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Resumo da dissertagdo apresentada ao Programa de Pds-graduacdo em Engenharia de
Alimentos como parte dos requisitos necessdrios para obtencdo do Grau de Mestre em

Engenharia de Alimentos.

OTIMIZACAO DA BIOPRODUCAO DE CAROTENOIDES POR UMA NOVA CEPA

DE Sporidiobolus pararoseus

MARIA MARINA SERRAO CABRAL
Julho/2010

Orientadoras: Eunice Valduga

Geciane Toniazzo

Os carotenoides sdo corantes naturais sintetizados por plantas, algas e micro-organismos.
Estes sdo pigmentos de grande utilizacdo industrial e tém despertado interesse devido a
preocupacdo com o uso de aditivos quimicos nos alimentos. A bioprodug@o de corantes é
influenciada pelas condicdes de cultivo, tais como: temperatura, pH, composicdo do meio e
agitacdo. Desta forma, o objetivo deste trabalho foi a otimizacdo da bioprodugdo de
carotenoides por uma nova cepa de Sporidiobolus pararoseus. A bioproducgado foi realizada
em frascos agitados, sem iluminacdo, durante 120 h, variando a composicio do meio
complexo (glicose, extrato de malte, extrato de levedura e peptona), mediante o emprego de
metodologia de planejamento de experimentos. A recuperagdo dos carotenoides foi realizada
empregando nitrogénio liquido e dimetilsulféxido (DMSO) para ruptura celular, e extragio
com mistura de acetona/metanol (7:3, v/v). A determinagcdo dos carotenoides totais foi
realizada espectrofotometricamente (A= 448 nm). A concentracdo maxima de carotenoides
totais obtida foi de 856 pg/L nas condi¢des de 25 °C, pH inicial 4,0, 180 rpm, 60 g/L de
glicose, 15 g/L. de peptona e 15 g/LL de extrato de malte. A partir dos dados da cinética de
fermentacdo verificou-se que a concentracdo méxima de carotenoides totais (852 ng/L) foi

atingida em 102 h do inicio do processo fermentativo.

Palavras-chave: Carotenoides; Sporidiobolus pararoseus; meio complexo.
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Abstract of Dissertation presented to Food Engineering Program as a partial fulfillment of the

requirements for the Degree of Master in Food Engineering.

OPTIMIZATION OF CAROTENOID BIOPRODUCTION BY A NEW YEAST OF

Sporidiobolus pararoseus

MARIA MARINA SERRAO CABRAL
July/2010
Advisors: Eunice Valduga

Geciane Toniazzo

Carotenoids are natural dyes biosynthesized by plants, algae and microorganisms. They are
pigment highly used in industry and have drawn attention due to the concern with chemical
additives used in food. The cultivation conditions such as temperature, pH, medium
composition and agitation influence the dyes bioproduction. Moreover, the carotenoid amount
and profile can be enhanced. Thus, the objective was the optimization of bio carotenoid by a
new strain of Sporidiobolus pararoseus. The bioproduction was performed in flasks without
illumination for 120 h, using complex medium and varying composition, using a methodology
of experimental design. The recovery of carotenoids was performed using liquid nitrogen and
dimethyl sulfoxide (DMSO) for cell disruption, and extraction with a mixture of acetone /
methanol (7:3, v/v). The determination of carotenoids was performed spectrophotometrically
(A = 448 nm). The maximum concentration of carotenoids obtained was 856 pg/L under the
conditions of 25 °C, initial pH 4.0, 180 rpm, 60 g/L glucose, 15 g/L. peptone and 15 g/L.
extract malt. From the data of fermentation kinetics was found that the maximum
concentration of carotenoids (852 pg/L) was achieved in 102 h from the beginning of the

fermentation process.

Key words: Carotenoids; Sporidiobolus pararoseus; complex medium.
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1 INTRODUCAO

Os carotenoides sd@o os pigmentos mais abundantes responsdveis por cores brilhantes
(GIBNEY et al., 2006). Sdo pigmentos responsaveis pela coloracdo amarela, vermelha e roxa de
uma grande variedade de plantas, animais e micro-organismos (CHEN et al., 2006). Sdo compostos
notdveis por possuirem ampla distribuicdo na natureza, estruturas quimicas diversas e funcdes
variadas. Embora sejam micronutrientes, presentes em niveis muito baixos (microgramas por
grama), os carotenoides estdo entre os constituintes alimenticios mais importantes (RODRIGUEZ-
AMAYA et al., 2008). Estes compostos sio utilizados nas industrias alimenticia, farmacéutica, de
cosméticos e ragdo. Além de seu amplo uso como corantes e no enriquecimento de alimentos,

também sdo utilizados devido a sua atividade pré-vitaminica A (NIIZU, 2003; CHEN et al., 2006).

Nos ultimos vinte anos as evidéncias cientificas ddo importincia aos carotenoides nao
apenas pela ampla aplicagdo como corantes de alimentos e como precursores de vitamina A, mas
também pelos efeitos benéficos para a saide humana com atividades bioldgicas importantes
destacando-se a inibi¢do de doengas onde os radicais livres apresentam papel fundamental, como
arteriosclerose, catarata, degeneragdo macular, esclerose multipla, cincer, doencas degenerativas e
cardiovasculares e fortalecimento do sistema imunoldgico (BOTELLA-PAVIA & RODRIGUEZ-
CONCEPCION, 2006; MALDONADE et al., 2007; AKSU & EREN, 2007).

A produgdo biotecnoldgica de carotenoides para a aplica¢do industrial, através de micro-
organismos, tem sido assunto de destaque nos ultimos anos, pois a grande maioria dos carotendides
utilizados industrialmente € obtida por via quimica ou extracdo de plantas ou algas. Devido a
preocupacdo com o uso de aditivos quimicos nos alimentos, houve um crescente interesse nos
carotendides obtidos naturalmente por processos biotecnoldgicos. Além disso, a produgdo se dd em
pequeno espaco, ndo estando sujeita as condi¢gdes ambientais como clima, estacdo do ano ou
composi¢do do solo; existe a possibilidade de controlar as condi¢des de cultivo para garantir a
producdo de carotenoides de maior importdncia e a utilizacdo de substratos de baixo custo
(JOHNSON & SCHROEDER, 1995; BOTELLA-PAVIA & RODRIGUEZ-CONCEPCION, 2006;
AKSU & EREN, 2007).

Ha algumas décadas as condi¢cdes ambientais e os estimulantes da carotenogénese vém sendo
examinados, a fim de melhorar a produgdo de carotendides e avaliar os micro-organismos
produtores de pigmento (microalgas, fungos e bactérias). A composicdo do meio de cultivo, tais
como a fonte de carbono e nitrogénio (AKSU & EREN, 2005), presenga de metais e sais (BUZZINI

et al., 2005) e agentes quimicos como a difenilamina, o dimetilsulféxido, a extreptomicina e a [3-



ionona (SILVA, 2004) sdo fatores que necessitam de investigacdo para um aumento na produgao.
Além disso, as condi¢des ambientais também merecem atencdo, como a luminosidade (GARBAYO

et al., 2003), agitacdo, aeracdo e pH (LIU & WU, 2006).

Tendo isso em vista, o presente estudo tem como objetivo o estudo da bioproducdo de
carotenoides utilizando uma nova cepa de Sporidiobolus pararoseus, selecionada de amostras de
folha de laranjeira e eucalipto. Como forma de embasar cientificamente os resultados obtidos sera
apresentado um referencial tedrico coerente ao assunto, seguido pela descricio detalhada do
procedimento experimental adotado. A apresentagdo e discussdo dos resultados e as conclusdes e

sugestdes encerram este trabalho.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

Neste item serdo apresentadas informacdes sobre a bioproducio de carotendides, abordando
definicdes, estrutura quimica, nomenclatura, biossintese, propriedades e fungdes dos carotendides
na sadde humana, aspectos industriais da producdo, microrganismos produtores, fatores que

influenciam a bioprodugado e processos de extracdo e recuperacao destes compostos.

2.1 Estrutura quimica, nomenclatura e biossintese dos carotenoides

O caminho biossintético tem sido constantemente revisado e de acordo com Silva (2004)
pode ser dividido em 5 etapas: estdgios iniciais, formagdo de fitoeno, desaturacdo, ciclizagdo e

formacdo de xantofilas, como descrito na Figura 1.
Acido mevalénico

Estigios iniciais i
Geranilgeranil difosfato

Formacao de Fitoeno i

Fitoeno
Desaturacao i
Licopeno
Ciclizacao ¢
p-Caroteno

Hidroxilacao, etc. i

Xantofilas

Figura 1: Sumadrio dos principais estdgios da biossintese de carotenoides (SILVA, 2004).

As reacgdes iniciais sdo comuns para a biossintese de todas as classes de terpenoides e
resultam na formacdo de um composto de vinte carbonos, o geranilgeranil difosfato (GGPP) como

descrito na Figura 2 (SILVA, 2004).



Inicialmente o dcido mevaldnico é convertido em isopentil difosfato que sofre isomerizagao
para formar o dimetilail difosfato que € a base para a enlongacdo da cadeia. Sucessivas adicdes de
moléculas de isopentil difosfato levam a formacgdo do geranil difosfato (dez carbonos), farnesil

difosfato (quinze carbonos) e geranilgeranil difosfato (vinte carbonos) (SILVA, 2004).

‘4,‘1 OH
COOH K A~
OH

Acido mevalGnico

v
)\/\OPP

[sopentil difosfato (IPP)

o
/g/\opp

Dimetilail difosfato

+IPP
)\\\/\/IV\OPP
Geranil difosfato

l +IPP
)‘v\/l\/\)\\/\opp

Farnesil difosfato

i + PP
A~ A A

Figura 2: Estdgios iniciais da biossintese de carotenoides (SILVA, 2004).

A reacdo chave para a carotenogénese ¢ a dimerizacio de duas moléculas de
geranilgeranildifosfato para formar o fitoeno, que € o primeiro carotendide com quarenta carbonos.
Segue uma série de desaturacdes a partir do Fitoeno para formar Fitoflueno, Zetacaroteno,

Neurosporeno e, finalmente, Licopeno (Figura 3).
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Figura 3: Estdgios intermedidrios da biossintese de carotenoides (SILVA, 2004).

A ciclizagdo pode acontecer a partir de Neurosporeno ou de licopeno (Figura 4). O
Neurosporeno sofre ciclizagdo em uma das extremidades, formando o anel  de B-Zeacaroteno ou o
anel ¢ de a-Zeacaroteno. Estes dois carotenoides sdo transformados em y-Caroteno e 6-Caroteno,
respectivamente, pela introdu¢do de uma dupla ligacdo, estendendo o sistema de duplas ligacdes
conjugadas. O Licopeno pode ser também cliclizado em uma das extremidades, gerando y-Caroteno
ou d-Caroteno. Estes carotenos monociclicos sofrem ciclizagdo na outra extremidade, resultando em

B-Caroteno e a-Caroteno (biciclicos), respectivamente (SILVA, 2004).
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Figura 4: Formacao de carotenoides ciclicos (SILVA ,2004).

Nos passos finais da biossintese ocorre a introducdo de substituintes como hidroxila,
gerando as xantofilas (Figuras 5 e 6). Zeinoxantina, o-Criptoxantina (monohidroxiladas) e Luteina
(dihidroxilada) sdo formadas por hidroxilacdo de a-Caroteno. B-Criptoxantina e Zeaxantina sio
derivados hidroxilados de B-Caroteno enquanto que a Violaxantina € formada pela epoxidacdo da

Zeaxantina (SILVA, 2004).
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Figura 5: Formacdo de Xantofilas a partir de a-Caroteno (SILVA, 2004).
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Figura 6: Formacao de Xantofilas a partir de B-Caroteno (SILVA, 2004).



2.2 Propriedade e func¢oes dos carotenoides

Os carotendides mais pesquisados por seu envolvimento na satide humana sdo o B-Caroteno
(B,p-Caroteno), a-Caroteno ( B,e-Caroteno), B-Criptoxantina (f,p-Caroten-3-ol), Licopeno ( y, y-
caroteno), Luteina (B,e-caroteno-3-3’-diol) e Zeaxantina (B, B-caroteno-3-3’-diol) (RODRIGUEZ-
AMAYA et al., 2008).

E consistente a hipdtese dos beneficios associados ao consumo de vegetais e a reducdo dos
riscos de enfermidades cronicas relacionadas a ingestdo de uma dieta de carotenoides, reportam

Qing et al. (2002), apés examinarem diversas pesquisas.

Além da importincia dos B-Carotenos como prd-vitamina A, nas ultimas décadas foram
descobertas inimeras funcdes. Portanto, pode-se considera-los essenciais aos seres humanos. Na
absorcdo, podem ser divididos em retinal; caso contrario podem ser absorvidos na forma em que se
encontram. Neste udltimo caso, apresentam func¢des ‘“antioxidantes” na célula (BIESALSKI &
GRIMM, 2007). Em anos mais recentes, outros efeitos promotores da saide t&m sido atribuidos aos
carotenoides: imunomodulagdo e reducdo do risco de contrair doencas cronicas degenerativas, como
cancer, doencas cardiovasculares, catarata e degeneragdo macular relacionada 4 idade. Tais
atividades fisioldgicas ndo possuem relagdo com a atividade vitaminica A e t€m sido atribuidas 4s
suas propriedades antioxidantes, especificamente, a capacidade de seqiiestrar o oxigé€nio singleto e

interagir com os radicais livres (RODRIGUEZ-AMAYA et al., 2008).

Entretanto, outros mecanismos de ag¢do dos carotenoides contra as doencas cronicas foram
relatados. Tais como a inibi¢do da proliferacdo celular, realce da diferenciacdo celular, estimulagcdo

da comunicagao intercelular e filtragem da luz azul (RODRIGUEZ-AMAYA et al., 2008).

No ser humano € reportado existir uma relacdo inversa ao risco de cancer associado a
presenca na dieta, de determinados carotenos como o Licopeno e o -Caroteno, identificados com
freqii€ncia em tecidos e 6rgaos como: tiredide, rins, coracio, testiculos, tecido adiposo e pancreas, e
que a Luteina e a Zeaxantina acumuladas na retina atuam fundamentalmente como fotoprotetores

das células contra radicais originados do oxigénio pela a¢@o da luz (OLIVEIRA, 2005).

De acordo com Uenojo et al. (2007), os carotenoides possuem um efeito destacivel na
resposta imune e na comunicagdo intracelular e apresentam efeitos benéficos contra doengas
relacionadas ao envelhecimento. Além disso, hd indicios de que os carotenoides em associagdo com
outros componentes de frutas e vegetais apresentam efeito protetor contra algumas doencas

cronicas. Por exemplo, o efeito sinergistico entre 3-Caroteno e vitaminas C e E foi observado na



prote¢do celular, provavelmente decorrente da capacidade do B-Caroteno em destruir os radicais

livres e reparar os radicais de tocoferol produzidos pela acdo do a-Tocoferol.

O Licopeno, caroteno presente em produtos de tomate, previne a oxidag@o da lipoproteina de
baixa densidade (Low Density Protein-LDL) e reduz o risco do desenvolvimento de aterosclerose e
doengas corondrias, além disso, outras pesquisas sugerem que este carotenoide pode reduzir o
cancer de prostata, pulmao, pele e bexiga. O efeito antioxidante da Bixina e Norbixina tem
importancia na prevengdo de aterosclerose. Uma vez que as lesdes aterosclerdticas iniciam-se apos
algum tipo de lesdo no endotélio cujo dano € causado principalmente pela lipoproteina LDL

oxidada, a inibi¢do da oxidagdo resulta na protecdo do edotélio (LIMA et al., 2003).

2.3 Micro-organismos produtores de carotenoides

A produgio comercial de carotenoides a partir de micro-organismos concorre principalmente
com a producdo sintética por procedimentos quimicos. Atualmente, os carotenoides utilizados
industrialmente sdo obtidos por via quimica ou extracido de plantas e/ou algas. Entretanto, devido a
preocupacdo com o uso de aditivos quimicos em alimentos, houve um crescente interesse nos

carotenoides obtidos naturalmente por processos biotecnolégicos (ZENI, 2009).

Os carotenoides podem ser biossintetizados por micro-Organismos fotossintetizantes, como
por exemplo, algas e cianobactérias (azuis e verdes), e por micro-organismos nao fotossintetizantes

como bactérias, fungos filamentosos e leveduras (JOHNSON & SCHROEDER, 1995).

A producdo de carotendides pelo processo biotecnoldgico tem sido investigada, destacando-
se a producdo comercial de B-Caroteno pelo fungo Blakeslea trispora (FEOFILOVA, 1994), pelas
microalgas marinhas Dunaliella (BOROWITZKA & BOROWITZKA, 1989), e a produgdo de
Astaxantina pela microalga de dgua doce Haematococcus sp. e pela levedura Phaffia rhodozyma

(JOHNSON & SCHROEDER, 1995).

Na Tabela. 1 estdo apresentados os micro-organismos tecnologicamente interessantes com

potencial para serem empregados na bioproducdo dos principais carotenoides.



Tabela 1: Micro-organismos empregados na bioprodugdo de carotenoides.

Espécies

Carotendides produzidos

Referéncias

Synechococcus sp.

Chlamydomonas
acidophila
Chlamydomonas
reinhardii
Chlorella zofingiensis
Chlorella pyrenoidosa
Chlorella vulgaris
Dunaliela bardawill
Dunaliela bardawill
Dunaliella tertiolecta
DCCBC26
Haematococcus sp.

Haematococcus pluvialis
NIES-144

Haematococcus pluvialis

Phaeodactylum
tricornutum

Brevibacterium linens
Chlorofleux aurantiacus
Ervinia sp.
Escherichia coli
Halobacillus halophilus
Halomonas elongata

Flavobacteriaceae sp.

Flavobacterium sp.

Cianobactérias
 —Caroteno, 3 —
Criptoxantina, Zeaxantina,
Mixoxantofila
Algas
B —Caroteno, Luteina,
Zeaxantina, Violaxantina
Anteraxantina, -
Caroteno, Clorofila,
Neoxantina, Violaxantina,
Zeaxantina
Astaxantina, Luteina

Violaxantina
Violaxantina
a-Caroteno, B-Caroteno
Luteina, Zeaxantina
[ —Caroteno (trans e 9-cis)

Astaxantina, 3-Caroteno.
Astaxantina

Astaxantina

Fucoxantina

Bactérias
B-Criptoxantina

I'-Caroteno, Hidroxi-y-
Caroteno
B —Caroteno, Licopeno,
Zeaxantina
Licopeno
Carotenoides.
B-Caroteno

Saproxantina, Mixol,
Zeaxantina.
B —Caroteno, Xantofila.

MONTERO et al., 2005.

GARBAYO et al., 2008.

BHOSALE &BERNSTEIN,
2005; VILA et al., 2008.

BHOSALE &BERNSTEIN,
2005.
BHOSALE &BERNSTEIN,
2005.
BHOSALE &BERNSTEIN,
2005.
MONTERO et al.,2005.

BHOSALE &BERNSTEIN,
2005.

FAZELI et al., 2006.
VILA et al., 2008.
KANG et al.,2006.

BHOSALE, 2004,
BHOSALE & BERNSTEIN,
2005 ; MONTERO et
al.,2005 ; DOMINGUEZ-
BOCANEGRA et al., 2007.
BHOSALE, 2004.

BHOSALE & BERNSTEIN,
2005.
BHOSALE, 2004.

MISAWA & SHIMADA,
1998.

MIURA et al.,1998.
KOCHER et al., 2009
RODRIGUEZ-SAIZ et al.,
2007.

SHINDO et al., 2007.

SHINDO et al., 2007.
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Flavobacterium Zeaxantina BHOSALE & BERNSTEIN,
multivorum 2005.
Mycobacterium lacticola Astaxantina BHOSALE & BERNSTEIN,
2005.
Phormidium laminosum Zeaxantina BHOSALE & BERNSTEIN,
2005.
Thermus thermophilus B-Criptoxantina, KOCHER et al., 2009
Zeaxantina.
Fungos e leveduras
Candida utilis Licopeno MIURA et al.,1998.
Coriolus versicolor as 5.48 Astaxantina WANG et al.,2005.
Mortieralla alpina M-23 Astaxantina WANG et al.,2005.
Mucor mucedo AS3.2531 Astaxantina WANG et al.,2005.
Phaffia rhodozyma AS Astaxantina WANG et al., 2005.
2.1557
Panus conchatus as 5.154 Astaxantina WANG et al.,2005.

Phycomyces blakesleeanus
Podospora anserina

B —Caroteno, Licopeno
B —Caroteno, y —Caroteno,
B —Zeacaroteno, Fitoeno,
Licopeno, Neurospeno,

BHOSALE, 2004.
STROBEL et al., 2009.

Neurosporaxantina,
Toruleno
Rhodotorula glutinis WANG et al.,2005 ;
2.703 Astaxantina MONTERO et al.,2005.
Rhodotorula graminis Caroteno BUZZINI et al., 2005.
Rhodotorula minuta B —Caroteno MONTERO et al., 2005.
Rhodotorula rubra Astaxantina WANG et al.,2005.
AS2.670
Rhodobacter sphaeroides Caroteno CHEN et.al.,2006.
Saccharomyces cerevisiae Licopeno MIURA et al., 1998,
MISAWA & SHIMADA,
1998.
Xanthophyllomyces Astaxantina HU et. al.,2006; WANG
dendrorhous et.al.,2005.

2.4 Fatores que exercem influéncia na carotenogénese

Alguns fatores que podem influenciar a carotenogénese sdo levados em conta, tais como a
adicdo de agentes quimicos ao meio de cultivo, a incidéncia de luz, a temperatura, a composicao do

meio de cultura, dentre outros que serdo descritos a seguir.

2.4.1 Condicao do meio de cultivo

A sacarose e a glicose s@o as fontes de carbono mais comumente utilizadas na bioprodugdo

de carotenoides (TATSCH, 2008).
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De acordo com Buzzini et al., (2005), o uso de glicose leva a maiores rendimentos na
producdo especifica de carotenoides (1000 pg/g) por Rhodotorula sp. Sutherland et al. (1996)
verificaram que concentragdes altas de glicose inibem a carotenogénese, enquanto que a sacarose,
maltose e celobiose foram os dissacarideos que produziram melhores resultados na producgdo de
Astaxantina por Phaffia rhodozyma. Yamane et al. (1997) observaram que houve um aumento de
até 12 vezes na producio de B-Caroteno quando P. rhodozyma cresceu em meio com 5 % (m/v) de

acucar.

A producdo de carotenoides por Rhodotorula glutinis utilizando substratos de baixo custo
(glicose, sacarose de melago e lactose do soro de queijo) também foi estudada por Aksu & Eren
(2007). A maior concentrag@o de carotendides totais (125 pg/ml) foi obtida com 20 g/L de sacarose
de melaco, enquanto que, o maior rendimento de produto baseado na maxima concentragdo celular
(35,5 mg/g) foi alcancado com a lactose do soro na concentragdo de 13,2 g/L.. Os resultados

comprovaram que a R. glutinis € um micro-organismo promissor para a utilizacdo industrial.

A levedura Sporobolomyces ruberrimus H110 foi cultivada por Razavi & March (2006) em
diferentes fontes de carbono: glicerol puro, glicerol comercial e glicose. O glicerol comercial
propiciou a concentragdo maxima de carotenoides de 3840 pg/g, onde se observou a Torularrodina

(3,7 mg/g) como carotenoide majoritario, seguida de B-Caroteno (0,14 mg/g).

Em estudo realizado por Davoli et al. (2004) com a levedura Sporobolomyces roseus
cultivada em meio YED (30 g/L de glicose, 4 g/L de extrato de levedura, 1 g/LL de KH,PO, e
0,5 g/L de MgS04.7H,0), tendo glicose como fonte de carbono, obteve-se uma concentracio
maxima de carotenoides de 412 pg/g, sendo que os carotendides majoritarios foram o Toruleno e -

Caroteno.

2.4.2 Temperatura

A temperatura ¢ um dos fatores ambientais mais importantes que influenciam o crescimento
e o desenvolvimento dos micro-organismos, causando alteracdes em muitas vias biossintéticas,
inclusive na carotenogénese (ZENI, 2009). Segundo Bhosale (2004), a temperatura exerce controle
na concentragdo de enzimas envolvidas na producdo de carotenoides, e mudangas na concentragdo

enzimadtica definitivamente controlam o nivel de carotenoides nos micro-organismos.

Para a otimizacdo da produgdo de carotendides por Phaffia rhodozyma, a temperatura foi o
fator que mais influenciou na produ¢do de Astaxantina. Ramirez et al. (2001), testando diferentes
temperaturas, observou que para cepas selvagens a temperatura 6tima apresenta-se entre 20 °C e

22 °C, enquanto que na cepa mutante foi observada uma temperatura 6tima de 19,7 °C.
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De acordo com Garbayo, et al. (2008), a temperatura € considerada o fator de controle tanto
na taxa de crescimento como na produgdo de carotenoides. Em estudos da viabilidade de
Chlamydomonas acidophila em taxas de temperatura de 25°C a 50°C, os melhores resultados
obtidos tanto para crescimento como para produgdo de carotenoides foi em 40°C enquanto que a
temperatura de 50°C foi letal para a alga. A producdo de Luteina e f-Caroteno foi otimizada em

40°C em C. acidophila.

O estudo da influéncia da temperatura sobre o crescimento celular e produgdo de
carotenoides da levedura Sporobolomyces ruberrimus foi analisado por Razavi & March (2006),
sendo observado o crescimento na produgdo celular enquanto manteve-se a temperatura entre 19 °C
e 27 °C. Em temperatura superior a 27 °C ocorreu crescimento celular, porém as células ndo
apresentaram coloragdo. A producdo dos carotenoides ocorreu rapidamente durante a fase
exponencial na maioria das temperaturas, com exce¢do a 31 °C. A temperatura Otima de
bioprodugdo foi de 19 °C, onde a torularrodina foi sintetizada em quantidade superior ao [-

Caroteno, 120 pg/ml e 5 pg/ml, respectivamente.

Frengova et al. (1995) verificaram que a concentragdo relativa de cada carotenoide foi
alterada pela temperatura de fermentacdo. Quando Rhodotorula glutinis foi cultivada em 5 °C,
ocorreu a producio predominante de B-Caroteno, enquanto que o cultivo a 25 °C levou a sintese de
Toruleno e Torularrodina. O crescimento celular 6timo foi obtido a 30 °C. Nesta mesma

temperatura, a maxima produgdo de carotenoides foi de 8388 pg/L e 31,9 g/L de biomassa.

A levedura Rhodotorula glutinis apresentou-se sensivel ao fator temperatura em relagdo ao
crescimento celular. Em condi¢des otimizadas, obteve-se concentracio de carotenoides totais de
3,5 ug/ml e 10,3 g/L de células. Das temperaturas testadas (9 niveis), a faixa 6tima de crescimento

foi de 28 °C a 30 °C, comportamento este tipico do género (TINOI et al., 2005).

2.4.3 pH

A biossintese de carotenoides naturalmente ocasiona mudancas do pH do meio de
fermentag¢do, como conseqiiéncia do crescimento de leveduras. De modo geral, o pH do meio
fermentativo decresce nas primeiras 72 h de fermentagéo, seguido de uma elevacdo durante a fase
intensa de carotenogénese. A partir dai, o pH permanece constante indicando o final do processo

fermentativo (FRENGOVA et al., 1994).

O pH é um dos pardmetros ambientais mais importantes que exercem influéncia no
crescimento celular e formagdo de produto. Desta forma o pH inicial é objeto de estudo na producio

de carotendides. Para a levedura Sporobolomyces ruberrimus o pH inicial foi avaliado por Razavi &
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March (2006), apresentando um intenso efeito sobre o conteido de carotenoides e biomassa. O
conteudo minimo de carotendides e células foi observado com cultivo a pH 3,5 (biomassa: 6,8 g/L;
carotendides especificos: 2,0 mg/g). A carotenogénese e o crescimento foram induzidos pela
elevacdo do pH de 3,5 a 6,0, sendo pH 6,0 6timo para o crescimento celular (11,3 g/L) e formacio

de pigmento (38,7 mg/L).

O efeito do pH inicial na concentracdo de carotenoides e biomassa de Sporidiobolus
salmonicolor em frascos agitados foi avaliado por Valduga et al. (2009a) Verificou-se que o melhor
pH de crescimento encontra-se entre 4,0 e 5,0, enquanto que a maxima producdo de carotenoides

da-se em pH 4,0.

Os efeitos do pH inicial e do pH controlado durante a fermentagdo no cultivo de
Xanthophyllomyces dendrorhous para produgdo de Astaxantina foram estudados por Hu et al.
(2006). Na fermentacdo em frascos agitados foram observados pHs iniciais 6timos de 6,0 para
crescimento celular (17,2 g/L) e 5,0 para produgdo de Astaxantina (20,4 mg/L). Em relacdo ao pH
controlado no fermentador, obtiveram-se as seguintes respostas para concentracdo de Astaxantina:
pH 4,0 — 17,7 mg/L, pH 5,0 — 21,8 mg/L e pH 6,0 — 18,8 mg/L. Para crescimento celular, a maior
concentracdo de biomassa foi obtida a pH 6,0 (17,2 g/L). Assim, devido a variabilidade dos
resultados, desenvolveu-se uma estratégia de controle de pH com a finalidade de aumentar a
producdo de Astaxantina. Como o fator Ypx (1,5 mg/g) mais elevado foi em pH 4,0 e o maior
crescimento celular foi em pH 6,0, realizou-se uma fermentacdo onde nas primeiras 80 h manteve-
se pH 6,0 e no restante da fermentacdo pH 4,0. Com essa estratégia de cultivo, obteve-se uma
concentracdo de Astaxantina de 27,0 mg/L, um aumento de 24,1 % em comparacdo com a

fermentacdo em pH constante.

O valor de pH do meio de cultivo ndo influenciou somente a atividade biossintética da
levedura Rhodotorula mucilaginosa em estudo realizado por Aksu & Eren (2005), mas também a
taxa de crescimento da cultura. Com a elevagdo do pH de 3,0 a 7,0 observou-se aumento nas taxas

de crescimento e producio de carotenoides, com decréscimo em maiores valores de pH.

2.4.4 Outros fatores que influenciam a carotenogénese
Componentes quimicos:

Muitos agentes quimicos afetam a carotenogénese em um grande nimero de sistemas
microbidticos. Estes componentes que incluem terpenos, ionenos, aminas, alcaldides e antibidticos

(BHOSALE, 2004), acido acético, B-ionona, acido mevalonico, difenilamina e outros aminoacidos
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(SILVA, 2004), piridina, imidazol, e metilptenone estimulam a formacao de Licopeno em Blaskea

trispora € Phycomyces blakesleeanus (FEOVILA et al., 1994).

Metais, ions e sais:

Tons metalicos estdo envolvidos em todos os aspectos da vida microbiolégica. C4tions como
o Potéssio e 0 Magnésio sdo a maior parte das espécies intracelulares, enquanto o Sédio, Calcio,
Zinco e outros numerosos elementos de transi¢io sdo fons metdlicos essenciais. As taxas bioldgicas
destes cdtions em micro-organismos sdo dificeis de explorar em parte porque eles interagem
fracamente com ligantes carreados. Além do mais, poucos estudos sobre taxa de cétions na

producdo de carotendides tem sido investigados (BHOSALE, 2004).

O Magnésio desempenha um papel importante no processo de fotossintese e no metabolismo
de carboidratos como co-fator de muitas enzimas. Além disso, Mg 2" € essencial para o crescimento
e producdo de carotenoides. Estudos apontaram que FeZ', Mg?*, Ca?", Zn?" ¢ Co?" promovem a

producdo de biomassa (CHEN & HAN, 2006).

A salinidade também € um fator que provoca alteragdes na producio de carotenoides. Fazeli
et al. (2006), examinaram o efeito de diferentes concentragdes salinas (0,05 a 3 M NaCl) sobre a
cinética de crescimento, carotenoides totais e f—Caroteno acumulados na microalga Dunaliella
tertiolecta. A maior quantidade de carotenoides detectada (11,7 mg/L) foi em salinidade de 0,5 M
NaCl, porém nas maiores concentracdes salinas (3 M NaCl) obteve-se maior producdo de

carotenoides especificos (2,0 pg/cel).

Luz/Luminosidade:

A produgdo e o acimulo de carotenoides sdo positivamente afetados pela irradiacdo de luz
branca em algas, fungos e bactérias. Contudo, a intensidade e forma de iluminag¢do variam com o
micro-organismo. A teoria da foto indug@o pode ser descrita em dois aspectos, no primeiro o efeito
da luz sobre o crescimento do micro-organismo exerce papel fundamental, como estimulante da
producdo; o segundo aspecto considera que o acimulo de carotenoides na célula esta associado com

o aumento da atividade das enzimas envolvidas na biossintese de carotenoides (BHOSALE, 2004).

Alguns trabalhos demonstram que determinadas leveduras biossintetizam carotenoides
contra os danos causados pela luz. Os efeitos da luz branca sobre o crescimento e producio de
carotenoides por Rhodotorula glutinis foi investigado por Sakaki et al. (2001). Para a levedura nio

pigmentada Saccharomyces cerevisiae uma fraca irradiacdo de luz branca ndo apresentou efeito
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sobre o crescimento das células, no entanto na levedura selvagem R. glutinis, a luz inibiu o
crescimento celular, onde simultaneamente, a produc¢do de Torularrodina aumentou (7,9 para

14,2 mg/100g células), principalmente durante a fase exponencial.

Taxa de agitacdo e aeragdo:

Os micro-organismos aerébicos assim como Phaffia rhodozyma, cujo crescimento
(metabolismo primdrio) é dependente do fornecimento de Oxigénio, necessitam de definicdo das

melhores condigdes de aeragdo e agitagdo para maior rendimento (TATSCH, 2008).

A influéncia da aeracdo sobre o contetido de carotenoides da levedura Sporobolomyces
roseus e foi estudada por Davoli et al. (2004), onde o aumento na aera¢do proporcionou o
incremento na concentragdo de carotenoides de 109 ug/g para 412 pg/g. Tinoi et al. (2005), na
bioproducdo em frascos agitados, verificaram que em taxas de agitag¢@o baixas (100 a 150 rpm) tem-
se menor crescimento celular devido a diminui¢@o da disponibilidade de nutrientes na superficie das
células. Ao contrdrio, em altas taxas de agitacdo (>250 rpm), ocorreu ruptura celular evidenciado
com o aparecimento de uma fina camada oleosa.

A possibilidade da producéo de corantes naturais em escala industrial, e o elevado valor dos
produtos tornam a produgdo biotecnoldgica de carotendides uma &drea de intenso estudo. A
produtividade de um bioprocesso em um dado sistema depende das condi¢des nutricionais e fisicas
da cultura, afetando ndo somente o crescimento celular como a producéo de pigmento (Liu & Wu,
2007). Sendo assim, os microrganismos acumulam vdrios tipos de carotendides como resposta ao
estresse das condi¢des ambientais (BHOSALE, 2004).

Melhorar a eficiéncia da biossintese de carotendides pode aumentar a produgdo. Juntamente
com as condi¢des de cultivo, a biossintese de carotendides é conduzida pelo nivel e atividade das
enzimas biossintéticas e o fluxo total de carbono do sistema sintetizante. Assim, uma alta producio
pode ser alcancada alterando-se o nivel e a atividade destas enzimas ou a via biossintética, pela
utilizacdo de uma abordagem molecular (BHOSALE, 2004).

Segundo Bhosale (2004), pode-se alcancar uma melhor producdo de carotendides com um

custo efetivo, utilizando estimulantes no meio e ajustando as condi¢des externas do cultivo.

2.5 Extracao e recuperacao de carotenodides

A bioproducdo industrial de carotenoides esti bem estabelecida e vem se expandindo
comercialmente, porém as operacdes de extracdo e recuperagdo do produto contribuem para

aumento dos custos da producdo. Assim, inimeros trabalhos vém sendo realizados visando estudar
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a recuperagdo eficiente dos carotenoides intracelulares (VALDUGA et al., 2009¢c; SARADA et al.,
2006; PARK et al., 2007) e, consequentemente contribuindo para a reducdo de custo com as

operagdes de downstream.

Park et al.,(2007) testaram cinco solventes para a ruptura das células de Rhodotorula
glutinis, encontrando B-Caroteno, Toruleno e Torularrodina no extrato. A mistura dos solventes
dimetilsuf6xido (DMSO), éter de petréleo e acetona mostrou-se eficiente, gerando maxima extracio

quando comparada aos solventes individuais.

Um método melhorado de extracdo de Astaxantina de Haematococcus pluvialis sem
homogeneizagdo foi desenvolvido por Sarada et al. (2006), a extrag@o do solvente foi facilitada pelo
tratamento das células com HCI 4 N a 70 °C, onde se obteve uma extracdo de 90 % dos pigmentos

sem homogeneizagao.

Em fungdo da forte associacdo dos carotendides com as células e, no sentido de maximizar a
extracdo dos pigmentos, Valduga et al. (2009c) testaram 11 métodos diferentes de rompimento
celular e extragdo com solventes. Foi constatado que quando utilizada a combinagdo Nitrogénio
liquido e DMSO para ruptura celular e extragdo com mistura de acetona e metanol (7:3), obteve-se
a maior recuperacdo de carotendides da levedura Sporidiobolus salmonicolor cultivada em meio

composto por 40 g/L de glicose, 10 g/L de extrato de malte e 14 g/L de peptona.

2.6 Aplicacao de carotenoides na indistria de alimentos

Comercialmente, os carotenoides sdo usados como corantes alimenticios e em suplementos
nutricionais, com um mercado global de aproximadamente US$ 935 milhdes/ano, sendo que
somente a Astaxantina representou cerca de US$ 150 milhdes no ano de 2000 e, com um valor

expressivo de US$ 2000/kg (FRASER & BRAMLEY, 2004).

Um grande mercado de pigmentos estd satisfazendo o meio sintético. No entanto, na
industria alimenticia e de cosméticos, a aplicagdo de carotendides quimicamente sintetizados é
restrita devido a sua toxicidade. Devido isso, a producdo comercial de carotendides usando
carotendides produzidos por micro-organismos tem sido levada em consideracéo por ser altamente
eficiente e de processo com facil manipulagdo. Numerosos estudos t€ém sido apresentados nos
dltimos anos a respeito da sintese de carotendides por micro-organismos, incluindo Flavobacterium
e Micrococcus, as algas Dunaliella € Haematococcus, os fungos Blakeslea trispora, e as leveduras

do género Phaffia, Rhodotorula e Sporobolomyces (CHEN et al., 2006).
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Segundo Silva (2004), a produg@o biotecnolédgica de carotendides vem se destacando devido
a fatores tais como: possibilidade de utilizacdo de substratos de baixo custo para a bioproducio;
denominacdo de substincias naturais; pequeno espaco para producdo, ndo estando sujeita as
condi¢des ambientais como clima, estacdo do ano ou composi¢do do solo, e controle das condicdes

de cultivo.

A grande demanda gerada pelas industrias e a crescente procura por produtos naturais, tém
resultado em um aumento nas pesquisas referentes a producdo de carotendides via fermentativa.
Além da conotagdo “natural”, os produtos obtidos por produg¢do microbiana podem ser obtidos em

curto prazo, em qualquer época do ano (TATSCH, 2008).

O uso de carotendides naturais como corantes alimenticios apresentam vantagens porque sao
de origem natural, sdo estdveis na faixa de pH da maioria dos alimentos, ndo sdo corrosivos e nem
sdo afetados por substincias redutoras. As desvantagens estdo relacionadas com o alto custo
comparado aos corantes sintéticos, a limitada faixa de coloracdo, a susceptibilidade a degradacao

oxidativa, a limitada solubilidade em 6leo e insolubilidade em 4dgua (SILVA, 2004).

H4 um grande nimero de preparagdes industrializadas de carotenoides obtidos de extratos
naturais ou formuladas a partir de carotendides sintéticos, que s@o usadas como corantes em
alimentos como margarinas e queijos, devido 4 sua inocuidade, facilidade de metabolizac¢do e

reprodutibilidade da cor (DUTRA-DE-OLIVEIRA & MARCHINI, 1998).

Os carotenoides em formulagdes comerciais sdo de dois tipos: extratos naturais e
carotenoides sintéticos idénticos aos naturais. Os extratos naturais vegetais estdo sujeitos a
flutuacdes na composicdo qualitativa e quantitativa devido ao clima ou a regido de cultivo, ao
estado de maturagdo na colheita e perdas devidas as condi¢des pés-colheita. Além disso, as fontes
vegetais também produzem baixas concentracdes de pigmentos, dificultando a extracdo (SILVA,

2004).

A produgdo e comercializacdo de carotenoides sintéticos idénticos aos naturais estdo sob o
dominio de paises desenvolvidos e sua tecnologia é complexa e cara. A conotagdo sintética vai

contra a presente énfase dada aos produtos naturais (SILVA, 2004).

A importancia de carotendides em alimentos vai além de seu papel como corante. Em se
tratando de nutricdo humana, a vitamina A € proveniente de alimentos de origem animal e as pré-
vitaminas A de alimentos de origem vegetal, que possuem carotendides passiveis de serem
biologicamente transformados em vitamina A. Estruturalmente, a vitamina A é a metade da
molécula de B-caroteno com uma molécula adicional de 4dgua. Para um carotendide apresentar

atividade pr6-vitaminica A é necessdario que a molécula seja constituida de um anel B ndo
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substituido e de uma cadeia poli€nica de onze carbonos. Das mais de 600 estruturas de carotendides
conhecidas, pouco mais de 10% sao pro-vitaminas A. Em paises menos desenvolvidos, a deficiéncia
de vitamina A é um dos problemas mais sérios de saide publica. Em nivel mundial, cerca de 60%
da vitamina A alimentar vém das pro-vitaminas A; esta porcentagem aumenta para 80% nos paises
em desenvolvimento. Esses precursores tém a vantagem adicional de ndo serem convertidos em
vitamina A quando o corpo humano néo necessita, evitando assim, potencial toxicidade causada por

vitamina A em excesso (Silva, 2004).
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Identificacdo do micro-organismo

A identificacdo do micro-organismo foi realizada em parceria com o Laboratério CENA -
USP/SP. Para identificacao foi utilizado a técnica de biologia molecular, sequenciando as regides
ITS1, 5.8S e ITS2 do rDNA fiingico, conforme metodologia descrita por Stirling (2003). O produto
foi purificado com o Kit GFX™ PCR DNA e Gel Band Purification (GE Healthcare), segundo
instrugdes do fabricante e seqiienciados em um seqiienciador automatico (ABI Prism 3100 Genetic
Analyzer - Applied Biosystems). Para a constru¢do da seqiiéncia, os programas Phred/Phrap e
Consed foram utilizados e a seqiiéncia foi comparada com dados do Gen Bank National Center for
Biotechnology Information (NCBI), usando o programa Basic Local Alignment Search Tool (Blast).
O alinhamento global das seqiiéncias e andlise filogenética foram realizadas com o programa

MEGA versao 4.0 (Tamura et al., 2007).

A fim de verificar as caracteristicas macroscépicas das coldnias, foi realizado plaqueamento
da cultura em dgar YM (Yeast Malt Extract Agar), com 48 h de crescimento. Além disso, o
comportamento do micro-organismo em frascos agitados foi avaliado através da construgdo da
curva de crescimento durante 70 h de fermentagcdo sem iluminacao, nas condi¢des 180 rpm, pH 4,0,
25 °C, 40 g/L de glicose, 10 g/L extrato de malte, 14 g/L peptona. Inicialmente coletou-se uma
aliquota de 1 mL de meio de cultura a cada 1 h de fermentacdo, em seguida centrifugou-se o meio a
5600 rpm, durante 10 min em centrifuga (Hettich), descartou-se o sobrenadante e ressuspendeu-se a

célula em dgua destilada e efetou-se a leitura em espectrofotometro (Agilent 8553, A = 600 nm).

3.2 Manutencao da cultura

Para preservar a cultura e diminuir o risco de alteragdo no perfil genético, foi realizado o
congelamento da linhagem (levedura isolada de amostras de folhas de laranjeira e eucalipto) em
freezer a —80°C (MDF — U3086S - Sanyo). O procedimento de congelamento constou das seguintes
etapas: repique da cepa, incubacdo da cultura em meio sdlido (para verificacdo das caracteristicas
morfoldgicas) e liquido e temperatura adequada para o crescimento, ou seja, 25°C por 24 h para as

leveduras; adicdo de um agente crioprotetor estéril (glicerol 13 %, p/v); homogeneizacdo da
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mistura, sendo a suspensdo (aliquota de 1,5 mL) trasferida para microtubos estéreis, devidamente
identificados; e congelamento imediato em freezer a —80°C. Todos os procedimentos foram
realizados de forma asséptica. A levedura também foi mantida em frascos contendo meio YMA
(Yeast Malte Agar) e uma camada superficial de 6leo mineral, conservados em geladeira a

aproximadamente 5°C. A cada dois meses foi realizado um novo repique do micro-organismo.

3.3. Producao de carotendides

O inoculo foi preparado em frascos Erlenmeyer de 250 mL, contendo 100 mL de meio YM
(Yeast Malt Extract) apresentando na composicdo 3 g/L. de extrato de levedura (Vetec), 3 g/L. de
extrato de malte (Acumedia), 5 g/L peptona (Himedia), 10 g/L de glicose (Nuclear). Ap6s preparo
do meio, o mesmo foi esterilizado em autoclave (Phoenix, modelo AV75) durante 15 minutos a
121 °C (VALDUGA et al., 2009a).

Ap6s esterilizacdo, estes frascos foram inoculados com suspensdo de células, provenientes

de uma al¢ada e incubados a 25 °C, 180 rpm por 35 h (D.O ~1,0).

Em seguida, trasferiu-se 10 mL do inoculo em frascos de Erlenmeyer de 250 mL, contendo
90 mL de meio de cultura definidos pelos planejamentos experimentais (Tabelas 1 e 2) e incubados

a 25 °C, 180 rpm por 120 h.

Para estudar os efeitos da composi¢do do meio de cultura e das condicdes de fermentagdo,
foi utilizado um planejamento do tipo Plackett-Burman (Screening Design) de 12 ensaios com 3
pontos centrais (HAALAND, 1989). As varidveis estudadas e seus respectivos niveis encontram-se

descritos na Tabela 2.

Tabela 2. Varidveis e niveis utilizados no planejamento do tipo Plackett-Burman.

Variaveis Independentes Codigos Niveis

-1 0 +1
pH inicial Xi 4,0 6,0 8,0
Extrato de levedura (g/L) X, 0 5,0 10,0
Extrato de malte (g/L) X3 0 5,0 10,0
Peptona (g/L) X4 0 5,0 10,0
Glicose (g/L) X5 2,0 21,0 40,0

Varidveis Independentes Fixas: 180 rpm e 25°C.

A partir dos resultados obtidos no planejamento do tipo Plackett-Burman realizou-se um

planejamento fatorial completo 2° (1 ponto central para cada varidvel independente repetido 3 vezes
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e pontos axiais), onde as varidveis independentes estudadas e os niveis encontram-se descritos na

Tabela 3.

Tabela 3. Varidveis e niveis utilizados no planejamento completo 2%,

Variaveis Independentes  Caédigos Niveis

-1,68 -1 0 +1 +1,68
Extrato de malte (g/L) X3 6,6 10,0 15,0 20,0 23,4
Peptona (g/L) X4 6,6 10,0 15,0 20,0 23,4
Glicose (g/L) X5 26,4 40,0 60,0 80,0 93,6

Variaveis Independentes Fixas: 180 rpm, 25°C e pH inicial = 4,0

As respostas ou varidveis dependentes avaliadas foram: carotenoides totais (ug/L) e

especificos (1g/g), biomassa (g/L) e pH.

3.4 Recuperacao de Carotenoides

A metodologia de extragdo e recuperacdo de carotenoides foi realizada segundo metodologia
descrita por VALDUGA et al., (2009c). As células foram centrifugadas a 6.500 x g, 5°C por
10 minutos (Eppendorf 5403) e submetidas a sucessivas maceracdes em almofariz, apds
congelamento com N liquido (Figura 7). Posteriormente, adicionou-se dimetilsuféxido - DMSO
(Nuclear) na relagcdo 2:1(v/v), seguindo de aquecimento a 55 °C durante 30 min (Fanem 102) e
homogeneizagdes periddicas em vortex (Phoenix AP-56). Em seguida, adicionou-se mistura de
acetona (Quimex): metanol (7:3, v/v), seguindo de centrifugacdes (6.500 xg, 5°C, 10 min). O
sobrenadante foi separado e realizaram-se extracdes sucessivas, até que o solvente e as células
apresentaram-se sem coloracdo. O solvente foi evaporado em evaporador rotativo (Tecnal TE-210)

a 35 °C e os pigmentos foram solubilizados em metanol (Merck).
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Figura 7 - Aspecto da maceragdo das células com nitrogénio liquido.

A Figura 8 mostra o esquema do processo de recuperacio e extracao dos carotenoides totais.

Bioproducio de Carotenoides
(25°C, 180 rpm, 120h)

&
-

Centrifugaciao
(6.500 xg,5 °C,10 min)

&
-

Figura 8: Fluoxograma do processo de recuperacio e extracdo de carotenoides totais.
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3. 5 Metodologia analitica
3.5.1 Determinacao de carotenoides totais

A absorbancia da amostra apds extragdo foi medida em espectrofotdometro (Agilent 8553).
A concentragdo total de carotenoides foi estimada através do valor medido da méxima absorbancia

a 448 nm, utilizando a equagéo (1) descrita por Davies (1976):

Ey
X=——"——
E.* x 100 1)

lem

Onde:

x = carotendides (g).
y = solucdo(mL).

E = absorbancia.

1% - I - - A .
E, ., =coeficiente de extincdo especifico, coeficiente de absorbancia utilizado foi o referente

ao B-Caroteno: E IIZZ = 2550, para o solvente metanol (SILVA et al., 2004).

3.5.2 Determinacéo de carotenoides especificos

Ap6s a obtencdo dos carotenoides totais e a massa de células, realizou-se a determinagdo dos
carotenoides especificos através da relacdo entre a quantidade de carotenoides totais produzidos e a

massa celular obtida de acordo com a Equacao 2.

Ctotais

Cesp = —8
Biomassa )

Os resultados da concentrag@o de carotenoides foram expressos em termos de carotenoides
totais (ug/L) e em producdo especifica de carotenoides (ug/g). A producdo especifica de

carotendides representa a concentracao total de carotenoides (lLg) em relacio a biomassa seca (g) de

levedura obtida em 1 litro de meio fermentado (DAVIES, 1976).

3.5.3 Determinacao da biomassa

As células foram centrifugadas a 3.000 X g e 5°C por 10 min. Apds extragdo dos
carotendides, as células foram lavadas com &dgua destilada, centrifugadas e a massa celular foi

quantificada através de secagem em estufa (Fanem SE-320) a 105 °C até peso constante.
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3.5.4 Determinacao do pH

O pH dos meios de cultivo foi determinado usando potencidmetro (DMPH-2, Digimed).

3.5.5 Determinacao de glicose

A concentracdo de glicose foi determinada no término da cinética da bioprodug¢do no
sobrenadante. O procedimento utilizado foi o método de DNS (4cido 3,5-dinitrosalicilico) conforme
metodologia descrita por MILLER (1959) e, a intensidade da coloragdo foi medida em

espectrofotometro (Agilent 8553) no comprimento de onda de 505 nm.

3.6 Cinética do processo fermentativo

Com o objetivo de verificar a cinética de consumo de substrato (glicose), producdo celular,
evolucao de pH e producdo de carotenoides, realizou-se coleta de amostras do caldo de fermentacao
a cada 6 h, para uma biorreacdo conduzida nas condi¢des de cultivo referentes ao ponto otimizado

do planejamento fatorial completo 23.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Caracteristicas macroscopicas e de crescimento da linhagem

A Figura 9 apresenta as caracteristicas macroscOpicas das colonias da linhagem identificada
como sendo a levedura Sporidiobolus pararoseus. A colora¢do das colonias em meio YM 4gar foi
laranja. As coldnias da levedura apresentaram caracteristica arredondada, possuindo superficie lisa
e brilhante. A textura das colOnias era gomosa, apresentando dificuldade na remoc¢do do meio

solido.

Figura 9. Caracteristicas macroscopicas da linhagem de Sporidiobolus pararoseus cultivadas em

meio de cultura YM 4gar, com 48 h de crescimento.

A Figura 10 mostra o crescimento celular (D.O) em funcdo do tempo (horas) da cultura,
incubada a 25 °C a 180 rpm em um agitador reciprocante (shaker). A levedura apresentou uma fase
de adaptacdo (lag) nas primeiras 9 h de crescimento, nas 26 h seguintes uma fase exponencial de
crescimento. O crescimento celular apresentou seu ponto maximo em 40 h (1,334 UA) e apdés 52 h

de crescimento observou-se uma fase de declinio de crescimento celular.
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Figura 10. Curva de crescimento celular (UA) da linhagem de Sporidiobolus pararoseus, durante

70 h de crescimento.

4.2 Bioproducao de carotenoides

A matriz e os resultados do planejamento experimental Plackett-Burman estdo apresentados
na Tabela 4. A maior concentracdo de carotenoides totais observada foi de 475,29 pg/L no ensaio 8,
onde os pardmetros concentracdo de glicose, de extrato de malte e peptona, apresentavam os
maiores niveis da faixa investigada. Este fato pode ser melhor observado na Figura 14 (Grafico de

Pareto), onde os efeitos das varidveis estdo representados.
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Tabela 4. Matriz do planejamento do tipo Plackett-Burman (valores reais e codificados) e respostas

em carotenoides totais (1g/L).

Ensaios Varidveis Independentes Resposta
X; X, X3 Xy X5 Carotenoides
Totais
(ng/L)
1 1 (8,0) -1 (0) 1 (10,0) -1 (0) -1(2,0) 57,06
2 1 (8,0) 1 (10,0) -1 (0) 1 (10,0) -1(2,0) 70,69
3 -1 (4,0) 1 (10,0) 1 (10,0) -1 (0) 1 (40,0) 150,01
4 1 (8,0) -1 (0) 1 (10,0) 1 (10,0) -1(2,0) 70,88
5 1 (8,0) 1 (10,0) -1 (0) 1 (10,0) 1 (40,0) 65,98
6 1 (8,0) 1 (10,0) 1 (10,0) -1 (0) 1 (40,0) 168,43
7 -1 (4,0) 1 (10,0) 1 (10,0) 1 (10,0) -1(2,0) 190,60
8 -1 (4,0) -1 (0) 1 (10,0) 1 (10,0) 1 (40,0) 475,29
9 -1 (4,0) -1 (0) -1 (0) 1 (10,0) 1 (40,0) 225,39
10 1 (8,0) -1 (0) -1 (0) -1 (0) 1 (40,0) 238,53
11 -1 (4,0) 1 (10,0) -1 (0) -1 (0) -1(2,0) 315,30
12 -1 (4,0) -1 (0) -1 (0) -1 (0) -1(2,0) 29,71
13 0 (6,0) 0 (5,0) 0 (5,0) 0 (5,0) 0 (21,0) 74,61
14 0 (6,0) 0 (5,0) 0 (5,0) 0 (5,0) 0(21,0) 74,80
15 0 (6,0) 0 (5,0) 0 (5,0) 0 (5,0) 0(21,0) 73,53

X = pH; X; = Extrato de levedura (g/L); X3 = Extrato de malte (g/L); X4 = Peptona (g/L); Xs =
Glicose (g/L); Variaveis Independentes Fixas: 180 rpm, 25°C

Observa-se que a glicose foi a varidvel de maior influéncia na produgdo de carotenoides,
seguida da concentracdo de extrato de malte e peptona. Estas trés varidveis tiveram efeito positivo
significativo no nivel de confianca de 95 %, o que significa que quando a concentragdo e/ou faixa
destas varidveis aumentaram do nivel —1 para o +1, houve aumento na concentracdo de carotenoides
totais. Portanto, para maximizar a bioprodugdo de carotenoides totais, deve-se deslocar os niveis de
estudo para valores superiores para a concentracdo de glicose, extrato de malte e peptona.
Entretanto, o extrato de levedura e o pH, apresentaram efeitos negativos significativos (p<0,05).
Assim, os niveis de estudo para o extrato de levedura e pH devem ser deslocados para valores
inferiores, a fim de melhorar a producgéo de carotendides. Portanto, como o extrato de levedura no
nivel —1, a concentragdo foi nula, esta varidvel foi excluida do processo fermentativo e o pH foi

fixado no nivel -1 (4,0).
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Figura 11 - Grafico de Pareto com o efeito estimado (valor absoluto) das varidveis testadas no

planejamento experimental Plackett—Burman, para a concentracio de carotenoides totais (1Lg/L).

A Tabela 5 apresenta os valores reais e codificados do planejamento fatorial completo Pea
resposta em concentracdo de carotenoides totais e especificos, biomassa e pH. Observando os
resultados obtidos neste planejamento, verifica-se que os ensaios 9, 10 e 11 (ponto central) e o

ensaio 17 foram os que apresentaram maior concentracio de carotenoides totais
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Tabela 5. Matriz do planejamento experimental completo 2% (valores codificados e reais) com as

respostas de carotenoides totais e especificos, biomassa e pH.

Varidveis independentes* Respostas
Ensaio X3 X, Xs Carotenoides  Carotenoides  Biomassa pH
Totais Especificos (g/L) final
(ng/L) (ng/g)

1 -1 (10) -1 (10) -1 (40) 384,90 128,30 3,00 3,76
2 -1 (10) -1 (10) 1 (80) 770,34 255,08 3,02 3,65
3 1 (20) -1 (10) -1 (40) 748,53 349,78 2,14 3,80
4 1(20) -1 (10) 1 (80) 340,49 161,37 2,11 3,83
5 -1 (10) 1 (20) -1 (40) 456,54 198,49 2,30 3,63
6 -1 (10) 1 (20) 1 (80) 294,22 133,13 2,21 3,70
7 1 (20) 1 (20) -1 (40) 595,07 235,20 2,53 3,67
8 1(20) 1 (20) 1 (80) 516,52 188,51 2,74 3,67
9 0(15) 0(15) 0 (60) 865,76 237,85 3,64 3,60
10 0(15) 0(15) 0 (60) 836,18 216,63 3,86 3,67
11 0(15) 0(15) 0 (60) 847,55 229,69 3,69 3,64
12 15 (0) 15 (0) 26,4 (-1,68) 329,07 190,21 1,73 3,39
13 15 (0) 15 (0) 93,6 (1,68) 424,85 245,58 1,73 3,39
14 15 (0) 6,6 (-1,68) 60 (0) 483,48 302,18 1,60 3,12
15 15 (0) 23,4 (1,68) 60 (0) 783,30 281,76 2,78 3,45
16 6,6 (-1,68) 15 (0) 60 (0) 813,58 228,53 3,56 3,37
17 23,4 (1,68) 15 (0) 60 (0) 916,08 259,51 3,53 3,41

3 = Xtrato de malte 5 4 = F€ tona 5 5= 1COSe 5 ariavels Independentes
*X3 = B de malte (g/L); X4 = Peptona (g/L); Xs = Glicose (g/L); Varidveis Independ

Fixas: 180 rpm, 25°C, pH inicial = 4,0.

A Tabela 6 apresenta os coeficientes de regressao, erro padrdo e valores de p e t, para o teor

de carotenoides totais. Observa-se que todas as varidveis independentes estudadas exercem

influéncia sobre a producdo de carotenoides. Os parametros que nio foram significativos foram

adicionados a falta de ajuste para a andlise de variancia.

Tabela 6. Resultados do coeficiente de regressdo e erro padrdo provenientes do planejamento

fatorial completo 23, para os carotenoides totais.

Coef. de regressao Erro padrao t(2) P
Média* 856,335 8,598 99,595 0,00010
(1)Ex. malte(L)* 34,211 4,040 8,468 0,01366
Ex. malte(Q) -16,460 4,450 -3,698 0,06597
(2)Peptona (L) 8,924 4,040 2,209 0,15782
Peptona (Q)* -98,461 4,451 -22,121 0,00204
(3)Glicose (L) -7,515 4,040 -1,860 0,20393
Glicose (Q)* -189,316 4,451 -42,534 0,00055
1L by 2L* 53,382 5,276 10,117 0,00963
1L by 3L* -88,713 5,276 -16,813 0,00352
2L by 3L* -27,283 5,276 -5,171 0,03542

*fatores estatisticamente significativos (p<0,05).
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A Equacao 3 apresenta o modelo codificado de segunda ordem, que descreve a concentragao
de carotenoides totais em funcado das varidveis independentes analisadas, dentro da faixa estudada.
O modelo foi validado pela andlise de varidncia apresentada na Tabela 7. Verifica-se que o
coeficiente de correlagdo obtido de 0,86 e o F calculado de 1,41 vezes maior que o valor tabelado,

permitiram a construgdo das superficies de resposta e curvas de contorno apresentadas na Figura 12.

Tabela 7. Andlise de varidncia para os carotenoides totais.

Fontes de Variacao Qs:l):lr(llizgss Slﬁi:s:(fe Qlﬁggﬁgos F calculado
Regressao 561193 6 93532,23 4,53
Residuos 206536 10 20653,57

Falta de ajuste 206090,3 8

Erro puro 445.4 2

Total 767729,2 16

Residuos = Falta de Ajuste + Erro puro; Fi, 959= 3,21; Coeficiente de correlacdo: R=0,86
Equacao 3:

ot = 856,33 + 34,21. X5 - 98,46.(X4)2—189,32.(X5)2 +53,38.X5.X4 - 88,71.X5.X5-27,28. X4.X5 (3)
Onde:

Ciot = Carotenoides totais (1g/L); X5 = extrato de malte; X4 = peptona; Xs = glicose

Na Figura 12, observa-se que a tendéncia da médxima producido média de carotenoides totais
(860 ng/L) situa-se na faixa proxima ao ponto central de concentracdo ( 15 g/L. de extrato de malte,
15 g/L de peptona e 60 g/L de glicose, o que caracteriza a otimizac¢do da producdo de carotenoides

totais, nas faixas estudadas.
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Figura 12. Superficies de resposta e curvas de contorno para os carotenoides totais (Lg/L) em

funcdo da concentracio de peptona e extrato de malte (a), glicose e extrato de malte (b), glicose e
peptona (c), respectivamente.

32



A producdo de carotenoides totais apds a otimizac¢do foi aumentada em 45 % em relacdo ao
planejamento Plackett Burmann (Tabela 4, ensaio 8): onde ocorreu um aumento da concentracio de
glicose, extrato de malte e peptona. Aksu & Eren (2007), verificaram que a elevacdo da
concentracdo de glicose de 2,5 g/L para 20 g/L, proporcionou o aumento nas taxas de formacéo de
produto por Rhodotorula glutinis, de 14,2 mg/L para 69 mg/L.

Segundo Garbayo et al. (2003), em muitos micro-organismos a carotenogénese é regulada
por fatores ambientais, tais como a disponibilidade de Nitrogénio. Além disso, a taxa de
Carbono:Nitrogénio tem papel importante na sintese de metabolitos secunddrios, determinando o
tipo dos metabdlitos sintetizados e extensao da produgio.

Na literatura alguns trabalhos relatam a otimizacdo da bioproducdo de carotendides com
diferentes micro-organismos e condi¢des de cultivo tais como, agitacdo, temperatura, pH e meio de
cultivo. Buzzini et al. (2005) avaliaram a producdo de pigmentos pelo microrganismo Rhodotorula
graminis, relacionando tracos de metais (Fe2", Co?", Mn2", A2 ¢ Zn2?") no meio de cultivo, obtendo
nas condi¢des otimizadas 803,2 pg/g, um aumento de cerca de 370 % em relagdo ao planejamento
anterior aplicado. A produgdo de Astaxantina apds a otimizagdo, foi aumentada em 92 % no cultivo
de Phaffia rhodozyma por Ramirez et al. (2001). Wang et al. (2007) submetendo a levedura
Rhodotorula glutinis a alta pressdo (300 MPa durante 15 min) e otimizando o meio de cultivo
(4,23 g/L de extrato de levedura, 12,11 g/L de levedura, 30 ml/L de inoculo, 2,5 mL/L de extrato de
tomate, 0,5 mL/L de 6leo de amendoim e 5 g/ de (NH4),SO.), obteve um aumento de 34,2 % na
producdo de carotenoides (13,4 mg/L).

Valduga et al. (2009a) obtiveram para Sporidiobolus salmonicolor CBS 2636 em frascos
agitados, um teor maximo de carotenoides totais de 1019 ug/LL nas condi¢des pH 4,0, 25 °C,
180 rpm em meio otimizado (40 g/L de glicose, 10 g/L de extrato de malte e 14 g/L. de peptona).
Em outro estudo em biorreator, Valduga et al. (2009d) obtiveram um aumento na concentragdo de
carotenoides totais de aproximadamente 3,3 vezes, utilizando-se pH 4,0, temperatura de 25 °C,
agitacdo de 180 rpm, aeracdo 1,5 vvm, concentracio de glicose de 80 g/L, concentracdo de peptona
de 15 g/L e concentracdo de extrato de malte de 5 g/L.

Buzzini et al. (2007) avaliaram a producéo de carotendides de 4 cepas de Sporobolomyces e 3
cepas de Sporidiobolus. O cultivo foi realizado durante 5 dias em frascos agitados a 150 rpm,
25 °C, pH 5,5 em 100 mL de meio, sendo este composto de 40 g/LL de glicose, 3 g/L de extrato de
levedura, 0,8 g/LL de KH,PO4 e 0,5 g/l de MgS04.7H,0. Dentre as leveduras Sporobolomyces
testadas, S. roseus apresentou maior producgdo de carotendides totais (632 pg/L), e para as leveduras
Sporidiobolus destacaram-se Sporidiobolus longiusculus (1993,4 ng/ll) e S. salmonicolor

(613,3 ug/L).
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Em estudo realizado por Choudhari & Singhal (2008) a concentrag@o de glicose foi uma das
varidveis de maior importancia nas fermenta¢des microbianas com Blakeslea trispora, isso devido a
glicose ser facilmente assimilada na via metabdlica da biossintese de f—Caroteno, sendo que onde a
glicose foi empregada obteve-se uma concentracdo maxima de f—Caroteno de 99 mg/L. O mesmo
teor de f—Caroteno foi observado ao utilizar do extrato de levedura, enquanto que a concentracio de
peptona de carne levou a um menor crescimento celular e baixa produgdo de pigmento. A
otimizagdo das condi¢des de cultivo (com efeito de diferentes componentes do meio como:
Carbono, Nitrogénio e Sulfatos, também variagdes no pH e inoculo) aumentou em 42 % a produgao

de p—Caroteno.

Em relacdo a producdo de carotenOides especificos verifica-se que a maxima concentragdo
observada foi de 349,7 ng/g, correspondendo ao ensaio 3 (Tabela 5). Observa-se que nenhuma das
varidveis estudadas (glicose, extrato de malte e peptona) exerceram efeito significativo (P<0,05), na
faixa de estudo conforme demonstrado no grafico de pareto (Figura 13) . O mesmo foi verificado
para o crescimento celular (Figura 14), onde a mdxima concentracdo celular obtida foi 3,86 g/L,

correspondente ao ensaio do ponto central de concentragdo (Tabela 5).

.
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(1)Ex. malte(L) -2,119

(2)Peptona(L) 1,555
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-472
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Efeito estimado (Valor absoluto)

Figura 13 - Grifico de Pareto com o efeito estimado (valor absoluto) das varidveis testadas no

planejamento experimental completo 2°, para a concentracio de carotenoides especificos (ug/L).

Valduga et al. (2009a) para os ensaios de otimizagdo (40 g/L de glicose, 10 g/L. de extrato de
malte e 14 g/L. de peptona) da bioproducdo com S. salmonicolor CBS 2636 em frascos agitados
obtiveram uma concentracio especifica de carotenoides variando de 65,2 ng/g a 338,9 pg/g. Porém
em biorreator Valduga et. al. (2009d) em meio composto por 80 g/L de glicose, 15 g/L. de peptona

e 5 g/l de extrato de malte, taxa de aeracdo de 1,5 vvm, a méxima producdo especifica de
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carotenoides foi de 238 pg/g. Buzzini et al. (2007) obtiveram uma concentracdo mdxima de
carotenoides especificos para as leveduras Sporidiobolus testadas de 184 pg/g para S. longiusculus,

das Sporobolomyces, 82,3 ug/g para S. roseus.
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2Lby3L 2,024

(3)Glicose(L) ,434
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1Lby2L 200

,104

Efeito estimado (Valor absoluto)

Figura 14 - Grafico de Pareto com o efeito estimado (valor absoluto) das varidveis testadas no

planejamento experimental completo 2°, para a biomassa (g/L).

A maior concentracdo de células obtida neste estudo foi observada no ponto central
(3,86 g/L.), ao comparar o crescimento celular com os obtidos na literatura com micro-organismos
do mesmo género, verifica-se resultados semelhantes. Em trabalho com Sporidiobolus salmonicolor
CBS 2636 em frascos agitados, Valduga et al. (2009a) obtiveram uma concentra¢do que variou de
1,2 g/L a 5,9 g/L, dependendo das condicdes de cultivo. Maldonade et al. (2008) avaliaram o
crescimento celular de Sporobolomyces em meio YM, obtendo 3,3 g/L apds 5 dias de fermentagéo.

As leveduras Sporobolomyces roseus e Rhodotorula glutinis (DAVOLI et al., 2004)
cultivadas em frascos padrdo e frascos com entalhes apresentaram aumento na concentragdo de
células nos frascos com modificacdo nas laterais. A concentragdo de células para R. glutinis

aumentou de 6,3 para 9,0 g/L, e para S. roseus houve aumento de 4,8 para 9,3 g/L.
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4.3. Cinética da bioproducao
A Figura 15 e Tabela I (Apéndice 1) apresentam as cinéticas de crescimento, consumo de
substrato (glicose), evolu¢do do pH e producdo de carotenoides em meio sintético em frascos

agitados para o ponto otimizado (ensaios 9, 10 e 11) do planejamento experimental completo 23.
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Figura 15. Cinética da bioproducdo de carotenoides, biomassa da levedura Sporidiobolus
pararoseus e consumo de substrato e evolucio do pH para as condic¢des otimizadas (180 rpm, 25°C,

pH inicial 4,0, 15 g/L. de extrato de malte, 15 g/L. de peptona e 60 g/L de glicose).

De acordo com a Figura 15, a concentragdo maxima de carotenoides totais (852 pg/L) foi
obtida em 102 h do inicio da bioproducdo. Com aproximadamente 110 h a concentracdo de
carotenoides entra em declinio.

Semelhante a este trabalho, os resultados encontrados por Valduga et al. (2009b), a
concentracdo mixima de carotenoides (913pg/L) em meio sintético por S. salmonicolor CBS 2636
foi atingida aproximadamete 100 horas do inicio da bioproducdo. Ja no trabalho de Tatsch (2008),
em biorreator por S. salmonicolor a concentragdo maxima de carotenoides (3426,0 pg/L) foi obtida
em aproximadamente 90 h do inicio da biorreacdo, sendo que a partir de 60 h o aumento da

concentracdo de carotenoides é baixo.
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Com aproximadamente 60 horas de crescimento inicou-se a fase estaciondria de crescimento

celular.

O pH apresentou uma redugéo nas primeiras 12 h de bioprodugao, de 3,97 a 3,76. Apds este
periodo permaneceu praticamente constante até 36 h. A partir daf houve um decréscimo progressivo
de pH, sendo que ao final do processo (120 h) obteve-se o valor de 3,3. Valduga et al. (2009b) que
o pH do meio de bioprodugao por S. salmonicolor, em substratos convencionais (40 g/L de glicose,
10 g/ de extrato de malte e 14 g/l de extrato de peptona), apresentou apenas uma pequena

variagd@o no decorrer do processo fermentativo (120 horas), diminuindo de 4.0 para 3.7.

O pH € um dos pardmetros ambientais mais importantes que exercem influéncia no
crescimento celular e formacgéo de produto. Desta forma o pH inicial é objeto de estudo na producio
de carotendides. O efeito do pH na levedura Sporobolomyces ruberrimus foi avaliado por Razavi &
March (2006), apresentado um intenso efeito sobre o contetido de carotenoides e células. A
carotenogénese e o crescimento foram induzidos pela elevacido do pH (pH 3,5 a 6,0), sendo pH 6,0,
6timo para o crescimento celular e formacdo de pigmento. Porém, no presente estudo a méaxima

carotenogénese (860 pg/L) foi induzida em pH de 3,6.

O valor de pH do meio de cultivo ndo influenciou somente a atividade biossintética da
levedura Rhodotorula mucilaginosa em estudo realizado por Aksu & Eren (2005), mas também a
taxa de crescimento da cultura. Com a elevagdo do pH de 3,0 a 7,0 observou-se aumento nas taxas
de crescimento e producdo de carotenoides, com decréscimo em maiores valores de pH. Em outro
caso, a levedura Rhodotorula glutinis estudada por Tinoi et al. (2005) apresentou um pH 6timo para
o crescimento de 5,91, confirmando a preferéncia geral das leveduras por pH levemente acido.

Em estudo de Tatsch (2008), o pH inicial 6timo para o crescimento celular e concentragao de
carotenoides totais em biorreator por S. salmonicolor CBS 2636 variou de 4,0 a 5,0, enquanto que
para a producio especifica de carotendides os valores foram préximos a 3,0.

Maldonade et al. (2008) observaram que a médxima concentragdo de carotenoides totais
(1269 pg/L) por R. glutinis com pH inicial de 4,0; sendo que a variacdo do pH inicial de 3,0 a 4,5
exerceu pequena influéncia na producdo de carotendides. Entretanto, Shih & Hang (1996)
observaram que o pH inicial do meio de fermentagéo afetou significativamente (p<0,05) a producio
de carotendides totais por Rhodotorula rubra, onde na faixa de pH de 3,4 a 4,3, houve inibicdo de
crescimento celular e de produgdo de carotenoides. A méaxima concentracdo celular e de pigmentos
ocorreu em pH inicial 5,0.

O comportamento da levedura Sporidiobolus pararoseus foi fortemente associado ao
crescimento celular, onde a maxima concentragdo celular (2,7 g/L) correspondeu a mdaxima

producdo de carotenoides (852 pg/L). Comportamento semelhante foi verificado por Tinoi et al.
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(2005) onde a concentragdo de carotendides por Rhodotorula glutinis em meio agroindustrial foi
paralela ao crescimento celular. O crescimento da levedura Rhodotorula mucilaginosa (AKSU &
EREN, 2005) em meio com 15 g/L de glicose foi fortemente associado ao crescimento celular. Em
meio com 15 g/L da sacarose, a produgido de carotenoides foi quase que paralela ao crescimento
celular. No entanto em meio contendo 13,2 g/L. de lactose ndo foi observada nenhuma relagdo de
crescimento paralelo entre células e pigmentos. Em estudo de Razavi & March (2006), a producio
de carotenoides foi aproximadamente paralela ao crescimento celular da levedura Sporobolomyces
ruberrimus, onde a producdo mixima de pigmentos foi geralmente observada no final da fase
exponencial de crescimento. No entanto, FRENGOVA et al. (1995) verificaram que a producdo de
carotenoides por Rhodotorula glutinis co-cultivada com Lactobacillus helveticus, também foi
paralela ao crescimento celular. A méxima concentragdo de carotenoides ocorreu quando o
crescimento j4 havia cessado.

Na Figura 16 pode ser melhor observado o consumo de substrato (glicose) em meio sintético
em frascos agitados para o ponto otimizado (ensaios 9, 10 e 11) do planejamento experimental

completo 23.

Glicose (g/L)

33 e

Periodo (h)
Figura 16 - Cinética do consumo de glicose da cepa Sporidiobolus pararoseus nas condig¢des

otimizadas (180 rpm, 25°C, pH inicial 4,0, 15g/L. de extrato de malte, 15g/L de peptona e 60g/L de

glicose).
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O consumo de glicose (19,95 g/L) foi mais intenso nas primeiras 20 h e a partir deste
periodo observou-se um pequeno consumo até o final da bioprodugdo atingindo um consumo
maximo de 46 % durante 120 h. Em outros trabalhos foi relatado que a concentragédo de glicose foi
quase que completamente consumida durante a bioproducdo (FANG & WANG, 2002; LIU & WU,
2007).
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5. CONCLUSOES E SUGESTOES
5.1 Conclusoes

O planejamento completo de segunda ordem possibilitou a otimizagcdo da bioprodugdo de
carotenoides por Sporidiobolus pararoseus, obtendo-se um teor de maximo de carotenoides totais
de 856 ug/L. (228 ng/g) com concentragdo de glicose 60 g/L, extrato de malte 15 g/L, peptona
15 g/L, 180 rpm, e pH inicial 4,0 e temperatura de 25 °C.

A bioproducdo apresenta associagdo com o crescimento celular, sendo que a maxima

producido de carotenoides e célula € atingida em 102 h.

O consumo de glicose (19,95 g/L) foi mais intenso nas primeiras 20 h e a partir deste
periodo observou-se um pequeno consumo até o final da bioproducdo, atingindo um consumo

maximo de 46 %.
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5.2 Sugestoes para trabalhos futuros

1.0timizar a bioproducdo de carotenoides em meio sintético por Sporidiobolus
pararoseus em biorreator, sugerindo estudo de outras varidveis independentes tais como

velocidade de agitacdo e aeracdo com intuito de aumentar a concentracdo e reduzir custos
2. Avaliar os efeitos da luminosidade e agentes indutores da bioproducdo de carotenoides;

3. Estudar a bioprodug@o de carotenoides com a levedura Sporidiobolus pararoseus em

biorreator;

4. Identificar e caracterizar os carotenoides produzidos por Sporidiobolus pararoseus, por
cromatografia liquida (CLAE), com o objetivo de verificar o caminho biossintético da levedura
e confirmacfo da estrutura por técnica de ressonincia magnética (RMN), para utilizagdo como

padrao cromatografico;

5. Investigar a possibilidade de utilizagdo de outros substratos agroindustriais tais como,
extrato de bagaco de uva, melago de cana-de-agtcar, soro de leite, 4gua de maceracio de milho,

6leo de mamona, hidrolisado de levedura, e linhagens na bioproducgéo de carotendides;

6. Avaliar a potencialidade de agentes quimicos estimulantes da carotenogénese (dcido
mevalonico, difenilamina, 4cido acético, B-ionona e alguns aminodcidos) em frascos agitados e

posteriormente em biorreator;

7. Cultivar Sporidiobolus pararoseus em batelada alimentada e/ou cultivo continuo, e
avaliar a possibilidade de reciclo de células, a fim de aumentar o rendimento de carotenoides

totais;
8. Avaliagdo de parametros cinética e estequiométricos;
9. Modelagem matematica do processo otimizado;

10. Encapsular carotenoides utilizando tecnologias Supercritica e/ou Spray Drier,
utilizando diferentes materiais encapsulantes (maltodextrina, goma ardbica, capsul, etc),
avaliando a distribuicdo de tamanho de particulas, estabilidade dos pigmentos e aplicacdes

industriais.
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APENDICE

Tabela 8: Cinética da bioproducdo de carotendides, biomassa da levedura Sporidiobolus

pararoseus, consumo de substrato e evolugdo do pH para as condicdes otimizadas.

Periodo Glicose pH Carotendides Biomassa
(h) (/L) totais (ng/L) (/L)
0 59,84 3,97 23,8 0,48
6 43,64 3,91 33,04 0,53
12 42,27 3,76 63,26 0,58
20 39,89 3,74 112,42 0,87
24 37,99 3,75 227,66 1,18
30 37,40 3,75 366,68 1,44
36 37,11 3,71 503,14 1,72
44 36,25 3,63 - -
48 36,08 3,53 - -
54 - - 580,5 1,70
60 36,05 3,45 - -
68 35,64 3,58 581,51 1,93
72 35,62 3,47 600,92 1,93
78 - - 637,81 1,89
84 35,11 3,42 657,6 1,92
92 34,21 3,51 691,78 1,94
96 34,18 3,35 726,23 2,14
102 34,15 3,45 852,35 -
108 33,19 3,38 619,72 1,81
120 32,42 3,3 524,63 1,58
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