sacarose precisa ser hidrolisado em glicose e
frutose (Tabela 1). Os acUcares redutores totais (ART) do melaco de cana
compreendem entre 54 e 59.2% em termos de glicose e frutose. Estes
acucares fermentesciveis podem ser utilizados por microrganismos para
promover o crescimento celular, motivo pelo qual € amplamente

utilizado por leveduras para producdo de etanol.

Tabela 1 — Composicdo centesimal quimica aproximada do melaco de cana-de-
acucar (MELACOS BRASILEIROS. Especificacdes técnicas do melaco de cana liquido.

Disponivel em: https://melacos.com.br/especificacoes-tecnicas).

Composicdo Melago de cana (% em base seca)
Matéria seca 79.5-81.6%

Matéria orgdnica 74%

Proteinas 3-3.2%

Carboidratos 54-59.2%

Sacarose 39.4-39.9%

Glicose 5.3-6.9%

Frutose 7.6-7.9%

Cinzas 8.7-11%

Creme de levedura

[004]. O creme ou leite de levedura é um subproduto
agroindustrial gerado principalmente da producdo biotecnoldgica de
etanol no setor sucroalcooleiro e também na producdo de cerveja. A
fermentacdo alcodlica utiliza levedura ou fermento para transformar o

acucar do mosto em etanol e gds carbdnico. As leveduras comumente
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utilizadas sdo da familia Saccharomyces cerevisiae. Apds a fermentacdo
terminar, as células das leveduras sdo decantadas naturalmente, onde
cerca de 75-85% apresentam viabilidade celular podendo ser reutilizadas
em proximas fermentacdes. Dessa forma, aproximadamente 20% das
leveduras restantes compdem o subproduto conhecido como creme ou
leite de levedura. A levedura pode ser ainda inserida em um processo de
fermentacdo enddgena e submetida a estresse, o que ocasiona o
consumo das préprias reservas de carboidratos aumentando
conseguentemente o conteldo de proteina celular. Assim, o creme de
levedura enfra em um processo de lavagem e desalcoolizacdo, em
seguida é destinado a secagem por atomizacdo (spray-dryer) com ar
quente produzindo a levedura inativa seca (SANTOS, M. M. Leveduras de
cerveja e cana-de-acucar (Saccharomyces cerevisiae), autolisada e
integra, na dieta de cdes. Dissertacdo de mestrado. Universidade
Estadual Paulista "JUlio de Mesquita Filho™, 2009).

[005]. O Brasil € o segundo maior produtor mundial de etanol,
seguido dos EUA, e na safra 2019/20 foram produzidos 34 bilhdes de litros
de etanol a partir da cana-de-acucar (CONAB. Acompanhamento da
safra brasileira de cana-de-agucar, v. 7 - Safra 2019/20, n. 2, p. 1-64.
Companhia Nacional de Abastecimento. Brasilia, 2020). Assim, sdo
gerados entre 2.5 e 3 kg de levedura seca para 100 litros de dlcool
produzido. A levedura seca de cana € utilizada na alimentacdo animal,
j& alevedura seca de cerveja é utilizada como suplemento nutricional na
alimentacdo humana. As aplicacdes séo devidas principalmente ao seu
alto conteudo protéico variando enftre 33 e 50% (Tabela 2),
representando entre 70 e 85% de caseina. Os carboidratos presentes no
creme de levedura sdo representados principalmente por trealose,
glucanos, mananoligossacarideos (MQOS) e glicogénio (DURAN, D. S.;

PEIXOTO, T. B. Viabilidade Econdmica da Implantacdo do Sistema de
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Secagem - Spray Dry — para Levedura em Usina na regido Centro-Sul do

Brasil. Em: Temas do Agronegdcio, p. 153-178, Piracicaba, 2015).

Tabela 1 - Composicdo centesimal quimica aproximada do creme de levedura
(CABALLERO-CORDOBA, G. M.; PACHECO, M. T. B.; SGARBIERI, V. C. Composicdo
quimica da biomassa de levedura integral (Saccharomyces sp.) e determinacdo do
valor nutritivo da proteina em células integras ou rompidas mecanicamente. Ciéncia e
Tecnologia de Alimentos, v. 17, n. 2, p. 102-106, ago. 1997.), (MATHIAS, T. R. DOS S. et al.
Characterization and determination of brewer’s solid wastes composition. Journal of the
Institute of Brewing, v. 121, n. 3, p. 400-404, jul. 2015.) e (POVEDA PARRA, A. R. et al.
Levedura mista (cerveja + cana-de-acucar) spray-dry na alimentacdo de leitdes na fase
inicial. Archivos de Zootecnia, v. 62, n. 238, p. 199-209, jun. 2013.).

Composicdo Creme de levedura (% em base seca)
Matéria seca 10-20%
Matéria orgénica 80-90%
Proteinas 33.6-49.8%
Carboidratos 26-45%
Lipideos 3.0-4.9%
Fibras 9-9.5%
Cinzas 5.9-8.3%
Milhocina
[006]. A milhocina ou dgua de maceracdo do milho € um

subproduto agroindustrial de cor marrom claro a escuro, odor ensilado e
pH baixo (3.7-3.86) devido ao alto teor de dacido Idtico. A milhocina é
obtida na moagem por via Umida no processamento do milho, onde os
grdos do milho sdo embebidos em dgua aquecida enguanto sdo
macerados sucessivamente. Assim, a dgua de maceragcdo pode ser
evaporada até obter cerca de 45 a 50% de sdlidos ou matéria seca
(BUYONDO, J. P.; JAQUESS, P. Method to enhance yeast growth for
fermentative bioproduct production, and nutrient composition for same.
WO 2017/070200 Al, 2017).
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[007]. A milhocina apresenta uma composicdo variavel
dependendo da condicdo, origem e qualidade do miho e do
processamento (Tabela 3). Este residuo agroindustrial de baixo custo é
uma excelente fonte de nitrogénio, proteinas, aminodcidos, carboidratos
ndo fibrosos, vitaminas e minerais. Entre os principais aminodcidos
destacam-se a alaning, valina e leucina. Os carboidratos ndo fibrosos
incluem o dcido latico (20-28% em base seca), amido (14.8% em base
seca) e acucares redutores em baixa concentracdo (2.0-3.0% em base
seca). A milhocina pode ser ulilizada na alimentacdo animal e
recentemente como substituta do extrato de levedura no meio de
cultura de processos fermentativos contribuindo no metabolismo celular
de microrganismos (PEREIRA, M. D. G. Influéncia dos residuos
agroindustriais (milhocina e farinha de banana verde) na producdo de
carboidratos totais, quitosana e lipidios por Cunninghamella echinulata
UCP 1297. Dissertacdo de mestrado, Universidade Federal de

Pernambuco, 2013).

Tabela 3 - Composicdo centesimal quimica aproximada da milhocina (CHOVATIYA, S.
G.; BHATT, S. S.; SHAH, A. R. Evaluation of corn steep liquor as a supplementary feed for
Labeo rohita (Ham.) fingerlings. Aquaculture International, v. 192, n. 1, p. 1-12, 20 fev.
2011), (ECKERLE, G. J. et al. Effects of corn steep liquor supplementation on voluntary
selection of ftallgrass prairie hay contaminated with sericea lespedeza and
uncontaminated tallgrass prairie hay. Kansas Agricultural Experiment Station Research
Reports, n. 1, p. 58-61, 1 jan. 2012), (MAHR-UN-NISA et al. Influence of Corn Steep Liquor
on Feeding Value of Urea Treated Wheat Straw in Buffaloes Fed at Restricted Diets. Asian-
Australasian Journal of Animal Sciences, v.19,n.11,p.1610-1616, 29 set. 2006) e (SANTOS,
V.L.F.DOS et al. Protein sources for crossbred dairy cows in the semiarid. Revista Brasileira
de Zootecnia, v. 41, n. 10, p. 2272-2278, out. 2012).

Composicao Milhocina (% em base seca)
Matéria seca 45.1-52.0

Matéria orgénica 89.8-95.1

Proteinas 31.6-49.0%
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Carboidratos 23.55-46.7
Lipideos 0.10-1.25
Fibras 0.5-0.6
Cinzas 8.44-10.30

AGPI-CL n-3 e 0 dcido docosahexaendico (DHA)

[008]. Os dcidos graxos poli-insaturados de cadeia longa
6mega-3 (AGPI-CL n-3) sdo acidos carboxilicos essenciais, j& que ndo sdo
sintetizados eficientemente pelo homem ou pelos animais, sendo
necessdria sua ingestdo na dieta. Os AGPI-CL n-3 sdo encontrados
principalmente de fontes marinhas como o peixe, frutos do mar e
recentemente microrganismos como as microalgas. Estes compreendem
trés acidos graxos principais tais como o acido eicosapentaendico (EPA,
C20:5 n-3), o dacido docosapentaendico (DPA, C22:5 n-3) e o dcido
docosahexaendico (DHA, C22:6 n-3). Este JUltimo, o dcido
docosahexaendico (DHA) é produzido na biossintese final de lipideos no
metabolismo de microalgas heterotréficas ou fraustoquitrideos com
ajuda de um conjunto de enzimas. Os animais do mundo marinho como
peixes e frutos do mar se alimentam naturalmente dessas microalgas ricas
em DHA/&mega-3, o que facilita posteriormente o consumo direto de
DHA pelos humanos (SAINI, R. K.; KEUM, Y.-S. Omega-3 and omega-6
polyunsaturated fatty acids: Dietary sources, metabolism, and
significance — A review. Life Sciences, v. 203, p. 255-267, 2018).

[009]. Os AGPI-CL n-3 trazem grandes beneficios ¢ saude do
coracdo, crescimento e desenvolvimento do cérebro, manutencdo das
funcoes cerebrais, desenvolvimento fetal e visdo em criancas. Além disso,
o DHA/&mega ajuda na melhora da memaria e na diminuicdo dos niveis
de colesterol ruim (LDL) no sangue (MALLICK, R.; BASAK, S.; DUTTARQY, A.
K. Docosahexaenoic acid,22:6n-3: Ifs roles in the structure and function of

the brain. Infernational Journal of Developmental Neuroscience, v. 79, p.
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21-31, 2019) e (MOZAFFARIAN, D.; WU, J. H. Y. Omego-3 fatty acids and
cardiovascular disease: Effects on risk factors, molecular pathways, and
clinical events. Journal of the American College of Cardiology, v. 58, n.
20, p. 2047-2067,2011).

Traustoquitrideos marinhos

[010]. Os fraustoquitrideos sdo protistas marinhos também
conhecidos como microalgas heterotréficas, que podem crescer em
sistemas controlados com a capacidade de acumular mais de 50% da
sua biomassa como lipidios infracelulares, onde os dcidos graxos dmega-
3 equivalem a mais do 25% desses lipideos. Eles pertencem & classe dos
Labirintulomicetos, os quais possuem principalmente  espécies
microbianas que produzem d&cidos graxos 6mega-3. Os géneros
microbianos dos labirinfulomicetos incluem Aplanochytrium,
Labyrinthuloides, Stellarchytrium, Labyrinthula, Oblongichytrium,
Thraustochytrium, Japonochyfrium, Schizochytrium, Aurantiochytrium,
Ulkenia, Sicyoidochytrium, Parietichytrium, Botryochytrium,
Monorhizochytrium, Labyrinthulochytrium (FOSSIER MARCHAN, L. et al.
Taxonomy, ecology and biotechnological  applications  of
thraustochytrids: A review. Biotechnology Advances, v. 36, n. 1, p. 26—46,
2018).

[O11]. Os traustoquitrideos tem chamado a atencdo pela
grande producdo de diversos metabdlitos tais como enzimas,
carotenoides (caroteno, astaxantina, cantaxantina), antioxidantes,
esterdis (esqualeno) e dacidos graxos poli-insaturados de cadeia longa
6mega-3 (AGPI-CL n-3) como o dcido docosahexaendico (DHA, C22:6 n-
3). (MORABITO, C. et al. The lipid metabolism in thraustochytrids. Progress
in Lipid Research, v. 76, p. 101007, 2019).
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Biomassa de traustoquitrideos na nutricdo animal

[012]. Os animais ndo sdo capazes de sintetizar
eficientfemente 6mega-3 em seu metabolismo, razdo pela qual é
necessario seu consumo em dietas. As microalgas como oS
traustoquitrideos sdo os produtores primdrios de 6mega-3 no ambiente
marinho, e os peixes contém dmega-3 porque consomem em grande
parte outros peixes ou zoopldncton que se alimentaram desses
traustoquitrideos (VENTURA, S.P. et al. Extraction of value-added
compounds from microalgae. In: Microalgae-Based Biofuels and
Bioproducts. [s.l.] Elsevier, p. 461-483, 2017).

[013]. A biomassa de tfraustoquitrideos rica em 6mega-3
pode ser usada para nutricdo humana e animal, incluindo alimentos e
bebidas fortificados, suplementos dietéticos, féormulas infantis, nutricdo
clinica e alimentos médicos, produtos farmacéuticos e alimentos para
animais de estimacdo (ROBERTSON, R. et al. Algae-Derived
Polyunsaturated Fatty Acids: Implications for Human Health. In: CATALA,
A. (Ed.). Polyunsaturated fatty acids sources, antioxidant properties and
health Benefits. [s.l.] Nova Publishers, p. 54, 2013).

[014]. Diversas pesquisas da inclusdo ou suplementacdo de
6mega-3 de tfraustoquitrideos na alimentacdo de peixes, aves e bovinos
buscam aumentar os niveis nutricionais desses dAcidos graxos. Por
exemplo, a inclusdo de 40 g de Schizochytrium sp. para cada 1 kg de
racdo na alimentacdo de fildpia-do-Nilo teve efeitos positivos no ganho
de peso (de 1.3 g para 7.5 g), no aumento proteico, e no incremento nos
niveis de 6mega-3 (de 1.8% para 5.2%) e dcido docosahexaendico (DHA)
(de 0.6% para 3.9%) quando comparado ao controle sem adicdo de
Schizochytrium sp. (DOS SANTOS, S. K. A. et al. Evaluation of growth and
fatty acid profile of Nile ftilapia (Oreochromis nilotficus) fed with

Schizochytrium sp. Aquaculture Research, v. 50, n. 4, p. 1068-1074, 2019).
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[015]. Por exemplo, um estudo comparativo utilizando éleo
de peixe e 5% de inclus@o de biomassa de Aurantiochytrium sp. TC 20 em
dietas de salmdo do Atlantico apresentou performance similares quanto
ao ganho de peso, composicdo bromatoldgica e perfil lipidico. Os dcidos
graxos poli-insaturados no peso final do salmao foram 29.9 mg/g na dieta
com Oleo de atum e 28.6 mg/g na dieta com fraustoquitrideo. A
quantidade de dcido docosahexaendico (DHA) no peso final foi 15.1
mg/g na dieta com dleo de atum e 13.2 mg/g na dieta com biomassa
de traustoquitrideo. Estes resultados mostraram o  potencial
biotecnolégico da biomassa de Aurantiochytrium sp. TC 20 como
substituto do dleo de peixe na alimentacdo de salmdo (LEE CHANG, K. J.
et al. Feeding Whole Thraustochytrid Biomass to Cultured Atlantic Salmon
(Salmo salar) Fingerlings: Culture Performance and Fatty Acid
Incorporation. Journal of Marine Science and Engineering, v. 8, n. 3, p. 207,
2020).

[016]. Por exemplo, efeitos da adicdo de niveis graduais de
enfre 1 e 3% de biomassa comercial de microalgas Schizochytrium
limacinum CCAP 4087/2 (All-G-Rich™, Alltech Inc.) em dietas de galinhas
mostrou um aumento no teor de dacido docosahexaendico (DHA) na
gema do ovo de 248 para 776 mg de DHA por 100 g de gema de ovo
com 3% de inclusdo (AQ, T. et al. Effects of supplementing microalgae in
laying hen diets on productive performance, fatty-acid profile, and
oxidative stability of eggs. The Journal of Applied Poultry Research, v. 24,
n. 3, p. 394-400, 2015).

[017]. NéGo foi encontrado nenhum bioprocesso ou
bioproduto similares aos da presente invencdo no estado da técnica e
no mercado. A busca de anterioridade revelou patentes
(WO2007074479A1; WO2005045050A1; US2006188969A1; CA2072978AT1)

que apresentam a producdo de lipideos por cepa mutante ou ndo de
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Schizochytrium podendo suplementar milhocina no meio sintético. A
patente  CN104561151B apresenta etapas de pré-fratamento
(acidificacdo, floculacdo, etc.) do melaco de cana para fermentacdo
de DHA por Schizochytrium. No entanto, nenhuma patente demonstrou
o desenvolvimento de um bioprocesso integrado utilizando os residuos
melaco de cana, milhocina e creme de levedura como meio de cultura
principal na producdo de biomassa enriquecida com DHA/dmega-3. Os
bancos de dados e patentes Patent Inspiration, INPI, Derwent e Google

Patents foram utilizados no levantamento.

Descricdo da abordagem do problema técnico

[018]. As agroindUstrias e as indUstrias agroalimentares geram
uma quantidade significativa de residuos liquidos e sélidos. Estes residuos,
quando ndo tratados, podem ocasionar grandes problemas ambientais,
econdmicos e sociais. Porém, o aproveitamento deles na geracdo de
novos produtos permite viabilizar esses residuos, buscando assim diminuir
os desperdicios industriais e converter esses residuos em subprodutos ou
matérias primas com valor econdmico. Residuos como o melaco de
cana-de-acucar, a milhocina e o creme de levedura aparecem como
uma alternativa de substratos de baixo custo para a producdo de
biomassa de fraustoquitrideos. Estes substratos atuam como fonte de
nifrogénio devido ao alto conteldo de proteina presente no creme de
levedura e milhocina favorecendo o crescimento e desenvolvimento
celular da biomassa. J& o melaco de cana atua como principal fonte de
carbono e seu alto teor de acuUcares confribui na fransformacdo e
acumulo de lipideos na célula, sendo de alto valor nutricional como € o
dcido docosahexaendico (DHA/6mega-3).

[019]. Diversas organizacdes mundiais como a OMS

(Organizacdo Mundial de Saude), a FAO (Organizacdo de Alimentos e
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Agricultura dos Estados Unidos), a ISSFAL (Sociedade Internacional para
Estudo dos Acidos Graxos e Lipidios), a WAPM (Associacdo Mundial de
Medicina Perinatal) e a GOED (Organizacdo Global para EPA e DHA
Omegao-3) tém estabelecido recomendacdes de ingestdo didria de
6mega-3 (DHA e EPA) de acordo com evidéncias cientificas. Da mesma
forma, cada pais tem suas recomendacdes de ingestdo didria
estabelecidas por organizacdes nacionais como € o caso da Sociedade
Brasileira de Cardiologia (SBC) e a Associacdo Brasileira de Nutrologia
(ABRAN). Esses valores variam entre 10-150 mg/dia para criancas, entre
200-500 mg/dia para adultos sauddveis, entre 200-300 mg/dia para
grdvidas e lactantes e entre 500-1000 mg/dia para pessoas com doencas
cardiacas, hipertensdo e ftriglicerideos altos no sangue (ISSFAL.
International Society for the Study of Fatty Acids and Lipids. Global
Recommendations for EPA and DHA Intake. Rev 19 November 2014.
Disponivel em: https://www.issfal.org/goed-recommendations-for-epa-
dha).

[020]. Tradicionalmente, o dleo de peixe e a farinha de peixe
tém sido as fontes tradicionais de dcidos graxos dmega-3 na alimentacdo
humana e animal. Porém, esta fonte tem sido questionada devido ao
risco de contaminantes, poluentes e a pesca exirativista. Essa fonte
exclusiva de biolipideos ndo tem conseguido sustentar a demanda
global por esse tipo de produto, necessitando aumentar cada vez mais
os niveis de predacdo dos mares. A pesca exirativista tem gerado
problemas econdmicos, éticos e ambientais; a qual ocorre a uma
velocidade tdo rapida que o oceano ndo consegue substituir as espécies
marinhas a tempo, o que leva a sua extingdo e escassez (KAR, T.;
MATSUDA, H. An overview of bioeconomic analysis and management in
fisheries. Journal of Fisheries and Aquatic Science, v. 1, n. 3, p. 218-234,
2006).
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[021]. Objetivos de desenvolvimento sustentdvel (ODS) ou
United Nations Sustainable Development Goals (SDGs) foram adotados
pela Organizacdo das Nacdes Unidas (ONU) e buscam ser atingidos até
O ano 2030 (UNITED NATIONS DEVELOPMENT PROGRAMME. The
Sustainable Development Goals (SDGs). Disponivel em:
https://www.br.undp.org/content/brazil/pt/home/sustainable-
development-goals.html). Alguns desses objetivos podem ser alcancados
com o uso de traustoquitrideos como fonte de 6mega-3 na alimentacdo
humana e animal. Esta fonte atende ao objetivo N° 2 (Fome zero), o qual
busca acabar com a fome e a mda-nutricdo. Igualmente contribui para o
objetivo N° 3 (Saude e bem estar) melhorando a salde materna e o
sistema imunoldgico, e reduzindo a mortalidade infantil. Assim, o objetivo
N° 14 (Vida na dagua) também é atendido, o qual busca reduzir a
poluicdo marinha, garantir a protecdo dos ecossistemas marinhos e
costeiros, diminuir a pesca extrativista e incentivar prdticas sustentdveis
como a aqguacultura. Portanto, faz-se necessdria a busca por fontes
alternativas (como via biotecnolégica microbiana) de producdo de
dcidos graxos poli-insaturados de cadeia longa 6mega-3 (AGPI-CL n-3).

[022]. A biomassa de fraustoquitrideos tem aparecido como
uma alternativa sustentavel e renovavel. Algumas vantagens do uso de
traustoquitrideos como fonte de dmega-3 sdo: Os traustoquitrideos ndo
sGo patogénicos ou toxicos, sdo uma fonte sustentdvel de baixo custo,
podem crescer em condicdes de fermentacdo controladas, sGo uma
fonte vegetariana ou vegana, podem ser consumidos por pessoas com
alergia a peixes ou frutos do mar, sdo menos suscetiveis  contaminacdo
ambiental por produtos quimicos, possuem estabilidade oxidativa, ndo
sGo necessdrias modificacdes genéticas para obter altos rendimentos
(OROZCO COLONIA, B. S.; VINICIUS DE MELO PEREIRA, G.; SOCCOL, C. R.

Omega-3 microbial oils from marine thraustochytrids as a sustainable and
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technological solution: A review and patent landscape. Trends in Food
Science & Technology, V. 99, p. 244-256, 2020). Além disso, a quantidade
de dmega-3 extraida a partir dos traustoquitrideos & superior O extraida
de peixes e plantas, sendo 30 kg de dmega-3 por tonelada de peixe, 49
kg de 6mega-3 por tonelada de plantas e 300 kg de émega-3 por
tonelada de biomassa de traustoquitrideos (FINCO, A. M. DE O. et al.
Technological frends and market perspectives for production of microbial
oils rich in omega-3. Critical Reviews in Biotechnology, v. 37, n. 5, p. 656—
671,20170.

Descricao detalhada da Invencao

[023]. A presente invencdo consiste em um bioprocesso de
producdo de biomassa de fraustoquitrideo rica em dcido
docosahexaendico utilizando  residuos  agroindustricis  brutos,
caracterizado por utilizar melaco de cana-de-acucar na faixa de 80 a
100 g/L, creme de levedura na faixa de 10 a 20 g/L e milhocina na faixa
de 20 a 30 g/L como substratos do meio de cultivo, e também dgua do
mar artificial composta de sal marinho na faixa de 10 a 20 g/L e glutamato
monossddico na faixa de 2 a 5 g/L. O processo emprega traustoquitrideos
marinhos Aurantiochytrium spp. como indculo.

[024]. O bioprocesso deve ser conduzido em cultivo
submerso em biorreator de tanque agitado durante 72 a 120 horas, com
taxa de indculo enfre 9 e 11% (v/v), aeracdo entre 0.5 e 1 vvm, pH entre
5.5 e 6.0, agitacdo entre 400 e 800 rom e temperatura entre 25 e 28 °C.

[025]. Como resultado, obtém-se biomassa microbiana rica
em dacido docosahexaendico (DHA) pertencente a familia dos dcidos
graxos poli-insaturados de cadeia longa émega-3 (AGPI-CL n-3). Mais

especificamente, obtém-se entre 39.29 e 40.0 g/L de biomassa e 16.1 e
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14.98 g/L de lipideos, com rendimentos de 0.64 g de biomassa por g de
substrato e 0.29 g de lipideos por g de substrato.

[026]. Apss o cultivo submerso, redliza-se a separacdo da
biomassa celular por centrifugacdo a 4500-5500 g e entre 4 e 10 °C
durante 6 a 10 min, a secagem da biomassa em bandejas em estufa com
circulacdo de ar entre 40 e 50 °C durante 24 a 48 horas e a posterior
moagem para reducdo da granulometria para valores entre 0.500mm e
0.354mm.

[027]. O bioproduto enriguecido com biomassa de
traustoquitrideo é caracterizada por conter, em massa, entre 75 e 90% de
biomassa de traustoquitrideo e entre 25 e 10% de sdlidos dos residuos
brutos de melaco de cana-de-acucar, milhocina e creme de levedura,
resultando em composicdo que contém entre 87.5 e 85.0% de matéria
seca, entre 31.4 e 30.1% de proteina, entre 40.0 e 38.13% de lipideos, entre
10.1 € 8.17% de carboidratos e entre 10.2 e 9.8% de cinzas. O bioproduto
contém ainda entre 35.43 e 30.5% de acido docosahexaendico (DHA) e

pode ser utilizado na alimentacdo animal.

Exemplo de concretizacdo da invencdo

Pré-inGculo

[028]. O microrganismo € um traustoquitrideo que pertence
ao género Aurantiochytrium sp. A cepa encontra-se crio-preservada em
glicerol 20% no Centro de Biotecnologia Agroindustrial e Agroalimentar
do Parand (CENBAPAR) localizado no Prédio do Programa de POs-
graduacdo em Engenharia de Bioprocessos e Biotecnologia (PPGEBB) da
Universidade Federal do Parand (UFPR).

[029]. O pré-indculo foi preparado em frasco Erlenmeyer de

250 mL contendo 70 mL de caldo sintético (50 g/L de glicose, 2 g/L de
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peptona, 5 g/L de extrato de levedura e 15 g/L de sal marinho) e pH 6.0.
Os frascos foram inoculados e incubados sob agitacdo a 120rpm e 25 °C

durante 24 horas.

Inéculo

[030]. O in6éculo foi preparado em frasco Erlenmeyer de 2000
mL contendo 630 mL de meio de cultura d base de dgua do mar artificial
preparada pela adicdo de 10 g/L de sal marinho. Os residuos
agroindustriais foram adicionados ao meio (50 g/L de melaco de canao-
de-acucar, 10 g/L de milhocina e 2 g/L creme de levedura) e o pH foi
ajustado para 6.0.

[031]. Os 70 mL do pré-indculo (equivalentes a uma taxa de
10%) foram adicionados ao meio de cultura para producdo do indculo.
Os frascos foram incubados sob agitacdo a 120 rom e 28 °C durante 48

horas.

Producdo em biorreator de tangue agitado STR

[032]. O cultivo submerso foi desenvolvido em biorreator do
tipo STR (Stired tank reactor) com capacidade de 10 L. O volume de
trabalho foi de 7 L com 30% de headspace. O meio previamente
esterilizado foi composto por 90 g/L de melaco de cana-de-agucar, 25
g/L de milhocina e 15 g/L de creme de levedura. Da mesma forma, 10
g/L de sal marinho e 2 g/L de glutamato monossédico foram adicionados
ao meio de cultura. O meio foi inoculado com 700 mL de inéculo
previamente condicionado em meio contendo residuos agroindustriais.
O bioprocesso foi mantido entre 25 e 28 °C, pH entre 5.5 e 6.0, aeracdo
entre 0.5 e 1 vvm e variacdes na agitacdo de 400-800 rom durante 120
horas. A geracdo de espuma durante o cultivo foi estabilizada pela

adicdo confrolada de antiespumante.
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[033]. Amostras de 15 mL foram retiradas do biorreator a
cada 12 horas. As amostras foram centrifugadas a 5000 rom durante 10
min. O sobrenadante foi utilizado para determinacdo do consumo de
substrato (S) e o precipitado foi ulilizado para determinacdo da

biomassa (X) e lipideos (P).

Determinacdo do consumo de substrato (S)

[034]. Os acucares redutores foram determinados pelo
método de DNS (dcido 3,5-dinitrosalicilico) adaptado (MILLER, G. L. Use
of dinitrosalicylic acid reagent for determination of reducing sugar.
Analytical Chemistry, Washington, v. 31, n. 3, p. 426-428, 1959). Os
sobrenadantes foram diluidos com dgua destilada com um fator de
diluicdo de 10. O ensaio foi realizado em microtubos de 2 mL, onde
foram adicionados 25 ulL do sobrenadante diluido e 25 uL do reagente
DNS. Os microtubos foram fervidos a 100 °C durante 5 minutos.
Seguidamente, os microtubos foram resfriados em banho de gelo e 330
UL de dgua destilada foi adicionada. Aliquotas de 300 uyL foram
colocadas em microplacas de 26 pocos e a absorbdncia foi medida a
540 nm em leitor de microplacas UV por espectrofometria. As
concenfracdes de acuUcares redutores ou substrato (g/L) foram
determinadas de acordo com a equacdo de regressdo gerada pela

curva padrdo de glicose (0.0-5.0 g/L).

Determinacdo da geracdo de biomassa (X) e lipideos (P)

[035]. O precipitado amostrado do biorreator apds
centrifugacdo foi seco em estufa a 105 °C até o peso constante. A
quantidade de biomassa (g/L) produzida durante o bioprocesso foi
determinada por gravimetria. Seguidamente, a biomassa seca foi

utilizada para determinacdo dos lipideos por método de extragcdo a frio
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com solventes previamente adaptados (BLIGH, E. G.; DYER, W. J. A rapid
method of total lipid extraction and purification. Canadian Journal of
Biochemistry and Physiology, v. 37, n. 8, p. 911-9217, 1959). Os lipideos
foram extraidos da biomassa seca utilizando uma mistura de cloroférmio,
metanol e dgua em uma proporcdo de 2:2:1.8. As amostras juntamente
com a mistura foram homogeneizadas e centrifugadas para separacdo
das fases. Aliquotas da fase inferior ou orgénica foram secas em estufa a
vAcuo a 45 °C durante 3 horas. A quantidade de lipideos (g/L) contidos

na biomassa foi determinada por gravimetria.

Estudo dos pardmetros cinéticos do processo fermentativo

[036]. Os estudos cinéticos mostram que a mdxima
producdo de biomassa foi atingida em 120 horas com 39.29 g/L,
igualmente com a producdo mdxima de lipideos de 14.98 g/L
equivalente a 38.13% de lipideos na biomassa seca. Adicionalmente, o
consumo de substrato (medido pelos acUcares redutores presentes nos
residuos agroindustriais) passou de 60.25 g/L no comeco do processo
fermentativo até atingir 8.25 g/L as 120 horas (Figura 1A).

[037]. A curva logaritmica de crescimento celular permitiu
calcular a velocidade especifica maxima de crescimento celular (Umax)
com um valor de 0.03/hora ou 0.63/dia e um tempo de duplicacdo
celular de 26.26 horas ou 1.09 dias (Figura 1B).

[038]. As produtividades volumétricas hordrias mdaxima, total
e global de producdo de biomassa foram yxmax= 0.64 g/L.h, Yxiota= 0.28
g/L.h e vyxgoba= 1.94 g/h. Adicionalmente, as produtividades
volumétricas hordrias méxima, total e global da producdo de lipideos
foram ypmax= 0.35 g/L.Q. Yptota= 0.12 g/L.h € Ypgoba= 0.87 g/h. Assim, a

velocidade mdxima de consumo de substrato (Qsmax) foi 0.09/h no
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tempo de 24 horas de cultivo e a velocidade maxima de formacdo de
produto foi (Qpmax) 0.02/h no tempo de 60 horas de cultivo (Figura 1C).

[039]. O rendimento global prdtico do processo da biomassa
em relacdo ao substrato (Yxss) foi 0.64 g de biomassa por g de substrato
quando comparado ao rendimento obfido graficamente pela
equacdo da reta de 0.72 g de biomassa por g de substrato. Por outro
lado, o rendimento global pratico do processo do produto em relacdo
ao substrato (Yess) foi 0.29 g de lipideos por g de substrato préoximo ao

rendimento grdfico de 0.28 g de lipideos por g de substrato (Figura 1D).

Separacdo e recuperacdo da biomassa total

[040]. Apds término da fermentacdo (120 horas), o volume
total contido no biorreator foi centrifugado a 5000 rom e 10 °C durante
10 minutos. O precipitado contendo a biomassa foi disposto em bandejas
e seco a 45 °C durante aproximadamente 36 horas em estufa com
circulacdo de ar. A biomassa seca foi resfriada ¢ temperatura ambiente.
Seguidamente, a biomassa foi moida em moinho de facas e peneirada

na peneira de 35 mesh.

Avdliacdo da composicdo centesimal da biomassa final

[041]. Andlises da matéria seca, proteina, lipideos,
carboidratos e cinzas foram readlizadas na biomassa produzida. A
quantidade de matéria seca foi determinada utilizando uma balanca
com determinador de umidade. A quantidade de proteina presente na
biomassa foi determinada pelo método Kjeldhal (SOUZA, M. A
DETMANN, E.; FRANCO, M. O.; BATISTA, E. D.; ROCHA, VALADARES, F.S. C;
SALIBA, E. O. S. Collaborative study to evaluate of the crude protfein
content in feeds using the “Kjeldahl” method. Revista Brasileira de Saude
e Producdo Animal, Salvador, v. 17, n. 4, p. 696-709, 2016). A quantidade
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de lipideos foi determinada pelo método Bligh & Dyer (BLIGH, E. G.; DYER,
W. J. A rapid method of total lipid extraction and purification. Canadian
Journal of Biochemistry and Physiology, v. 37, n. 8, p. 211-917, 1959). A
quantidade de cinzas foi determinada pela incineracdo da biomassa em
mufla (THIEX, N.; NOVOTNY, L., CRAWFORD, A. Determination of ash in
animal feed: AOAC Official Method 942.05 Revisited. Journal of AOAC
International, v.95,n. 5, p. 1392-1397,2012). A determinacdo do conteiudo
de carboidratos pode ser feita por espectrofotometria e cromatografia
da biomassa previamente hidrolisada (MORAES, G. D. Comparacdo de
Métodos para Determinacdo de acuUcares redutores e ndo-redutores.
Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS). Trabalho de
diplomacdo, p. 37, 2016).

[042]. A composicdo centesimal aproximada em base seca
da farinha da biomassa do traustoquitrideo Aurantiochytrium sp. foi 87.5%
de matéria seca composta de 31.4% de proteina, 38.13% de lipideos,
8.17% de carboidratos e 9.8% de cinzas.

[043]. A composicdo dos dcidos graxos 6mega-3 foi
determinada por cromatografia gasosa apds transesterificacdo da
biomassa (INDARTI, E. et al. Direct FAME synthesis for rapid total lipid
analysis from fish oil and cod liver oil. Journal of Food Composition and
Analysis, v. 18, n. 2-3, p. 161-170, 2005). Assim, o conteudo de dmega-3
presente nos lipideos foi aproximadamente 35.43% de dcido

docosahexaendico (DHA, 22:6, n-3).

Descricdo das Figuras

[044]. Figura 1 — Curvas cinéticas do processo fermentativo
em biorreator de tanque agitado STR (Stfired Tank Reactor) utilizando
como substrato melaco de cana-de-acucar, milhocina e creme de

levedura. A) Producdo de X: Biomassa (g/L); P: Lipideos (g/L) e consumo
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de S: Substrato (g/L). B) Curva de crescimento celular Ln (X): Logaritmo
neperiano da biomassa. C) Qs: Velocidade de consumo de substrato;
Qp: Velocidade de formacdo de produto. D) Evolucdo do rendimento
do processo para AX: Variacdo da biomassa em funcdo do tempo, AP:
Variagcdo de Lipideos em funcdo do tempo e AS: Variagdo do substrato
em funcdo do tempo.

[045]. Figura 2 — Fluxograma do bioprocesso para producdo
de biomassa de fraustoquitrideos rica em é&mega-3 a partir de residuos
agroindustriais (melaco de cana-de-acucar, milhocina e creme de

levedura).
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REIVINDICACOES

1. BIOPROCESSO DE PRODUCAO DE BIOMASSA DE
TRAUSTOQUITRIDEO  RICA EM  ACIDO DOCOSAHEXAENOICO
UTILIZANDO RESIDUOS AGROINDUSTRIAIS, caracterizado por utilizar
melaco de cana-de-acgucar, creme de levedura e milhocina na sua
forma liquida e bruta como substratos do meio de cultivo, dgua do
mar artificial composta de sal marinho e glutamato monossédico e por
empregar traustoquitrideos marinhos Aurantiochytrium spp.

2. BIOPROCESSO de acordo com a reivindicacdo 1,
caracterizado pelo emprego de melaco de cana-de-acucar bruto na
faixa de 80 a 100 g/L, creme de levedura bruto na faixa de 10 a 20 g/L
e milhocina bruta na faixa de 20 a 30 g/L, sal marinho na faixa de 10 a
20 g/L e glutamato monossddico na faixa de 2 a 5 g/L.

3. BIOPROCESSO de acordo com a reivindicacdo 1,
caracterizado pela realizacdo de cultivo submerso em biorreator de
tanque agitado durante 72 a 120 horas, com taxa de inéculo entre 9
e 11% (v/v), aeracdo entre 0.5 e 1 vvm, pH entre 5.5 e 6.0, agitacdo
entre 400 e 800 rom e temperatura entre 25 e 28 °C.

4. BIOPROCESSO de acordo com as reivindicacdes 1 a 3,
caracterizado por resultar na producdo de biomassa microbiana rica
em dacido docosahexaendico (DHA) pertencente a familia dos dcidos
graxos poli-insaturados de cadeia longa 6mega-3 (AGPI-CL n-3).

5. BIOPROCESSO de acordo com as reivindicacdes 1 a 4,
caracterizado por resultar na producdo de 39.29 a 40.0 g/L de
biomassa e 16.1 a 14.98 g/L de lipideos, com rendimentos de 0.64 g de
biomassa por g de substrato e 0.29 g de lipideos por g de substrato.

6. BIOPROCESSO de acordo com a reivindicacdo 1,

caracterizado pela separacdo da biomassa celular por centrifugacdo
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a 4500-5500 g e entre 4 e 10 °C durante 6 a 10 min, secagem da
biomassa em bandejas em estufa com circulacdo de ar entre 40 e 50
°C durante 24 a 48 horas e posterior moagem para reducdo da
granulometria para valores entre 0.500mm e 0.354mm.

7. BIOPRODUTO  ENRIQUECIDO COM  BIOMASSA  DE
TRAUSTOQUITRIDEO produzido por bioprocesso tal qual descrito nas
reivindicacdes 1 a 6, caracterizado por conter, em massa, entfre 75 e
90% de biomassa de traustoquitrideo e entre 25 e 10% de sdlidos dos
residuos brutos de melaco de cana-de-acucar, milhocina e creme de
levedura, resultando em composicdo que contém entre 35.43 e 30.5%
de dcido docosahexaendico (DHA), entre 87.5 e 85.0% de matéria
seca, entfre 31.4 e 30.1% de proteina, entre 40.0 e 38.13% de lipideos,
entre 10.1 e 8.17% de carboidratos e entre 10.2 e 9.8% de cinzas, o qual

pode ser utilizado na alimentacdo animal.
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Figura 2
Pré-inéculo ] Meio sintético
Indculo -
Melaco de cana-de-aclcar Sal marinho
'
Creme de levedura Cultivo em Biorreator STR [« Agua do mar artificial
| r
Milhocina - - Glutamato monossédico
Centrifugacdo
l
v v
Biomassa Sobrenadante
Secagem Residuo liguido
Moagem Uso na nutricdo de solos
Embalagem Agricultura
Uso na nutricdo animal Uso na nutricdo humana
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RESUMO

BIOPROCESSO DE PRODUGCAO DE BIOMASSA DE TRAUSTOQUITRIDEO RICA
EM ACIDO DOCOSAHEXAENOICO UTILIZANDO RESIDUOS
AGROINDUSTRIAIS E BIOPRODUTO ENRIQUECIDO COM BIOMASSA DE
TRAUSTOQUITRIDEO

A presente invencdo trata de um bioprocesso tecnoldégico para
producdo de biomassa de fraustoquitrideo rica em dcido
docosahexaendico (DHA) do tipo édmega-3 em biorreator de tanque
agitado por cultivo submerso, e também a obtencdo de um bioproduto
enriquecido com biomassa de traustoquitrideo. Este bioprocesso
aproveita residuos brutos e liquidos gerados pelas indUstrias
agroalimentares como o melaco de cana-de-acucar, o creme de
levedura e a milhocina como fontes de carbono e nitrogénio no meio de
cultura. O bioprocesso é caracterizado pela producdo sustentdvel,
controlada e de baixo custo de biomassa microbiana para
enriguecimento de um bioproduto que pode ser ulilizado na

alimentacdo animal.
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