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Resumo da Dissertação apresentada ao Programa de Pós Graduação em Engenharia de 

Alimentos como parte dos requisitos necessários para a obtenção do Grau de Mestre em 

Engenharia de Alimentos. 

 

PRODUÇÃO DE CAROTENOIDES POR Sporidiobolus salmonicolor CBS 2636 EM 

BIORREATOR EM BATELADA ALIMENTADA  

 

Rosicler Colet 

Março/2012 

Orientadores: Eunice Valduga 

Marco Di Luccio 

 

Os carotenoides são corantes naturais que podem ser sintetizados por plantas, algas e micro-

organismos. Estes são pigmentos de grande utilização industrial e têm despertado interesse 

devido à preocupação com o uso de aditivos químicos nos alimentos. Objetivou-se estudar a 

capacidade de produção de carotenoides pela levedura Sporidiobolus salmonicolor CBS 2636 

em batelada alimentada, empregando substratos à base de resíduos agroindustriais (glicerol, 

glicerol bruto, água de maceração de milho e de parboilização de arroz). A bioprodução foi 

realizada em biorreator Biostat com 1 L de volume útil, sem iluminação, 1,5 vvm, 180 rpm, 

25 
o
C e pH inicial 4,0, por um período de 96 h variando-se a taxa de alimentação (37,5; 75; 

112,5 e 150 mL a cada 12 h) após 24 h de bioprodução, com meio à base de glicerol (bruto e 

glicerina bidestilada 85%), peptona e extrato de malte. A recuperação dos carotenoides foi 

realizada inicialmente empregando nitrogênio líquido combinado com dimetilsulfóxido 

(DMSO) para ruptura celular e para extração uma mistura de acetona/metanol (7:3, v/v). A 

concentração máxima de carotenoides totais obtida no biorreator foi de 4400 μg/L em 96 h de 

bioprodução nas condições: 25 °C, pH inicial 4,0, 180 rpm, taxa de aeração de 1,5 vvm, 80 

g/L de glicerol, 15 g/L de peptona e 5 g/L de extrato de malte e uma alimentação de 112,5 mL 
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a cada 12 h. A utilização de glicerol bruto apresentou concentração máxima de carotenoides 

de 3009 µg/L, valor este interessante devido a grande quantidade de glicerol bruto residual da 

produção de biodisel. Considerando que a produção de carotenoides esta possivelmente 

associada ao crescimento celular na fase exponencial, tem-se como a produção específica de 

carotenoides (YP/X) o valor de 859,1 μg de carotenoides/g de células, sendo a velocidade 

específica máxima de crescimento (μmax) para S. salmonicolor em biorreator de 0,05 h
-1

. A 

maior produtividade em células obtida durante a pesquisa, sendo este valor obtido no ensaio 2 

foi de 0,085 g/L.h. 
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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. 

 

PRODUSCTION OF CAROTENOIDS BY Sporidiobolus salmonicolor CBS 2636 IN 

BIOREACTOR IN FED BATCH 

 

Rosicler Colet 

Março/2012 

 

Advisors: Eunice Valduga 

     Marco Di Luccio 

 

Carotenoids are natural colorants that can be synthesized by plants, algae and micro-

organisms. These pigments are of great industrial use and have attracted interest due to 

concern about the use of chemical additives in foods. The objective was to study the capacity 

of carotenoids by the yeast Sporidiobolus salmonicolor CBS 2636 in fed batch, using 

substrates of agro-industrial residues (glycerol, crude glycerol, corn steep liquor and parboiled 

rice). The bioproduction Biostat was performed in a bioreactor with 1 L working volume 

without lighting, 1.5 vvm, 180 rpm, 25 °C and an initial pH 4.0, for a period of 96 h by 

varying the feed rate (37.5, 75, 112.5 and 150 mL each 12 h) after 24 h of bioproduction with 

glycerol-based media (crude and distilled glycerin 85%), peptone and malt extract, 1.5 vvm, 

180 rpm, 25 ° C and initial pH 4.0. The recovery of carotenoids was carried out using liquid 

nitrogen combined in dimethylsulfoxide (DMSO) to rupture cellular and extraction with 

acetone/methanol (7:3, v/v). The maximum concentration of total carotenoids in the 

bioreactor was obtained 4.400 µg/L at 96 h bioproduction conditions: 25 ° C, initial pH 4.0, 

180 rpm, aeration rate 1.5 vvm, 80 g/L glycerol, 15 g/L peptone, and 5 g/L malt extract and a 
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supply of 112.5 mL each 12 h. The use of crude glycerol had a maximum concentration of 

carotenoids of 3009 µg/L, a value interesting because of the large amount of residual crude 

glycerol production of biodiesel. Whereas the production of carotenoids is possibly associated 

with cell growth during the exponential phase. Specific production of carotenoids (YP/X) was 

859.1 mg of carotenoids/g cells, the maximum specific growth (μmax) for S. salmonicolor 

bioreactor of 0.05 h
-1

 . The highest yield incells obtained during the search, and this value was 

obtained in test 2 was 0.085 g/Lh. 
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1. INTRODUÇÃO 

Os carotenoides formam um dos mais importantes grupos de pigmentos naturais 

devido à sua ampla distribuição, a diversidade de suas estruturas e funções. Os carotenoides 

são uma família de mais de 700 pigmentos naturais (aproximadamente 600 carotenoides 

caracterizados), solúveis em gordura e sintetizados por micro-organismos carotenogenicos, 

plantas superiores e liquens (TAO et al., 2007). O grande interesse na exploração destes 

pigmentos ocorreu devido à variabilidade de aplicação dos mesmos, pois além da utilização 

como corante nas indústrias alimentícias e de ração animal, estes compostos possuem 

propriedades antioxidantes, o que torna possível o emprego dos carotenoides em tratamentos 

de prevenção ao câncer, às doenças do coração e a degeneração macular (BRITTON, 1995; 

KRINSKY e JOHNSON, 2005). 

 Comercialmente, os carotenoides são usados como corantes alimentícios e em 

suplementos nutricionais, o valor de mercado atual é estimado em cerca de 1,2 bilhões de 

dólares em 2010, com uma chance de crescer para 1,4 bilhões de dólares em 2018 com uma 

taxa composta de crescimento anual de 2.3. Dentre estes os que mais se destacam são o 

mercado de beta-caroteno, estimado em cerca de 250 milhões de dólares em 2007, aumentou 

para apenas 261 milhões de dólares em 2010. Este mercado deve crescer para 334 milhões de 

dólares até 2018 em uma taxa composta de crescimento anual de 3.1, e o da luteína cerca de 

233 milhões de dólares em 2010 e deverá chegar a 309 milhões de dólares até 2018, com uma 

taxa composta de crescimento anual de 3.6 (REPORTSNREPORTS, 2012).  

No Brasil, a indústria de alimentos representa cerca de 4 % do PIB e 30 % do total das 

exportações. O setor conta com mais de 38 mil empresas, 750 mil empregos diretos e 

faturamento anual de R$ 58,1 bilhões, onde os Estados Unidos representam 30 %, a Europa 

30 %, o Japão e a Ásia 30 % e o resto do mundo 10% deste mercado mundial (MAIMOM, 

2000). A produção comercial de carotenoides a partir de micro-organismos concorre 
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principalmente com a produção sintética por procedimentos químicos. Os carotenoides 

utilizados industrialmente são obtidos por via química ou extração de plantas e/ou algas. 

Entretanto, devido à preocupação com o uso de aditivos químicos em alimentos, houve um 

crescente interesse nos carotenoides obtidos naturalmente por processos biotecnológicos. 

Embora os corantes sejam considerados essenciais à indústria de alimentos, podendo 

ser obtidos através de fontes naturais, este campo ainda não é bem explorado, em particular os 

produzidos por micro-organismos. Os países em desenvolvimento podem investir neste 

campo de conhecimento, buscando competir neste mercado, principalmente o Brasil, devido à 

sua imensa biodiversidade. Compostos obtidos naturalmente por processos biotecnológicos 

poderão reduzir a preocupação com a utilização de aditivos químicos em alimentos. Neste 

contexto, muitos micro-organismos já estão sendo estudados como potenciais para 

bioprodução. Além disso, ressalta-se a possibilidade neste caso da produção de carotenoides 

por processos biotecnológicos, utilizando produtos agrícolas de baixo custo e resíduos como 

soro de queijo (FRENGOVA et al., 1994; AKSU e EREN, 2005, VALDUGA et al, 2009e), 

mosto de uva (BUZZINI e MARTINI, 1999), derivados do processamento da cana-de-açúcar 

(FONTANA et al., 1996; VALDUGA et al, 2008), do processamento de milho (LOSS, 2009; 

VALDUGA et al, 2008 ); e da produção de biodiesel (RIBEIRO, 2011; SAENGE et al., 2011) 

como forma de reduzir os custos de produção e a emissão destes subprodutos industriais e 

agroindustriais no meio ambiente, considerando que estes são ricos em açúcares e matéria 

orgânica. No contexto nacional, o Brasil é rico em subprodutos desta natureza assim 

possibilitando vários estudos nesta área (RIBEIRO, 2011). 

Os processos em batelada alimentada são reportados como eficientes e versáteis na 

grande maioria dos processos fermentativos, inclusive para a produção de carotenoides. Em 

tais processos, especialmente os que apresentam altas densidades celulares, a produtividade é 

alta devido ao grande número de células viáveis no meio em fermentação. O sistema em 
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batelada alimentada permite o controle da concentração de substrato, podendo assim 

minimizar os efeitos de inibição pelo substrato, considerando a possiblidade de sua adição em 

momentos indicados como propícios durante a fermentação (MACNEIL e HARVEY, 1990a). 

Na literatura, raros são os estudos empregando batelada alimentada para a produção de 

carotenoides, são relatados a produção de astaxantina por Phaffia rhodozyma (RAMÍREZ et 

al.; 2006) e por Xanthophyllomyces dendrorhou (LIU e WU, 2007). 

Dentro deste contexto, o objetivo foi estudar a capacidade de produção de 

carotenoides pela levedura Sporidiobolus salmonicolor CBS 2636 em batelada alimentada 

com diferentes volumes de alimentação, avaliar a bioprodução de carotenoides empregando 

glicerol comercial e bruto (subproduto da produção de biodisel), água de maceração de milho, 

água de parboilização de arroz e ácido mevalônico e a obtenção de parâmetros cinéticos e 

estequiométricos de crescimento e da bioprodução de carotenoides em batelada alimentada no 

biorreator. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



19 

 

2. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

Neste capítulo será apresentada uma revisão bibliográfica sobre os carotenoides, 

incluindo os aspectos gerais da biossíntese, classificação, condições que controlam a 

bioprodução, utilização de subprodutos e aplicações do modo de cultivo em batelada 

alimentada na bioprodução deste composto.  

 

2.1 Pigmentos naturais 

 

Os pigmentos naturais são grupos de substâncias com estruturas, propriedades 

químicas e físicas diferentes. São compostos instáveis, participam de diferentes reações e, em 

função disto, a alteração de cor de um alimento é um indicador das alterações químicas e 

bioquímicas possíveis de ocorrer durante o processamento e estocagem. Devido à 

instabilidade de alguns pigmentos às condições de processo, algumas vezes faz-se necessário 

adicionar corantes ao alimento procurando reconstituir suas características naturais (RIBEIRO 

e SERAVALLI, 2004).  

O conhecimento da estrutura e das propriedades dos pigmentos naturais é essencial 

para o dimensionamento adequado de um processo, de forma a preservar a cor natural do 

alimento e evitar mudanças indesejáveis de cor, e é muito importante, também, para o 

desenvolvimento e aplicações de corantes (RIBEIRO e SERAVALLI, 2004).  

A utilização de corantes naturais, como pigmentos alimentares, depende 

principalmente da sua extração econômica a partir de fontes naturais. Durante a extração, os 

corantes são passíveis de sofrer oxidação, isomerização, foto-oxidação ou formação de 

complexos metálicos. Ainda, a sua forma concentrada não pode sofrer precipitação ou 

polimerização. Os métodos para estabilização dos pigmentos incluem o uso alternativo de 
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aditivos como o ácido ascórbico, íons metálicos e vários ácidos orgânicos, ou então o 

encapsulamento dos pigmentos ou adsorção em gelatinas, alginatos ou silicilatos 

(GUNNARD, WASILESKI e ALAN, 1994). 

Os corantes naturais, obtidos através de diversos processos, além de possuírem o 

rótulo de “naturais”, apresentam outras vantagens, como (LIN e DEMAIN, 1995; BLANC, 

1998; HAJJAJ, BLANC, GOMA et al., 1998; KILIKIAN, 2002; KIM, J.H. e HYUCK, 2002): 

a) encontrados em vegetais, frutas, raízes e sementes. Estima-se que somente 0,5% das 

plantas terrestres são exploradas quanto aos seus corantes. Portanto, a exploração de 

pigmentos naturais pode crescer muito, embora novas moléculas devam passar por todas as 

etapas do Food and Drug Adminstration (FDA) antes do uso regular, demandando elevados 

investimentos; 

b) na formulação do pigmento natural industrializado, são utilizadas moléculas que 

conferem maior solubilidade, estabilidade, poder de emulsificação e espessantes. Estas 

moléculas mantêm as propriedades terapêuticas dos corantes e sua estabilidade é 

relativamente alta com respeito ao pH e temperatura.   

Como principais desvantagens para obtenção dos corantes naturais, citam-se 

(KILIKIAN, 2002):  

- baixa solubilidade em água.  

-  podem facilmente reagir com compostos aminados do meio de cultura e formar 

complexos solúveis em água;  

- formação conjunta de metabólitos indesejáveis (por exemplo, citrinina), 

acarretando longos e caros testes de segurança, realizados antes do emprego destes 

produtos como aditivos alimentares; 
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- a maior parte dos pigmentos formados por via biotecnológica são intracelulares, 

aumentando com isso, os gastos com processos de extração e purificação dos 

corantes obtidos ou produzidos.  

 

2.2 Legislação nacional e internacional para corantes 

 

O Sistema Internacional de Numeração de Aditivos Alimentares, conforme apresenta a 

Tabela 1, foi elaborado pelo Comitê do Codex sobre Aditivos Alimentares e Contaminantes 

de Alimentos para estabelecer um Sistema Numérico Internacional (INS) de identificação dos 

aditivos alimentares nas listas de ingredientes como alternativa à declaração do nome 

específico do aditivo (CI name), baseado no número de identificação (CI). Contudo o 

International Numbering System (INS) não supõe uma aprovação toxicológica da substância 

pelo Codex (ANVISA, 2003).   

Tabela 1 – Pigmentos naturais aprovados para uso no Brasil. (ANVISA, 2001). 

INS* CI** CI name*** Corante 

100 75300 Natural Yellow 3 Cúrcuma/curcumina 

101 i - - Riboflavina 

101 ii - - Riboflavina 5’fosfato de sódio 

120 75470 Natural Red 4 Carmim, ácido carmínico, cochonilha, 
sais de Na, K, NH4, Ca 

140 i 75810 Natural Green 3 Clorofila 

140 ii 75810 Natural Green 3 Clorofilina 

141 i 75815 Natural Green 3 Clorofila cúprica 

141 ii 75815 Natural Green 3 Clorofila cúprica, sais de Na e K 

153 - - Carvão vegetal 

160 a (ii) 75130 Food Orange 5 Carotenos: extratos naturais (alfa, beta, 
gama) 

160b 75120 Natural Orange 4 Urucum, bixina, morbixina, annato, sais 

de Na e K 

160c - - Páprica, capsorubina, capsantina 

160d 75125 Natural Yellow 27 Licopeno 

160e 40820 Food Orange 6 Beta-apo-8’-carotenal 

160f 40825 Food Orange 7 Éster metílico ou etílico do ácido Beta-
apo-8’-carotenal 

161b - - Luteína 

161g 40850 Food Orange 8 Cataxantina 

162 - - Vermelho de beterraba, betanina 

163 i - - Antocianinas (frutas e hortaliças) 
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INS* - Sistema Numérico Internacional 

CI** - Número de Identificação 

CI name*** - Nome específico do aditivo 

 

Os corantes e lacas (um pigmento que vai colorindo mediante sua dispersão ao meio) 

permitidos pela legislação brasileira para uso em alimentos estão divididos nos seguintes 

grupos (ANGELUCCI, 1989): 

C.I – Corante Orgânico Natural: é aquele obtido a partir de um vegetal ou, eventualmente, de 

um animal, cujo princípio tenha sido isolado com o emprego de processos tecnológicos 

adequados;  

C.II – Corante Orgânico Sintético – é aquele obtido por síntese orgânica, mediante o emprego 

de processos tecnológicos adequados, e não encontrado em produtos naturais;  

C.III – Corante Orgânico Sintético Idêntico ao Natural: é o corante elaborado sinteticamente, 

cuja estrutura química é semelhante a do princípio isolado do corante orgânico natural;  

C.IV – Corante Inorgânico: é aquele obtido a partir de substâncias minerais e submetido a 

processos de elaboração e purificação adequados a seu emprego em alimentos;  

C.V – Corante Caramelo: é aquele obtido pelo aquecimento controlado do açúcar invertido ou 

de outros carboidratos na presença de compostos de amônia e de sulfitos.  

Os rótulos dos corantes fabricados no mercado brasileiro devem apresentar o nome 

comercial reconhecido e o tipo de alimento no qual pode ser aplicado. É permitida apenas a 

mistura de três corantes (ANVISA, 2001). 

  

2.3 Estrutura, Classificação e Nomenclatura dos Carotenoides 

 
A estrutura básica dos carotenoides é composta por oito unidades isoprenoides unidas 

de maneira que a molécula formada apresente simetria invertida no centro, de forma que os 

163 ii - - Extratos de casa de uva 
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dois grupos metílicos centrais ocupem as posições 1,6 e os outros grupos metílicos restantes 

permaneçam presentes nas posições 1,5 (ISLER, 1971; PFANDER, 1992; RODRIGUES-

AMAYA, 1999).  

A maioria das estruturas são lineares, simétricas e, de maneira geral, são derivadas de 

uma cadeia acíclica C40H56, a qual contém duplas ligações distribuídas ao longo da sua 

extensão, como apresentado na Figura 1 (ISLER, 1971; PFANDER, 1992).   

 

Figura 1 - Estrutura básica de um carotenoide acíclico. 

 

Suas maiores funções bioquímicas são determinadas pelo sistema prolongado de 

ligações duplas conjugadas que é também responsável pela sua cor (BRITTON, 1995). Os 

carotenoides selecionados são componentes dos cloroplastos e possuem um papel importante 

na proteção das plantas aos danos fotooxidativos. A cor amarela, alaranjada e vermelha de 

muitas frutas e flores são causadas por cromoplastos de contenção geralmente desprovidos de 

clorofila (DEMMIG-ADAMS e ADAMS, 2002).  

De acordo com GOODWIN (1993), as estruturas conhecidas dos carotenoides são 

variações das cadeias do licopeno, γ-caroteno e do β-caroteno. A origem das diferentes 

estruturas ocorre devido às modificações nestes esqueletos carbônicos por reações de 

hidrogenação, desidrogenação, ciclização, oxidação, isomerização, migração da dupla ligação, 

encurtamento ou extensão da cadeia, rearranjo, introdução de funções oxigenadas e/ou a 

combinação destas, contanto que os grupos metílicos centrais sejam mantidos (RODRIGUES- 

AMAYA, 1999). Os carotenoides podem ser acíclicos (licopeno), monocíclicos (γ-caroteno) 

ou bicíclicos (β-caroteno). Estes anéis podem aparecer presentes em um ou em ambos os 

extremos da molécula (RODRIGUES-AMAYA, 1997).  
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 A classificação dos carotenoides é feita de acordo com as características da estrutura 

molecular, o que resulta na formação de dois grandes grupos: os carotenos e as xantofilas. Os 

carotenos são hidrocarbonetos, cujas moléculas são formadas apenas por átomos de carbono e 

hidrogênio. As xantofilas são derivados oxigenados, sendo as funções hidróxi (OH), carbóxi 

(CO2H), carbometóxi (CO2Me), metóxi (OMe), aldeído (CHO), ceto (C=O) e epóxi (5,6-ou 

5,8-epóxidos) as mais frequentemente encontradas. A Figura 2 apresenta a estrutura dos 

principais carotenoides (PFANDER, 1992; ARMSTRONG e HEARST, 1996). 
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Figura 2 - Estrutura química dos principais carotenoides. 
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O caminho biossintético tem sido constantemente revisado e de acordo com SILVA 

(2004), pode ser dividido em 5 etapas: estágios iniciais, formação de fitoeno, desaturação, 

ciclização e formação de xantofilas, como descrito na Figura 3. 

 
Figura 3 - Sumário dos principais estágios da biossíntese de carotenoides. 

 

As reações iniciais são comuns para a biossíntese de todas as classes de terpenoides e 

resultam na formação de um composto de vinte carbonos, o geranilgeranil difosfato (GGPP) 

como descrito na Figura 4 (SILVA, 2004). 

Inicialmente o ácido mevalônico é convertido em isopentil difosfato que sofre 

isomerização para formar o dimetilail difosfato, que é a base para o enlongamento da cadeia. 

Sucessivas adições de moléculas de isopentil difosfato levam a formação do geranil difosfato 

(dez carbonos), farnesil difosfato (quinze carbonos) e geranilgeranil difosfato (vinte carbonos) 

(SILVA, 2004). 
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Figura 4 - Estágios iniciais da biossíntese de carotenoides. 

 

A reação chave para a carotenogênese é a dimerização de duas moléculas de 

geranilgeranildifosfato para formar o fitoeno, que é o primeiro carotenoide com quarenta 

carbonos. Segue-se uma série de desaturações a partir do fitoeno para formar fitoflueno, 

zetacaroteno, neurosporeno e, finalmente, licopeno (Figura 5). 
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Figura 5 - Estágios intermediários da biossíntese de carotenoides (SILVA, 2004). 

 

A ciclização pode acontecer a partir de neurosporeno ou de licopeno (Figura 6). O 

neurosporeno sofre ciclização em uma das extremidades, formando o anel β de β-zeacaroteno 

ou o anel ε de α-zeacaroteno. Estes dois carotenoides são transformados em γ-caroteno e δ-

caroteno, respectivamente, pela introdução de uma dupla ligação, estendendo o sistema de 

duplas ligações conjugadas. O licopeno pode ser também ciclizado em uma das extremidades, 

gerando γ-caroteno ou δ-caroteno. Estes carotenos monocíclicos sofrem ciclização na outra 

extremidade, resultando em β-caroteno e α-caroteno (bicíclicos), respectivamente (SILVA, 

2004). 
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 Figura 6 - Formação de carotenoides cíclicos. 

 

Nos passos finais da biossíntese ocorre a introdução de substituintes como hidroxila, 

gerando as xantofilas (Figuras 7 e 8). Zeinoxantina, α-criptoxantina (monohidroxiladas) e 

luteína (dihidroxilada) são formadas por hidroxilação de α-caroteno. β-criptoxantina e 

zeaxantina são derivados hidroxilados de β-caroteno enquanto que a violaxantina é formada 

pela epoxidação da zeaxantina (SILVA, 2004). 
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Figura 7 - Formação de xantofilas a partir de α-caroteno. 

 



31 

 

 
Figura 8 - Formação de xantofilas a partir de β-caroteno. 

 

2.4 Propriedades Físico-Químicas dos Carotenoides 

 

Dentre as principais propriedades físico-químicas dos carotenoides destacam-se a 

capacidade de desativação do oxigênio singlete e de bloquear radicais livres, a 

hidrofobicidade, a facilidade de isomerização, oxidação e a absorção da luz (RODRIGUES-

AMAYA, 1997).  

Os carotenos são apolares e as xantofilas são mais polares, mas ainda insolúveis em 

água (BRITTON, 1985). Por isso, os carotenos são solúveis em solventes apolares como éter 

de petróleo, hexano, tolueno, enquanto as xantofilas são mais bem solubilizadas em solventes 

polares como o metanol e etanol (RODRIGUES-AMAYA, 1999). A maioria destes 
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compostos é instável e sensível à luz, oxigênio, ácidos e temperaturas elevadas (PFANDER, 

1992). 

Devido à alta taxa de insaturação, fatores tais como calor, luz e ácidos ocasionam 

isomerização dos carotenoides trans, que é a forma mais estável na natureza, para a forma cis, 

promovendo ligeira perda de cor e atividade pró-vitamínica. Os carotenoides são também 

susceptíveis às oxidações enzimáticas ou não enzimáticas, que dependem da estrutura do 

carotenoide, disponibilidade de oxigênio, presença de enzimas, metais, pró-oxidantes e 

antioxidantes, alta temperatura e exposição à luz (JOHNSON e SCHROEDER, 1995).  

As cores destes pigmentos vão desde o amarelo, passando pelo laranja, até o vermelho 

mais intenso, resultados da multiplicidade das duplas ligações conjugadas presentes na sua 

estrutura.  O sistema de duplas ligações conjugadas que compõe a cadeia é denominado 

cromóforo e é responsável pela capacidade dos carotenoides de absorver luz na região visível 

(400 e 500 nm) (ARMSTRONG e HEARST, 1996). É necessário que este sistema seja 

composto de pelo menos 7 duplas ligações conjugadas para que o carotenoide apresente 

coloração. O fitoflueno, com apenas 5 duplas ligações, é incolor enquanto o ζ-caroteno com 7 

ligações é amarelo. Já o β-caroteno e o γ-caroteno, apesar de possuírem o mesmo número de 

duplas ligações conjugadas, apresentam colorações diferentes devido ao fato do primeiro 

possuir dois anéis  β-ionona e o segundo apenas um. Portanto, a coloração e a sua intensidade 

dependerão do tipo de carotenoide presente, da sua concentração e do seu estado físico 

(GROSS, 1991; RODRIGUES-AMAYA, 1997). 

 

2.5 Funções e Aplicações de Carotenoides 

 

Os carotenoides mais pesquisados por seu envolvimento na saúde humana são o β-

caroteno (β, β-caroteno), α-caroteno (β, ε-caroteno), β-criptoxantina (β,β-caroten-3-ol), 
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licopeno (ψ, ψ-caroteno), luteína (β,ε-caroteno-3-3’-diol) e zeaxantina (β, β-caroteno-3-3’-

diol) (RODRIGUEZ-AMAYA et al., 2008). 

A principal e mais antiga função conhecida dos carotenoides é a atividade pro-

vitamínica A, mas esta propriedade não é característica de todos os carotenoides, pois para 

que o pigmento apresente esta função, a sua estrutura molecular deve ser composta, no 

mínimo, por uma cadeia poliênica de 11 carbonos contendo um anel β-ionona. Assim, dentre 

os mais de 600 carotenoides conhecidos, somente 50 deles são precursores da vitamina A, 

como o β-caroteno, o γ-caroteno, o α-caroteno, a β-criptoxantina e a α-criptoxantina 

(BAUERNFEIND et al., 1981; RODRIGUES-AMAYA, 1997). O β-caroteno é o mais 

importante precursor da vitamina A, pois possui na sua estrutura molecular dois anéis β-

ionona que originarão duas moléculas de vitamina A durante a etapa de conversão no 

organismo (BAUERNFEIND et al., 1981). 

De acordo com TAPIERO et al. (2004) a inclusão de antioxidantes na dieta pode 

prevenir o surgimento de doenças cardiovasculares e câncer, pois estes compostos são 

capazes de interagir com espécies reativas de oxigênio que se originam no organismo 

desativando-as evitando assim o stress oxidativo. 

A proteção antioxidante é fornecida pelos carotenoides acíclicos, que possuem nove 

ou mais duplas ligações conjugadas. Por serem apolares, os carotenoides ficam imersos nas 

membranas sequestrando radicais gerados neste ambiente (TRUSCOTT, 1996), ao 

combaterem as espécies reativas de oxigênio, podem interagir de três maneiras diferentes: 

transferência de elétrons; remoção de íons de hidrogênio ou adição de espécies radicalares, 

As indústrias de alimentos empregam estes pigmentos na reposição da cor dos 

produtos perdida durante o processamento industrial e estocagem, na coloração de alimentos 

incolores e na uniformização da cor, já que o impacto visual causado pela cor é muito 

importante para a comercialização de alimentos. A coloração dos alimentos pode ser perdida 
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durante o processamento e armazenamento devido ao fato de que durante estas etapas os 

alimentos permanecem em contato com o oxigênio do ar e/ou sofrem aquecimento resultando 

na oxidação e na mudança estrutural das cadeias dos carotenoides. Os carotenoides também 

contribuem com a coloração da pele, casca e esqueleto dos animais aquáticos.  A astaxantina 

é o carotenoide mais usado como aditivo em ração para conferir coloração a algumas espécies 

de peixes (SHAHIDI, 1998). 

O uso de carotenoides naturais como corantes alimentícios apresentam vantagens 

porque são de origem natural, são estáveis na faixa de pH da maioria dos alimentos, não são 

corrosivos e nem são afetados por substâncias redutoras (SHAHIDI, 1998).  

De acordo com UENOJO et al., (2007) os carotenoides possuem um efeito destacável 

na resposta imune e na comunicação intracelular e apresentam efeitos benéficos contra 

doenças relacionadas ao envelhecimento. Além disso, há indícios de que os carotenoides em 

associação com outros componentes de frutas e vegetais apresentam efeito protetor contra 

algumas doenças crônicas. Por exemplo, o efeito sinergístico entre β-caroteno e vitaminas C e 

E foi observado na proteção celular, provavelmente decorrente da capacidade do β-caroteno 

em destruir os radicais livres e reparar os radicais de tocoferol produzidos pela ação do α-

tocoferol.  

O licopeno, caroteno presente em produtos de tomate, previne a oxidação da 

lipoproteína de baixa densidade (Low Density Protein - LDL) e reduz o risco do 

desenvolvimento de aterosclerose e doenças coronárias, além disso, outras pesquisas sugerem 

que este carotenoide pode reduzir o câncer de próstata, pulmão, pele e bexiga (LIMA et al., 

2003). 

Os pigmentos produzidos por métodos biológicos têm surgido como um crescente 

segmento do mercado industrial. Eles são aplicados em alimentos, como suplemento 

nutricional, e em indústrias cosmética e farmacêutica. Desde o início dos anos 80, várias 
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companhias biotecnológicas têm desenvolvido métodos para produzir pigmentos em culturas 

bacterianas, de algas e fungos. Os biopigmentos normalmente entram em mercados existentes 

para pigmentos obtidos por síntese química. Para permanência no mercado, os materiais 

produzidos biologicamente devem oferecer vantagens em seu emprego, custo e/ou 

conformidade com as normas. As três principais categorias emergentes de biopigmentos deste 

mercado são os carotenoides, xantofilas e melanina (MARKET FORECAST, 1992). 

 

2.6 Produção de Carotenoides por Via Microbiana 

 

A ocorrência de carotenoides em micro-organismos foi relatada pela primeira vez, há 

mais de 100 anos, quando foram isolados os pigmentos de bactérias não-fotossintéticas e de 

fungos (NELIS e DE LEENHEER, 1989). A partir de então, várias espécies de algas, fungos, 

leveduras e bactérias foram isoladas e identificadas como produtoras de carotenoides, sendo 

relatadas na Tabela 2 as espécies mais comumente encontradas e apresentadas na literatura. 

Dentre todos os micro-organismos citados, somente as microalgas Dunaliella salina 

(BOROWITZKA e BOROWITZKA, 1989) e Haematococcus pluvialis (DOMÍNGUEZ-

BOCANEGRA, 2004), os fungos Blakeslea trispora e Phycomyces blakesleeanus (CERDÁ-

OLMEDO, 1989) e a levedura Phaffia rhopdozyma (FLORÊNCIO et al., 1998) produzem 

altos níveis de carotenoides e, por isso, são utilizados em escala industrial ou demonstram ser 

candidatos potenciais para tal fim. 

A produção de carotenoides por micro-organismos, através dos processos 

fermentativos, apresenta algumas vantagens:  os pigmentos sintetizados são considerados 

naturais, alguns micro-organismos são capazes de se desenvolver em substratos de baixo 

custo, é necessário pequeno espaço para a etapa de síntese, esta não se encontra sujeita a 

alterações climáticas e, para completar, as condições de cultivo podem ser manipuladas de 
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forma a estimular a produção de um carotenoide específico. Desta forma vários estudos estão 

direcionados a encontrar alternativas que possam induzir a síntese de carotenoides e/ou 

aumentar a eficiência destes sistemas biológicos de forma que eles sejam comercialmente 

viáveis (AUSICH, 1997; BHOSALE, 2004). 

Na Tabela 2 estão apresentados os micro-organismos tecnologicamente interessantes 

com potencial para serem empregados na bioprodução dos principais carotenoides. 

   Tabela 2 - Micro-organismos empregados na bioprodução de carotenoides. 

Espécies Carotenoides produzidos Referências 

Cianobactérias 

Synechococcus sp. 

 

β –Caroteno, β –

Criptoxantina, Zeaxantina, 

Mixoxantofila 

ZHU et al. (2010). 

 Algas  

Chlamydomonas 

acidophila 

 

β –Caroteno, Luteína, 

Zeaxantina, Violaxantina 

CUARESMA et al. (2009) 

 

Chlamydomonas 

reinhardii 

Anteraxantina, β-Caroteno, 

Clorofila, Neoxantina, 

Violaxantina, Zeaxantina 

CORDERO et al. (2011) 

Chlorella zofingiensis Astaxantina, Luteína CORDERO et al. (2011) 

 

Chlorella pyrenoidosa Violaxantina GUEDES e AMARO, (2011) 

Chlorella vulgaris Violaxantina CHA et al. (2010); GUEDES 

e AMARO (2011) 

Dunaliela bardawill 

 

Luteína, Zeaxantina TAKAICHI (2011). 

Dunaliella sp. Astaxantina, β-Caroteno 

 

TAKAICHI (2011) 

Dunaliella salina β-Caroteno PANIAGUA-MICHEL et al. 

(2009) 

Dunaliella parva Anteraxantina, β-Caroteno, TAKAICHI (2011) 
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Continuação da Tabela 2 

 Neoxantina, Violaxantina,  

Zeaxantina 

 

TAKAICHI (2011) 

 

Dunaliella tertiolecta 

DCCBC26 

β –Caroteno (trans e 9-cis) FAZELI et al. (2006) 

Haematococcus sp. Astaxantina, β-Caroteno. VILA et al. (2008) 

Haematococcus pluvialis 

NIES-144 

Astaxantina YUAN et al. (2011) 

Haematococcus pluvialis Astaxantina YUAN et al. (2011); 

BHOSALE e BERNSTEIN 

(2005) ; MONTERO et al., 

(2005) ; DOMÍNGUEZ-

BOCANEGRA et al., (2007) 

Phaeodactylum 

tricornutum 

Fucoxantina RYCKEBOSCH (2011) 

Bactérias 

   

Brevibacterium linens β-Criptoxantina KIM et al. (2010); 

BHOSALE e BERNSTEIN 

(2005) 

Chlorofleux aurantiacus Γ-Caroteno, Hidroxi-γ-

Caroteno 

BALDERMANN et al. 

(2010) 

Ervinia sp. β –Caroteno, Licopeno, 

Zeaxantina 

FUGISAWA et al. (2009); 

MISAWA e SHIMADA 

(1998) 

Escherichia coli Licopeno LU et al. (2011) 

Halobacillus halophilus Carotenoides OSAWA et al. (2010); 

KOCHER et al. (2009) 

Halomonas elongata β-Caroteno RODRÍGUEZ-SAÍZ et al. 

(2007) 

Flavobacteriaceae sp. Saproxantina, Mixol, 

Zeaxantina. 

SHINDO et al. (2007) 

Flavobacterium sp. β –Caroteno, Xantofila. SHINDO et al. (2007) 
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Continuação da Tabela 2 

Flavobacterium 

multivorum 

Zeaxantina BHOSALE e BERNSTEIN 

(2005) 

Mycobacterium lacticola 

 

Paracoccus sp. 

Astaxantina 

 

Astaxantina 

BHOSALE e BERNSTEIN 

(2005) 

FUGISAWA et al. (2009) 

Phormidium laminosum Zeaxantina BHOSALE E BERNSTEIN 

(2005) 

Thermus thermophilus β-Criptoxantina, 

Zeaxantina. 

TAKANO et al. (2011). 

KOCHER et al. (2009) 

Fungos e leveduras 

Blakeslea trispora β–Caroteno VARZAKAKOU et al. 

(2011); TERESHINA et al. 

(2010) 

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 Carotenoides, Astaxantina MONTANTI (2011); MIAO 

et al. (2011) 

Phaffia rhodozyma AS 

2.1557 

Astaxantina WANG et al. (2005) 

Phaffia rhodozyma Astaxantina, Zeaxantina BHOSALE E BERNSTEIN 

(2005) 

Panus conchatus as 5.154 Astaxantina WANG et al. (2005) 

Phycomyces blakesleeanus β –Caroteno, Licopeno POLAINO (2010); 

BHOSALE (2004) 

Podospora anserine β –Caroteno, γ –Caroteno, 

β –Zeacaroteno, Fitoeno, 

Licopeno, Neurospeno, 

Neurosporaxantina, 

Toruleno 

 

STROBEL et al. (2009) 
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Continuação da Tabela 2 

Rhodotorula glutinis 

 

Astaxantina TASKIN e ERDAL (2011);  

TAO et al. (2011) 

Rhodotorula graminis Caroteno BUZZINI et al. (2005) 

Rhodotorula minuta  β –Caroteno MONTERO et al. (2005) 

Rhodotorula rubra 

AS2.670 

Astaxantina FRENGOVA et al. (2006) 

WANG et al. (2005) 

Rhodobacter sphaeroides Caroteno NG et al. (2011) 

Saccharomyces cerevisiae Licopeno YAN et al. (2011); 

VERWAAL et al, (2010) 

Sporobolomyces sp 

Sporidiobolus sp 

Toruleno  

β–caroteno 

DAVOLI et al. (2004) 

RAZAVI e MARCH (2006) 

VALDUGA et al (2008 -2011) 

Xanthophyllomyces 

dendrorhous 

Astaxantina WOZNIAK et. al. (2011); 

BREITENBACH et.al. 

(2011) 

 

Os trabalhos que relatam sobre a produção de carotenoides por micro-organismos são, 

na grande maioria, realizados em frascos agitados, poucos apresentam dados referentes à 

produção em biorreator. Dentre os micro-organismos investigados na produção em 

fermentador, destacam-se: R. sphaeroides (NG et al., 2011), S. cerevisiae (YAN et al., 2011), 

S. sp (Valduga et al., 2008-2011) e R. glutinis (SAENGE et al., 2011). 

 

2.7 Fatores que Influenciam a Produção de Carotenoides 

 

A produção de carotenoides por micro-organismos é afetada por fatores físicos 

(luminosidade, temperatura e oxigênio) e pela composição do meio de cultivo (fonte de 

carbono e de nitrogênio, presença de aminoácidos, de íons metálicos, de solventes orgânicos e 

de outros compostos químicos que poderão agir como precursores da rota biossintética de 
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produção do pigmento), os quais variam em intensidade e concentração de acordo com as 

necessidades de cada micro-organismo. Logo, tais fatores podem ser manuseados e assim 

resultar em uma influência positiva ou negativa na biossíntese destes pigmentos. Estes fatores 

podem ser empregados como estratégias para aumentar a produção ou para induzir a síntese 

de um carotenoide específico (BHOSALE, 2004).  

Alguns fatores que podem influenciar a carotenogênese são levados em conta, tais 

como a adição de agentes químicos ao meio de cultivo, a incidência de luz, a temperatura, a 

composição do meio de cultura.  

2.7.1 Composição do meio de cultivo 

A sacarose e a glicose são as fontes de carbono mais comumente utilizadas na 

bioprodução de carotenoides (TATSCH, 2008).  

Alguns estudos têm investigado a produção de carotenoides utilizando fontes 

alternativas de substratos tais como grãos (aveia, trigo, cevada, milho, arroz, centeio), 

lipídios, glicerol, celobiose, melaço de cana de açúcar, mosto de uvas e soro de queijo com 

diferentes cepas microbianas em frascos agitados (CUARESMA, 2011), dentre estes 

destacam-se os descritos na Tabela 3.  

Tabela 3 – Estudo da composição do meio de cultivo na bioprodução de carotenoides. 

  Referência Micro-

organismo 
Substratos 

utilizados 
Máxima 

produção de 

carotenoides 

Melhores 

concentrações 

de substrato 

Carotenoide 

majoritário 

AKSU e 

EREN 

(2007) 

R. glutinis Glicose, 

sacarose de 

melaço e 
lactose do 

soro de queijo 

125 μg/mL 20 g/L de 

sacarose de 

melaço 

- 

Razavi e 

March 

(2006) 

Sporobolomy
ces 

ruberrimus 

H110 

Glicose, 
glicerol puro e 

glicerol 

comercial 

3,84 mg/g 40 g/L de 
glicerol 

comercial 

Torularrodina 
(3,7 mg/g) e 

β-caroteno 

(0,14 mg/g) 
Davoli et al. 

(2004) 
Sporobolomy

ces roseus 
Glicose, 

extrato de 

levedura, 

KH2PO4 e  

412 μg/g 30 g/L de 

glicose, 4 g/L de 

extrato de 

levedura, 1 g/L 

Toruleno e β-

caroteno 
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MgSO4.7H2O de KH2PO4 e 
0,5 g/L de 

MgSO4.7H2O 
Valduga et 

al. (2009a) 
S. 

salmonicolor 

CBS 2636 

Glicose, 
extrato de 

malte e  

peptona 

1019 μg/L 
(frascos 

agitados) 

40 g/L de 
glicose, 10 g/L 

de extrato de 

malte e 14 g/L de 
peptona 

- 

(VALDUG

A et al. 

2009c) 

S. 

salmonicolor 

CBS 2636 

Glicose, 

peptona e 

extrato de 

malte 

3318,6 μg/L 80 g/L de 

glicose, 15 g/L 

de peptona e 5 

g/L de extrato 

de malte 

- 

RIBEIRO 

(2011) 
Sporidiobolu
s pararoseus 

Glicerol, água 
de maceração 

de milho, 

água de 
parboilização 

de arroz e 

melaço 

843 g/L 40 g/L de 
glicerol, 40 g/L 

de água de 

maceração de 
milho e 20 g/L 

de água de 

parboilização de 

arroz. 

- 

Mantzourid

ou et al. 

(2008) 

B. trispora Glicose, 

glicerol puro e 

mistura de 
glicose e 

glicerol 

15,0 mg/g de 

biomassa 

seca 

60 g/L de 

glicerol 
β-caroteno 

Silva (2008) P. 

rhodozyma 
Caldo de cana 

e uréia 
27,75 mg/L 

para a cepa 
selvagem 

- Astaxantina 

 

O crescimento de micro-organismos em fontes de carbono alternativas aos 

carboidratos, como L-malato, acetato, ou glicerol, requer a capacidade de sintetizar hexoses 

necessárias para a produção de mucopeptídeos da parede celular, armazenagem de glicogênio, 

e outros compostos derivados de hexoses, como as pentoses, envolvidos na biosíntese de 

ácidos nucleicos (MOAT et al., 2002). 

 Vários estudos foram desenvolvidos visando à utilização de glicerol como fonte de 

carbono para os micro-organismos (PAPANIKOLAOU et al., 2002; ITO et al., 2005; 

CHENG et al., 2007). Após a passagem do glicerol através da membrana plasmática, o 

glicerol pode ser catabolisado por várias rotas metabólicas independentes. Uma das rotas, 

provavelmente a principal para a oxidação de glicerol por leveduras, consiste na fosforilação 

do glicerol pela enzima glicerol-quinase para formar glicerol-3-fosfato, que é reduzido a 
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dihidroxiacetona fosfato pela enzima mitocondrial glicerol fosfo-ubiquinona oxidoreductase 

(FAD dependente) (GANCEDO e SERRANO, 1989). 

A água de maceração de milho – AMM ou milhocina tem sido utilizada como um 

componente importante de alguns meios de crescimento, sendo indicado como excelente fonte 

de nitrogênio orgânico, componente essencial para o crescimento microbiano (LOSS, 2009). 

Além disso, contém carboidratos, aminoácidos, peptídeos, minerais, metais vitaminas e 

fosfato. Assim, é um meio bastante favorável aos processos fermentativos, quando comparado 

ao extrato de levedura (meio sintético utilizado como fonte de nitrogênio), considerado um 

substrato complexo rico em nitrogênio, aminoácidos e vitaminas (AMARTEY e LEUNG, 

2000; RIVAS et al., 2004).  

A água de parboilização de arroz também é pesquisada como substrato na produção de 

biocompostos. O processo de parboilização utiliza 1,12 L de água e gera 0,83 L de efluente 

por kg de arroz em casca, que contém altas cargas de substâncias orgânicas e nutrientes como 

nitrogênio e fósforo (FARIA et al., 2006). Portanto, a água de parboilização do arroz pode ser 

um promissor substrato para meio de cultivo para a produção de carotenoides. 

2.7.2 Temperatura 

A temperatura é um dos fatores ambientais mais importantes que influenciam o 

crescimento e o desenvolvimento dos micro-organismos, causando alterações em muitas vias 

biossintéticas, inclusive na carotenogênese (ZENI, 2009). Segundo BHOSALE (2004), a 

temperatura exerce controle na concentração de enzimas envolvidas na produção de 

carotenoides, e mudanças na concentração enzimática definitivamente controlam o nível de 

carotenoides produzidos pelos micro-organismos. 

Para estudar o efeito da temperatura no crescimento da levedura S. ruberrimus e na 

produção do carotenoide, as temperaturas de 19 ºC, 23 ºC, 27 ºC e 31 ºC foram avaliadas em 

biorreator durante a bioprodução, sendo o meio a base de glicerol e sulfato de amônio nas 
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concentrações de 67 g/L e 20 g/L, respectivamente. A produção de carotenoides ocorreu na 

faixa de temperatura de 19 ºC à 27 ºC, mas a 31 ºC as células permaneceram incolores e não 

apresentando produção do pigmento. A maior produção de carotenoides ocorreu durante a 

fase de crescimento exponencial nas temperaturas de 19 °C à 27 °C, ou seja, possivelmente 

paralela ao crescimento da levedura em cada experimento, sendo a produção máxima de 

torularodina obtida em 19 ºC, ao final da fase exponencial, e a mínima em 27 ºC (RAZAVI e 

MARC, 2006). 

AKSU e EREN (2005) avaliando o efeito da temperatura na produção de carotenoides 

por R. mucilaginosa. As taxas específicas de crescimento e produção do carotenoides 

aumentaram com o aumento da temperatura até o limite de 30 °C, possivelmente devido a 

desnaturação do sistema enzimático do micro-organismo. As taxas máximas de produção de 

células e de carotenoide foram de 0,249 h
-1

 e 0,72 mg/g/h, respectivamente. O efeito negativo 

da temperatura na produção de carotenoides também foi observado por VALDUGA et al. 

(2009), utilizando a levedura S. salmonicolor sendo a temperatura ótima observada entre 

25 ºC a 28 °C. 

A avaliaçãom do efeito da temperatura na produção de licopeno por E.coli 

recombinante realizado por KIM et al. (2009), indicou que o aumento da temperatura de 25 ºC 

para 37 C resultou no aumento da produtividade de licopeno em cerca de 20 %, alcançando 

um rendimento final de licopeno de até 260 mg/L em 60 h. 

2.7.3 Valor de pH 

A biossíntese de carotenoides naturalmente ocasiona mudanças do pH do meio de 

fermentação, como consequência do crescimento do micro-organismo. De modo geral, em 

levaduras o pH do meio fermentativo decresce nas primeiras 72 h de fermentação, seguido de 

uma elevação durante a fase intensa de carotenogênese. A partir daí, o pH permanece 

constante indicando o final do processo fermentativo (FRENGOVA et al., 1994). 
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O pH é um dos parâmetros ambientais mais importantes para o crescimento celular e 

formação de produto, tornando-se uma variável a ser estudada na produção de carotenoides. 

Na produção com a levedura S. ruberrimus o pH inicial foi avaliado por RAZAVI e 

MARCH (2006), apresentando um intenso efeito sobre o conteúdo de carotenoides e 

biomassa. O conteúdo mínimo de carotenoides e células foi observado com cultivo a pH 3,5 

(biomassa: 6,8 g/L; carotenoides específicos: 2,0 mg/g). A carotenogênese e o crescimento 

foram induzidos pela elevação do pH de 3,5 a 6,0, resultando o crescimento celular (11,3 g/L) 

e formação de pigmento (38,7 mg/L) em pH 6. 

O efeito do pH inicial na concentração de carotenoides e biomassa de S. salmonicolor 

em frascos agitados também foi avaliado por VALDUGA et al. (2009a), indicando que o pH 

entre 4,0 e 5,0 resultaram maiores taxas de crescimento, enquanto que a máxima produção de 

carotenoides foi obtida em pH 4,0. 

Os efeitos do pH inicial e do pH controlado durante a fermentação no cultivo de X. 

dendrorhous para produção de astaxantina foram estudados por HU et al., (2006). Na 

fermentação em frascos agitados foram observados pHs iniciais ótimos de 6,0 para 

crescimento celular (17,2 g/L) e 5,0 para produção de astaxantina (20,4 mg/L). Em relação ao 

pH controlado no fermentador, notou-se a existência de um pH ótimo (5,0) para a obtenção de 

maior concentração de astaxantina (21,8 mg/L). Os autores desenvolveram uma estratégia de 

controle de pH com a finalidade de aumentar a produção de astaxantina. Como o maior fator 

YP/X (1,5 mg/g) foi obtido em pH 4,0 e o maior crescimento celular em pH 6,0, avaliou-se a 

produção onde nas primeiras 80 h manteve-se pH 6,0 e no restante da fermentação pH 4,0. 

Com essa estratégia de cultivo, obteve-se um aumento de 24,1 % de astaxantina em 

comparação com o cultivo em pH constante. 

O valor de pH do meio de cultivo influenciou a atividade biossintética e taxa de 

crescimento da levedura R. mucilaginosa em estudo realizado por AKSU e EREN (2005). 
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Com a elevação do pH de 3,0 a 7,0 observou-se aumento nas taxas de crescimento e produção 

de carotenoides. 

2.7.4 Luz/Luminosidade 

A produção e o acúmulo de carotenoides são positivamente afetados pela irradiação de 

luz branca em algas, fungos e bactérias. Contudo, a intensidade e forma de iluminação variam 

com o micro-organismo. A teoria da foto-indução pode ser descrita em dois aspectos. No 

primeiro, o efeito da luz sobre o crescimento do micro-organismo exerce papel fundamental, 

como estimulante da produção; o segundo aspecto considera que o acúmulo de carotenoides 

na célula está associado com o aumento da atividade das enzimas envolvidas na biossíntese de 

carotenoides (BHOSALE, 2004).  

Alguns trabalhos apresentam que determinadas leveduras biossintetizam carotenoides 

contra os danos causados pela luz. Os efeitos da luz branca sobre o crescimento e produção de 

carotenoides por R. glutinis foi investigado por SAKAKI et al. (2001). Para a levedura não 

pigmentada S. cerevisiae uma fraca irradiação de luz branca não apresentou efeito sobre o 

crescimento das células, no entanto para levedura selvagem R. glutinis, a luz inibiu o 

crescimento celular, onde simultaneamente, a produção de torularrodina aumentou (7,9 para 

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

Em estudo realizado por DOMINGUEZ-BOCANEGRA et al. (2007) com H. 

pluvialis, evidenciou que o aumento na intensidade de luz resultou no aumento da 

produtividade do pigmento, 767 μg/g células por dia com iluminação contínua e 535 μg/g 

células por dia sob condição de fotoperíodo. A indução para aumento na acumulação de 

astaxantina em função da irradiação é uma característica típica dos metabólitos secundários 

que são ligados parcialmente ao crescimento. Geralmente, o aumento na intensidade de luz 

conduz a um aumento na síntese de astaxantina. Além disso, a pesquisa indica que limitar o 
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índice de nitrato junto com um nível elevado da irradiação resulta no aumento da síntese do 

carotenoide. 

 

2.7.5 Taxa de agitação e aeração 

AKSU e EREN (2005) mostraram que para R. mucilaginosa a produção de 

carotenoides totais foi significativamente maior com taxa de aeração de 2,4 vvm, obtendo 

biomassa de 5,7 g/L, carotenoides totais 112,8 mg/L e rendimento do produto de 19,8 mg/g. A 

aeração mostrou-se benéfica para o crescimento celular, devido à melhora nas características 

de transferência de massa no sistema disponibilizando melhor o substrato para reação. AKSU 

e EREN (2007) usando R. glutinis observaram o mesmo comportamento, obtendo-se 

biomassa de 5,4 g/L, carotenoides totais 105,8 mg/L e rendimento do produto de 19,6 mg/g.  

TINOI et al. (2005) demonstraram que em taxas de agitação baixas (100 a 150 rpm) 

tem-se menor crescimento celular de R. glutinis devido à redução da disponibilidade de 

nutrientes na superfície das células, no entanto taxas elevadas de agitação (> 250 rpm), 

resultaram em ruptura celular evidenciado com o aparecimento de uma fina camada oleosa 

sobre o meio de fermentação. 

TATSCH (2008) obsevou que a agitação e a aeração proporciona uma melhor 

homogeneidade no meio de cultura, e consequentemente maior disponibilidade de nutrientes e 

oxigênio. 

 

2.8 Produção de Carotenoides em Sistema Batelada Alimentada 

 

Na busca de superar os problemas para obtenção de carotenoides em relação a inibição 

da produção pela concentração de substrato ou por repressão catabólica são usualmente 
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utilizados cultivos em batelada alimentada. Batelada alimentada é a técnica utilizada em 

processos microbianos na qual um ou mais nutrientes são alimentados ao reator durante o 

cultivo enquanto os produtos permanecem no seu interior até o final do processo (SILVA et 

al., 1998). 

O principal propósito da batelada alimentada é controlar a concentração do substrato 

no meio de cultura, para tal faz-se necessário definir o tipo de nutriente a ser disponibilizado e 

o modo de alimentação. A batelada alimentada pode ser dividida em relação à velocidade de 

alimentação em: constante, exponencial e otimizada (YAMANÈ e SHIMIZU, 1984). 

Os cultivos em batelada alimentada são comumente empregados na busca de alta 

densidade celular e/ou máxima formação de produto. Uma boa estratégia para condução da 

fermentação em batelada alimentada com diversos tipos de micro-organismos é a alimentação 

de substrato limitante na mesma velocidade que este é utilizado pelo organismo (KLEMAN et 

al., 1991). 

A característica básica dos processos microbianos em batelada alimentada é que as 

concentrações de nutrientes alimentadas no biorreator podem ser controladas voluntariamente 

por mudanças na velocidade de alimentação (YAMANÈ e SHIMIZU, 1984). 

Desta forma a batelada alimentada é superior à batelada convencional especialmente 

quando mudanças na concentração de nutrientes afetam o rendimento do metabólito desejado 

(YAMANÈ e SHIMIZU, 1984). 

Assim, em muitos processos de produção de carotenoides, a condução do processo em 

batelada alimentada conduz a uma melhoria na produção do metabólito de interesse, 

mostrando que esse tipo de processo pode ser vantajoso para a bioprodução. 

SAENGE et al. (2011) estudaram a utilização de glicerol bruto, um subproduto de 

usinas de biodiesel, como única fonte de carbono para a produção de lipídeos e carotenoides 

pela levedura R. glutinis TISTR 5159. A adição de sulfato de amônio como fonte de 
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nitrogênio e Tween 20 como surfactantes resultou no aumento da concentração de lipídeos e 

carotenoides. A maior concentração de biomassa obtida em 8,5 % de glicerol e C/N proporção 

de 60, enquanto que para teores de lipídios e produção de carotenoides a concentração de 

glicerol foi de 9,5 % e a relação C/N de 85. A produção de lipídeos e carotenoides foram 

também investgadas em biorreator de tanque agitado com controle de pH em 6,0 e a taxa de 

aeração em 2 vvm. Em fermentação em batelada alimentada, iniciada no meio da fase 

exponencial e a cada 12 h para manter a concentração de glicerol, eram adicionados 50 mL de 

glicerol bruto até completar 48 h de fermentação. Uma maior produção de lipídios (6,05 g/L) 

e de carotenoides (135,25 mg/L) foram obtidos, comparando-se com o cultivo em batelada 

simples (produção de carotenoides de 117,38 mg/L).  

NASRABADI et al. (2010) aplicaram delineamento experimental em um processo em 

batelada alimentada para a otimização do ciclo de ácido tricarboxílico (TCA), composto 

intermediário para a produção de cantaxantina. Para manter a concentração total de 

carboidratos no meio de fermentação (10 g/L) 500 mL de uma solução de alimentação foi 

adicionada ao ensaio em batelada alimentada entre 56 a 136 h (fase logarítmica de 

crescimento) utilizando diferentes vazões. A máxima produção de cantaxantina (13,17 mg/L) 

foi obtida em 7 dias. 

YAMANE et al. (1997) estudaram a produção de carotenoides por P. rhodozyma em 

batelada alimentada, utilizando duas etapas. O crescimento celular foi reforçado pela baixa 

relação C/N na primeira fase, com a alimentação das soluções de glicose, mineral e fosfato 

ajustadas na mesma proporção (180 mL/h) e a taxa de alimentação da solução de amônia foi 

fixada em 90 mL/h. A produção de astaxantina foi reforçada pela elevação da relação C/N na 

segunda fase (a alimentação das soluções foram realizadas quando a concentração de oxigênio 

dissolvido excedeeu 6,0 mg/L). As taxas de alimentação para a glicose, o mineral e fosfato 

foram fixadas no mesmo valor que na primeira etapa, enquanto que a taxa de alimentação da 
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solução de amônia foi de 22,5 mL/h. Neste sistema de cultivo, foi obtida a maior produção de 

astaxantina, 16,0 mg/L . 

 

2.9 Recuperação dos Carotenoides 

 

Os carotenoides estão presentes em uma grande variedade de tecidos naturais, sendo a 

rigidez destes o fator que pode favorecer ou não a extração. Nos tecidos que oferecem menos 

resistência, o simples contato com o solvente adequado é suficiente para que todo o pigmento 

seja removido, enquanto que nos tecidos rígidos, técnicas de extração mecânica devem ser 

associadas ao processo (BRITTON, 1985). 

A bioprodução industrial de carotenoides vem se expandindo comercialmente, porém 

as operações de extração e recuperação do produto contribuem para aumento dos custos da 

produção. Assim, inúmeros trabalhos vêm sendo realizados visando estudar a recuperação 

eficiente dos carotenoides intracelulares (VALDUGA et al., 2009c; SARADA et al., 2006; 

PARK et al., 2007) e, consequentemente contribuindo para a redução de custo das operações 

de downstream. 

O processo de extração dos carotenoides presentes em material biológico é 

comumente feito através da utilização de solventes orgânicos. PARK et al. (2007) relataram 

que a extração dos carotenoides presentes na parede celular de micro-organismos depende da 

habilidade de permeabilização do solvente através da parede celular e da solubilidade dos 

carotenoides no solvente usado. De acordo com SCHIEDT e LIAAEN-JENSEN (1995), os 

solventes acetona e metanol são miscíveis em água e, por isso, são mais efetivos na extração 

dos carotenoides de materiais biológicos, já que estes apresentam grande quantidade de água 

em sua composição.   
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Técnicas alternativas para substituir ou minimizar a utilização de solventes orgânicos 

na extração dos carotenoides de materiais biológicos estão sendo desenvolvidas, já que estes 

compostos podem ser prejudiciais a saúde. A extração de compostos de materiais brutos por 

dióxido de carbono supercrítico, cujos princípios ativos são de interesse comercial para 

emprego na produção de alimentos, cosméticos e medicamentos, tem recebido grande atenção 

como método alternativo aos utilizados para a separação convencional (LIM et al., 2002). 

PARK et al. (2007) testaram cinco solventes para a ruptura das células de R. glutinis, 

encontrando β-caroteno, toruleno e torularrodina no extrato. A mistura dos solventes 

dimetilsufóxido (DMSO), éter de petróleo e acetona mostrou-se eficiente, gerando máxima 

extração quando comparada aos solventes individuais. 

A extração de astaxantina de H. pluvialis sem homogeneização foi investigada por 

SARADA et al. (2006), a extração por solvente foi facilitada pelo tratamento das células com 

HCl 4 N a 70 °C, onde se obteve uma extração de 90 % dos pigmentos sem homogeneização.  

Em função da forte associação dos carotenoides com as células e, no sentido de 

maximizar a extração dos pigmentos, VALDUGA et al. (2009c) testaram 11 métodos 

diferentes para o rompimento celular e extração com solventes. Foi constatado que quando 

utilizada a combinação nitrogênio líquido e DMSO para ruptura celular e extração com 

mistura de acetona e metanol (7:3), obteve-se a maior recuperação de carotenoides da 

levedura S. salmonicolor. 

JAIME et al. (2010) estudaram a extração de carotenoides da microalga H. pluvialis, 

combinando extração com líquido pressurizado (PLE), utilizando hexano e etanol como 

solventes. Os resultados demonstraram que a temperatura de extração tem influência positiva 

no rendimento, que pode ser devido a um aumento na transferência de massa da amostra para 

o solvente pressurizado. Porém, o seu efeito na atividade antioxidante foi negativo, ocorrendo 

redução na concentração do pigmento com o aumento da temperatura de 50 a 150ºC, sendo 
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mais pronunciada em 200ºC. Os melhores rendimentos foram obtidos com etanol à 

temperatura superior à extração, enquanto que a maior atividade antioxidante foi obtida 

utilizando etanol, porém em temperaturas mais baixas. 

 

2. 10 Consideraçõs Finais 

 

Através da revisão bibliográfica apresentada neste capítulo, pode-se observar que há 

um grande interesse na bioprodução de carotenoides devido ao seu amplo potencial de 

aplicação nas indústrias de alimentos (corantes e em suplementos nutricionais), farmacêutica, 

cosmética e de alimentação animal. Também que a procura por compostos com conotação 

natural tem resultado num aumento de pesquisas referentes à produção de carotenoides 

através da bioprodução. 

Os processos em batelada alimentada surgem para contribuir com a produção de 

corantes através de micro-organismos considerando a necessidade de redução de custos de 

produção e aumento no rendimento, buscando a equiparação da bioprodução com a síntese 

química. 

Verificou-se a possibilidade do uso de resíduos e sub-produtos como fonte de carbono 

na produção de carotenoides, buscando a valorização de um sub-produto e redução de custos 

de produção do pigmento. Neste contexto, o glicerol é uma fonte de carbono barata e 

abundante, devido à inevitável geração como subproduto da produção de biodiesel.  

Assim, justifica-se a importância de pesquisar sobre a bioprodução de carotenoides em 

biorreator em batelada alimentada utilizando subprodutos como substratos, a fim de aproveitar 

melhor os componentes do meio de bioprodução, bem como maximizar o rendimento dos 

compostos e reduzir custos de produção, esboçando-se estratégias para um possível aumento de 

escala. 
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3. MATERIAL E MÉTODOS 

3.1 Micro-organismo e Meios de Cultura 

 

3.1.1 Micro-organismo 

A produção de carotenoides, em frascos agitados (ensaios preliminares) e 

sequencialmente em biorreator (modo batelada alimentada), foram realizadas com uma 

linhagem de levedura, identificada como sendo Sporidiobolus salmonicolor CBS 2636. 

 

3.1.2 Inóculo 

Para a manutenção da cultura utilizou-se meio YMA (Yeast Malt Extract Agar) e para 

o preparo do inóculo, o meio YM (Yeast Malt Extract ). O meio YMA é composto de 3 g/L de 

extrato de levedura, 3 g/L de extrato de malte, 5 g/L de peptona de carne, 10 g/L de glicose 

(Nuclear) e 20 g/L de agar (Vetec). O meio YM é constituído de 3 g/L de extrato de levedura, 

3 g/L de extrato de malte, 5 g/L de peptona e 10 g/L de glicose. Após o preparo, os meios 

foram esterilizados a 121°C por 15 min em autoclave (Phoenix, modelo AV75), e 

posteriormente resfriados. 

 

3.1.3 Meio de bioprodução 

a) Substratos Sintéticos 

O meio foi suplementado com glicose, extrato de malte, peptona e ácido mevalônico. 

A composição foi definida nos ensaios apresentados na Tabela 4 (Item 3.2). Após o preparo 

do meio, este foi esterilizado em autoclave (Phoenix, modelo AV75) por 15 min a 121 °C. 
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b) Substratos Complexos 

O meio de bioprodução era constituído por misturas de subprodutos agroindustriais: 

água de maceração de milho (AMM), cedida pela Corn Products – Mogi Guaçu/SP, água de 

parboilização do arroz (APA), cedida pela Indústria Nelson Wendt de Pelotas/RS, glicerol 

(glicerina bidestilada 85% PA, Merck – Alemanha) e o glicerol bruto (subproduto da 

produção de biodisel) produzido no Laboratório de Termodinâmica Aplicada da URI - 

Campus de Erechim.  

Os meios industriais apresentam composição complexa, e alguns de seus componentes 

podem ser responsáveis pela inibição da produção de carotenoides, ou ainda, dificultar sua 

posterior recuperação devido à formação de precipitados no meio de bioprodução e/ou pela 

presença de pigmentos que poderão ser extraídos com os carotenoides. Desta forma, tornou-se 

indispensável a realização de um pré-tratamento visando a remoção de constituintes 

indesejáveis, para não comprometer a obtenção dos carotenoides.  

No estudo de pré-tratamento realizado na água de maceração de milho empregou-se 

tratamento com ácido, conforme método descrito por VALDUGA et al. (2007). Inicialmente, 

uma concentração de 100 g/L de água de maceração de milho foi ajustada a pH 3,0 utilizando 

ácido fosfórico (Nuclear) 1 M. A mistura permaneceu em repouso por 24 horas a 24 ºC; sendo 

então centrifugada (Eppendorf 5403) a 2650 x g por 15 min e ajustou-se o pH para 5,5 com 

solução de NaOH (Vetec) 2 M.  

A água de parboilização de arroz não foi pré-tratada pois, esta apresentava aparência 

translucida e aparentemente sem resíduos adiconais que poderiam interverir na produção e/ou 

extração. Com o objetivo de verificar a utilização do glicerol bruto, subproduto do biodisel, 

não foi realizado um pré-tratamento no mesmo.    
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3.2 Condições de Cultivo 

3.2.1 Micro-organismo 

A cultura liofilizada de S. salmonicolor CBS 2636 foi hidratada em meio YM em 

estufa (Tecnal, modelo TE 393/2), a 25°C por 72 h. Posteriormente, a cultura foi transferida 

para placas de petri contendo meio YMA, e incubada por 48 h a 25°C. Após o crescimento, as 

placas foram mantidas a 4°C. A cada dois meses foram realizados repiques do micro-

organismo. 

 

3.2.2 Inóculo 

Para o preparo do inóculo, uma alçada de células da cultura estoque foi transferida 

para um erlenmeyer de 250 mL contendo 100 mL de meio YM, e incubado em agitador 

orbital (Nova Ética, modelo 430 RDB) a 25°C, 180 rpm por aproximadamente 48 h (ou até 

atingir uma densidade óptica (DO) de aproximadamente 0,7), conforme mostra a Figura 9.  

 

Figura 9 - Aspecto do inóculo após 48 h de cultivo da levedura S.salmonicolor (CBS 2636).  
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3.2.3 Produção em frascos agitados  

Para estudar os efeitos dos diferentes substratos (sintéticos e/ou agroindustriais) na 

bioprodução de carotenoides, ensaios preliminares foram realizados em frascos agitados. 

Foram transferidos 10 mL do inóculo para frascos Erlenmeyer de 250 mL, contendo 

90 mL de meio de cultura com composição defenida conforme a Tabela 4 e incubados a 25°C, 

180 rpm por 120 h em pH inicial de 4,0. 

Tabela 4 – Diferentes meios reacionais de bioprodução de carotenoides utilizando frascos 

agitados.  

Substratos Ensaios 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 

Peptona (g/L) 15 15 15 - - - 15 15 15 

Extrato de malte (g/L) 5 5 5 - - - 5 5 5 

Glicose (g/L) 80 - 40 - - 20 - - - 

Glicerol (g/L) - 80 40 40 80 20 80 80 40 

Água de maceração de milho (g/L) - - - 40 40 20 - - - 

Água de parboilização de arroz (g/L) - - - 20 20 20 - - - 

Ácido mevalônico (g/L) - - - - - - 0,3 0,1 - 

 

3.2.4 Bioprodução em reator com batelada alimentada 

Os ensaios da bioprodução de carotenoides em batelada alimentada foram realizados 

em Biorreator Biostat B (Braun Biotech International) com volume total de 2 L por 96 h, sem 

iluminação, conforme mostra a Figura 10. Os parâmetros monitorados foram temperatura, 

agitação e aeração. O antiespumante FG 10 Dow Corning foi esterilizado em UV durante 

40 min. 
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Figura 10 - Biorreator utilizado na bioprodução de carotenoides. 

Através dos resultados dos testes preliminares, optou-se em trabalhar com o ensaio 2 . 

Nos ensaios em batelada alimentada utilizou-se o meio composto por 15 g/L de peptona, 

5 g/L de extrato de malte e 80 g/L de glicerol. Um volume inicial de 500 mL do meio de 

cultura foi autoclavado juntamente com o biorreator, e separadamente em erlenmeyer o meio 

a ser alimentado periodicamente também foi autoclavado (121C, 15 min). 

Após o resfriamento do sistema,  foram adicionados 100 mL do pré-inóculo ao 

biorreator e inicializando-se a produção nas condições: pH inicial 4,0, tempo de fermentação 

de 96 a 120 h, temperatura de 25°C e agitação de 180 rpm (TATSCH, 2008).  

Considerando resultados obtidos por TATSCH (2008) onde obeservaram que em torno 

de 24 h de crescimento a biomassa mantinha-se praticamente constante (Figura 11), sendo 

neste ponto o final da fase exponencial de crescimento celular, optou-se por iniciar o sistema 

de batelada alimentada após as primeiras 24 h de bioprodução. 
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Figura 11 - Curva de crescimento celular (a) e curva linearizada (b) da levedura S. 

salmonicolor (CBS 2636), durante 100 h de produção  

  

A taxa de alimentação ocorreu a partir das 24 h de cultivo, seguindo até 84 h (Ensaios 

1, 2, 3 e 5) e de 24 h até 108 h (Ensaio 4) de bioprodução (neste ensaio aumento-se o tempo 

de bioprodução para verificar-se o comportamento acima de 96 h de produção), sendo que o 

volume da alimentação do meio (Tabela 5) foi realizada a cada 12 h. Nos ensaios 1, 2, 3 e 4 

utilizou-se 15 g/L de peptona, 5 g/L de extrato de malte e 80 g/L de glicerol comercial; e no 

ensaio 5 utilizou-se 15 g/L de peptona, 5 g/L de extrato de malte e 80 g/L de glicerol bruto. 

Tabela 5 – Volume de alimentação de susbstrato no biorreator a cada 12 h de bioprodução. 

Ensaios Volume de alimentação  

(mL/12 h)
* 

1  37,5 

2 112,5 

3 75 

4 150 

5 112,5 

* Variáveis fixas: 1,5 vvm, 180 rpm, 25 °C, pHinicial 4,0.   

 

3.3 Recuperação dos Carotenoides Totais 

 

A extração e recuperação dos carotenoides totais foi realizada segundo método 

descrito por VALDUGA et al. (2009b), com a modificação que consiste no acréscimo de uma 

lavagem da célula antes da extração com 10 mL de éter etílico, para remoção do glicerol 

residual. 
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 Após a bioprodução, o meio fermentado foi centrifugado a 5°C e 4478 xg por 10 min 

em centrífuga refrigerada (Nova Ética, modelo MT-815). Em seguida, o sobrenadante foi 

coletado, para análise de carbono orgânico total, nitrogênio e glicerol residual, e as células (5 

g) foram maceradas por sucessivas vezes em graal com nitrogênio líquido (Figura 12).  

 

Figura 12 -  Maceração das células com nitrogênio líquido. 

Ao “pellet” macerado foi adicionado dimetilsulfóxido (DMSO) na relação 2:1 (v/v) 

(Vetec). Em seguida os tubos foram aquecidos em banho-maria a 55 °C durante 30 min, 

homogeneizando-os periodicamente em vortex (Phoenix AP-56). Posteriormente foram 

adicionados 10 mL de solução de acetona/metanol (7:3, v/v) (Vetec e Quimex) e os tubos 

foram centrifugados novamente a 5°C, 4478 x g por 10 min. O sobrenadante foi coletado e 

foram realizadas sucessivas extrações com acetona/metanol, até que as células não 

apresentassem coloração. 

Posteriormente, o solvente foi evaporado em evaporador rotativo (Tecnal TE-210) a 

35°C conforme Figura 13. O pigmento foi solubilizado em metanol (Quimex) para ajuste do 

volume em balão volumétrico (Figura 14) e quantificação dos carotenoides totais foi realizada 

por espectrofotometria.  
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Figura 13 – Aparato para evaporação do solvente. 

 
Figura 14 - Aspecto visual das soluções de carotenoides após extração e solubilização em 

metanol. 

 

3.4 Determinações Analíticas 

3.4.1 Carotenoides Totais 

 

A absorbância dos pigmentos solubilizados foi medida em espectrofotômetro (Agilent 

8553). A concentração total de carotenoides foi estimada pelo valor medido da absorbância a 
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448 nm, conforme equação (1), descrita por DAVIES (1976). O coeficiente de absorbância 

utilizado foi referente ao β-caroteno para o metanol: E
1%

1cm= 2550 (SILVA, 2004). Os 

resultados da concentração de carotenoides foram expressos em termos de carotenoides totais 

(g/L).  

 

 

     

 Onde:   x = carotenoides (µg/L);  y = volume da solução (mL);  E = absorbância; 
%1

1cmE = 

coeficiente de extinção específico: 2550.  

 

3.4.2 Carotenoides Específicos 

 

Após a obtenção dos carotenoides totais e a massa de células, realizou-se a 

determinação dos carotenoides específicos pela divisão da concentração (ou massa) de 

carotenoides (g/L) pela concentração (ou massa) de células (g/L) (DAVIES, 1976). 

 

3.4.3 Determinação da concentração de células 

 

Após extração dos carotenoides, as células foram lavadas com água destilada, 

centrifugadas (4478 xg, 5 °C por 10 min) e a massa celular (g/L) foi quantificada por 

gravimetria em estufa (Nevoni NV- 13) a 105 °C até massa constante, conforme equação 2. 

 

      Biomassa (g/L) = (P2-P1)*1000/100                                        (2) 

 

Onde: P2: peso das células mais peso da placa, P1: peso da placa vazia. 

100 x %1

1cmE

Ey
x  (1) 
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3.4.4 pH 

 

O pH dos meios de cultivo foram ajustados utilizando pHmetro digital (Digimed 

DMPH- 2) em pH 4,0 com solução de HCl 2 M. 

 

3.4.5 Determinação da concentração de glicerol residual 

 

O método utilizado para a determinação da concentração de glicerol foi descrito por 

COCKS & VAN REDE (1966). O método baseia-se na reação da amostra que contém 

glicerol com periodato de sódio em solução aquosa para produzir formaldeído e ácido 

fórmico. O ácido é quantificado por titulação da amostra com NaOH 0,125 M. 

Inicialmente, preparou-se uma solução de periodato na concentração de 60 g/L. 

Adicionou-se 50 mL de água destilada e 10 mL de amostra em erlenmeyer (300 mL). 

Posteriormente, adicionaram-se 5 gotas de azul bromotinol, 1 gota de H2SO4 0,4 M e NaOH 

0,05 M até mudança de coloração (azul), com 100 mL de periodato. Permanecendo ao abrigo 

da luz (papel alumínio) por 30 min. Posteriormente, adicionou-se 10 mL de etilenoglicol em 

cada amostra e mantidos ao abrigo da luz por 20 min, após esta etapa foram adicionados 

300 mL de água destilada. Em seguida, as amostras foram tituladas e o pH controlado (8,1 

para as amostras e 6,5 para o branco). A quantidade de glicerol foi expressa em g/L, conforme 

equação 3.   

Glicerol (g/L) = 9,209 x n (T1-T2) x 10/W    (3) 

 

 

Onde: M = molaridade da solução de hidróxido de sódio; T1 = volume gasto de NaOH 

na amostra; T2 = volume gasto de NaOH no branco; W =  massa da amostra. 
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3.4.6 Carbono orgânico total (COT) e Nitrogênio total (NT) 

 

Os teores de Carbono Orgânico Total (COT) e Nitrogênio Total (NT) foram 

determinados pelo método da oxidação por combustão catalítica a 680 C para COT e 720C 

para NT com detecção por infravermelho, em equipamento Shimadzu modelo TOC-VCSH. 

As amostras foram diluídas 100 vezes em água ultrapura (Sistema Mili-Q
®
 , Millipore), antes 

da leitura no equipamento. 

 

3.5 Cinética da bioprodução e avaliação dos parâmetros estequiométricos 

 

Com o objetivo de obter parâmetros estequiométricos e verificar a cinética de 

consumo de substrato (carbono, glicerol e nitrogênio), produção celular e produção de 

carotenoides realizaram-se coletas de 50 mL das amostras do caldo de bioprodução a cada 

12 h, para cada ensaio de biorreação conduzido, possibilitando a construção das curvas 

cinéticas para cada contição de cultivo. 

 

3.5.1 Velocidades instantâneas e específicas globais 

 

 A partir dos perfis de concentração celular global, formação de produto global e 

consumo de substrato global (glicerol, nitrogênio e carbono orgânico) em relação ao tempo, é 

possível determinar, por um balanço de massa para cada componente, as velocidades de 

crescimento microbiano (rx), formação de produto (rp) e consumo de substrato (rg, rn e rc) 

descritas nas equações 4 a 8 (g/L.h), conforme descritas por BAILEY & OLLIS (1986). 

dt

dX
rx        (4) 
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dt

dP
rp        (5) 

dt

dG
rg        (6) 

dt

dN
rn        (7) 

 
dt

dC
rc   (8) 

                                                                
   

 
 Dividindo-se as velocidades instantâneas pela concentração celular naquele instante, 

obtém-se as velocidades específicas de crescimento (μx), formação de produto (μp) e consumo 

de substrato (μg, μn e μc), que serão expressas pelas equações 9 a 13 (h
-1

), descritas por 

BAILEY & OLLIS (1986): 

X

rx

x        (9) 

X

rp

p        (10) 

X

rg
g        (11) 

X

rn

n        (12) 

                                                                X

rc

c 
                                                                 

 (13) 

 Para velocidades constantes (fase exponencial), estas foram determinadas através do 

coeficiente angular da melhor reta ajustada nas curvas que representam as cinéticas de 

crescimento, consumo de glicerol e produção de carotenoides. 

 

3.5.2 Fatores de conversão global 

 

3.5.2.1 Produto 

 
 O fator de conversão de glicerol global em carotenoides produto, YP/G (μg de 

carotenoides/g de glicerol), foi expresso por: 
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dG

dP

r

r
Y

g

p

GP /
      (14) 

 O fator de conversão de nitrogênio global em carotenoides, YP/N (μg de carotenoides/g 

de nitrogênio), foi expresso por: 

dN

dP

r

r
Y

n

p

NP /
      (15) 

O fator de conversão de carbono orgânico global em carotenoides, YP/C (μg de 

carotenoides/g de carbono orgânico), foi expresso por: 

dC

dP

r

r
Y

c

p

CP /
      (16) 

 

3.5.2.2 Biomassa celular 

 

O fator de conversão de glicerol global em células, YX/G (g de células/g de glicerol), 

foi expresso por: 

dG

dX

r

r
Y

g

x
GX /       (17) 

O fator de conversão de nitrogênio global em células, YX/N (g de células/g de 

nitrogênio), foi expresso por: 

dN

dX

r

r
Y

n

x

NX /       (18) 

O fator de conversão de carbono orgânico global em células, YX/C (g de células/g de 

carbono orgânico), foi expresso por: 

dC

dX

r

r
Y

c

x

CX /       (19) 

A relação entre a produção de carotenoides e a produção de células global, YP/X (μg de 

carotenóides/g de células), foi expressa por: 

dX

dP

r

r
Y

x

p

XP /       (20) 

Onde: 

rx = velocidade de crescimento das células (g/L.h) 

rg = velocidade de consumo de glicerol (g/L.h) 

rn = velocidade de consumo de nitrogênio (g/L.h) 
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rc = velocidade de consumo de carbono orgânico (g/L.h) 

rp = velocidade de produção de carotenoides (μg/L.h) 

 

3.5.3 Produtividade global 

 

A produtividade global tanto em células como em carotenoides é definida, como as 

velocidades rx e rp descritas por BAILEY & OLLIS (1986). 
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4. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

4.1. Caracterização de substratos agroindustriais 

A Tabela 6 apresenta os resultados da densidade óptica (D.O), carbono orgânico total 

(COT) e nitrogênio dos substratos agroindustriais utilizados como componentes do meio de 

bioprodução de carotenoides. 

Tabela 6- Resultados de densidade óptica (D.O), carbono orgânico total (COT) e nitrogênio 

total (NT) da água de maceração de milho com e sem pré-tratamento ácido. 

Tratamento D.O COT (mg/L) NT (mg/L) 

AMMs 0,238
a 
  ± 0,001 21648,2

c   
± 115,0 4371,3

a    
± 428 

AMMt 0,198
b   

± 0,001 18979,8
b   ± 482,8

 3643,9
b    

± 92,7 

APA 0,125
c    

± 0,001 743,2
d    

± 68,5 124,8
d    

± 0,9 

Glicerol Bruto 0,009
d  

± 0,001 434669,0
a   

± 500,0 261,4
c    

± 22,0 

*Média  desvio padrão, seguida de letras iguais nas colunas indicam não haver diferença significativa 
á nível de 5% (Teste de Tukey); AMMs – Àgua de maceração de milho sem pré-tratamento; AMMt – 

água de maceração de milho tratada,  APA – Água de parboilização de arroz bruta. 

 

Verifica-se que a água de maceração de milho pré-tratada quimicamente apresentou 

diferença significativa (p<0,05) em relação à densidade óptica (DO), ao teor de carbono 

orgânico total (COT) e ao nitrogênio total (NT), quando comparada ao substrato sem 

tratamento. 

 O pré-tratamento ácido da água de maceração de milho acarretou perdas de 12,33 % 

na concentração de carbono orgânico total (COT), 16,64 % para o nitrogênio e 16,7 % para a 

densidade ótica. Estes resultados demonstram que o tratamento com ácido fosfórico 

apresentou efeito complexante de substâncias pigmentadas e de impurezas, contribuindo 

assim com a clarificação do substrato agroindustrial, com diminuição efetiva da densidade 
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ótica. BHOSALE (2004) justifica o fato, mostrando que isso ocorre devido à presença de 

metais pesados no meio e outros interferentes (íons, sais e etc.). Alguns destes componentes 

podem ser responsáveis pela inibição da produção e também dificultar posterior recuperação 

de bioprodutos. 

 

4.2 Bioprodução de carotenoides 

 

Com a finalidade estudar o comportamento da levedura perante substratos 

agroindustriais, sintéticos e o ácido mevalônico para a bioprodução de carotenoides, ensaios 

prévios foram realizados empregando diferentes substratos (extrato de malte, peptona, 

glicerol, glicerol bruto, glicose, ácido mevalônico, água de maceração de milho tratada e água 

de parboilização de arroz), em produção em frascos agitados, conforme desmostrado na 

Tabela 7. A máxima bioprodução de carotenoides (1596 μg/L) foi observada no ensaio 7 

(15 g/L de extrato de malte, 5 g/L de peptona, 80 g/L de glicerol e 0,3 g/L de ácido 

mevalônico).  

 

Tabela 7 -  Bioprodução de Carotenoides Totais empregando diferentes substratos. 

Ensaios 

 

 

E. 

malte 

(g/L) 

Peptona 

(g/L) 

Glicose 

(g/L) 

Glicerol 

(g/L) 

AMM 

(g/L) 

APA 

(g/L) 

Ác. 

Mevalônico 

(g/L) 

Carotenoides Totais 

(μg/L) 

1 15 5 80 - - - - 1005
c
  ± 22 

2 15 5 - 80 - - - 1510
a
  ± 19 

3 15 5 40 40 - - - 1323
b
  ± 22 

4 - - - 40 40 20 - 597
e
    ± 12 

5 - - - 80 40 20 - 573
e
    ± 11 

6 - - 20 20 20 20 - 986
d      

± 15 

7 15 5 - 80 - - 0,3 1596
a
  ± 18 
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8 15 5 - 80 - - 0,1 1564
a
  ± 18 

9 15 5 - 40 - - - 960
d
    ± 15 

 

*Médias (desvio padrão) seguida de letra iguais não diferem estatísticamente á nível de 95 % de 

confiança (Teste de Tukey); Condições fixas: 180 rpm e 25ºC, pH inicial 4,0. 

 

Assim, verificou-se que o glicerol comercial foi uma fonte de carbono interessante 

para a bioprodução, pois apresentou uma maior concentração de carbono, macronutriente 

fundamental para a célula microbiana, e baixa concentração substâncias de cor, consideradas 

interferentes no meio de bioprodução. SANTOS (2010) verificou que a elevação da 

concentração de glicerol de 10 g/L para 20 g/L, proporcionou o aumento nas taxas de 

formação de produto por R. glutinis. 

Observou-se que nos ensaios que foram utilizados como substrato os resíduos 

agroindustriais (AMM e APA) a produção de carotenoides totais diminuiu 50% se comparada 

aos ensaios que utilizam extrato de malte e peptona. No ensaio 6 observou-se que a redução 

na quantidade de água de maceração de milho e de glicerol aumentou praticamente o dobro da 

produção de carotenoides quando comparado aos ensaios 4 e 5.  

Baseado nos resultados obtidos em frascos agitados (Tabela 7), os experimentos em 

batelada alimentada serão conduzidos na condição do ensaio 2 (15 g/L de extrato de malte, 

5 g/L de peptona e 80 g/L de glicerol), pois a bioprodução (1510 μg/L) não diferiu 

estatísticamente (p<0,05) das obtidas nos Ensaios 7 e 8, considerando que nestes utilizou-se o 

ácido mevalônico, visando a redução dos custos de processo este não foi aplicado na pesquisa. 

O ácido mevalônico é um agente químico estimulante na bioprodução de carotenoides, pois é 

um dos principais intermediários estágios da biossíntese de carotenoides (SILVA, 2004). 
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4.3 Comportamento Cinético 

As Figuras 15 a 19 (Tabelas 9 a 13 no Anexo), apresentam as cinéticas de crescimento 

celular (biomassa), da bioprodução de carotenoides, a evolução do pH e consumo dos 

substratos dos ensaios realizados em batelada alimentada em biorreator. 
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Figura 15 - Cinética de produção de carotenoides, biomassa, pH, glicerol, COT e NT para o ensaio 1 

em batelada alimentada (1,5 vvm, 180 rpm, 25 °C, pH 4,0, 80 g/L de glicerol, 15 g/L de peptona e 5 

g/L de extrato de malte, taxa de alimentação de 37,5 mL a cada 12h). 
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Figura 16 - Cinética de produção de carotenoides, biomassa,, pH, glicerol, COT e NT para o ensaio 2 
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em batelada alimentada (1,5 vvm, 180 rpm, 25 °C, pH 4,0, 80 g/L de glicerol, 15 g/L de peptona e 5 

g/L de extrato de malte, taxa de alimentação de 112,5 mL a cada 12h). 
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Figura 17 - Cinética de produção de carotenoides, biomassa, pH, glicerol, COT e NT para o ensaio 3 

em batelada alimentada (1,5 vvm, 180 rpm, 25 °C, pH 4,0, 80 g/L de glicerol, 15 g/L de peptona e 5 

g/L de extrato de malte, taxa de alimentação de 75 mL a cada 12h). 
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Figura 18 - Cinética de produção de carotenoides, biomassa, pH, glicerol, COT e NT para o ensaio 4 

em batelada alimentada (1,5 vvm, 180 rpm, 25 °C, pH 4,0, 80 g/L de glicerol, 15 g/L de peptona e 5 

g/L de extrato de malte, taxa de alimentação de 150 mL a cada 12h). 
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Figura 19 - Cinética de produção de carotenoides, biomassa, pH, glicerol, COT e NT para o 

ensaio 5 em batelada alimentada (1,5 vvm, 180 rpm, 25 °C, pH 4,0, 80 g/L de glicerol bruto, 

15 g/L de peptona e 5 g/L de extrato de malte, taxa de alimentação de 112,5 mL a cada 12h). 

 

A concentração máxima de carotenoides totais foi de 4400 μg/L (ensaio 2, Figura 16), 

em 96 h do início da bioprodução, com uma alimentação de 112,5 mL a cada 12 h. No 

entanto, a mínima concentração de carotenoides totais  foi  de 1030 μg/L em 96 h de 

bioprodução (ensaio 4, Figura 18), onde se adicionou o maior volume de alimentação 

(150 mL) a cada 12 h. No ensaio 4 (Figura 18), também pode-se observar que a bioprodução 

de carotenoides totais diminui após 96 h de produção e continuou o consumo de substrato 

após este período.  

Ao se comparar o uso dos dois tipos de glicerol, bruto e sintético, com o mesmo 

volume de alimentação, ao se utilizar glicerol sintético (4400 µg/L) obteve-se uma maior 

concentração de carotenoides totais em 96 h de bioprodução em relação ao bruto (3009 µg/L) 

a uma alimentação de 112,5 mL, isto pode ser explicado por não se ter realizado o pré-

tratamento do glicerol bruto, caso isso ocorresse este valor poderia ser maior, porém este 

valor utilizando o glicerol bruto é superior aos outros ensaios realizados em batelada 
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alimentada, podendo ser explicado devido a ricos componentes presentes neste resíduo. Ao 

correlacionar a produção de carotenoides em batelada alimentada (Ensaio 2, Figura 16 -

alimentação no final da fase exponencial e a cada 12 h adição de 112,5 mL dos substratos) 

com a obtida em frascos agitados (Tabela 7), verifica-se que houve um incremento de 66 % 

na bioprodução. 

 No entanto, ao comparar a produção em batelada alimentada com a obtida em 

batelada simples (VALDUGA et al, 2009) em biorreator (80 g/L de glicose, 15 g/L de 

peptona e 5 g/L de extrato de malte, taxa de aeração 1,5 vvm, 180 rpm, 25 ° C , pH inicial de 

4,0 e 90 h), o aumento no rendimento foi de aproximadamente 22 % . 

VALDUGA et al. (2008) obtiveram teor máximo de carotenoides de 1019 μg/L com o 

cultivo de S. salmonicolor CBS 2636 em frascos agitados com concentrações de glicose de 

40 g/L, extrato de malte de 10 g/L e peptona de 14 g/L), 180 rpm, pH inicial 4,0 e temperatura 

a 25°C. Ao utilizarem substratos agroindustriais (água de maceração de milho e melaço de 

cana de açúcar) pré-tratados com ácidos a produção foi de 541,5 μg/L, porém quando os 

substratos foram pré-tratados com carvão ativo, a máxima concentração de carotenoides totais 

obtida foi de 208,6 μg/L.  

CABRAL et al. (2011) relataram que a concentração máxima de carotenoides totais 

por S. pararoseus foi de 852 μg/L,em meio composto de 60 g/L of glicose, 15 g/L de peptona 

e 15 g/L de extrato de malte. RIBEIRO (2011) otimizou a bioprodução de carotenoides por 

Sporidiobolus pararoseus, obtendo-se um teor de máximo de carotenoides totais de 843 g/L 

com concentração de 40 g/L de glicerol, 40 g/L de água de maceração de milho e 20 g/L de 

água de parboilização de arroz, 180 rpm, 25 
o
C e pH inicial 4,0.  

SAENGE et al. (2011) em fermentação em batelada alimentada por R. glutinis TISTR 

5159 (alimentação começou no meio da fase exponencial e a cada 12 h para manter a 

concentração de glicerol era adicionado 50 mL de glicerol bruto até completar 48 h de 
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fermentação), obteve um incremento de aproximadamente 13 % na produção de carotenoides 

em relação à batelada simples (135,25 mg/L contrastado com a batelada simples onde se 

obteve uma produção de carotenoides de 117,38 mg/L). CHOCIAI (2002) obteve no cultivo 

da levedura P. rhodozyma (X. dendrorhous) em processo descontínuo alimentado para 

produção de astaxantina, (após 48 e 72 h de alimentação), um incremento de 43 % contra o 

cultivo controle.  

 TATSCH (2008) no estudo da produção de carotenoides em biorreator por S. 

salmonicolor a concentração máxima (3426 μg/L) foi obtida em aproximadamente 90 h do 

início da biorreação, sendo que a partir de 60 h, o aumento da concentração de carotenoides 

foi baixo. CABRAL (2010) relatou que a concentração máxima de carotenoides totais (852 

μg/L) foi obtida em 102 h do início da bioprodução. RIBEIRO (2011) otimizou a bioprodução 

de carotenoides por S. pararoseus, obtendo-se um teor de máximo de carotenoides totais de 

843 g/L com concentração de 40 g/L de glicerol, 40 g/L de água de maceração de milho e 

20 g/L de água de parboilização de arroz, 180 rpm, 25 
o
C e pH inicial 4,0.  

O pH é um dos parâmetros ambientais mais importantes que exercem influência no 

crescimento celular e formação de produto. Desta forma o pH inicial e a evolução do mesmo 

é objeto de estudo na produção de carotenoides. Ao se observar as Figura 15 a 19, verifica-se 

comportamento semelhante, independente do volume de alimentação de substrato, onde 

ocorreu um aumento de pH (7,66 a 7,87) nas primeiras 24 h de bioprodução. Após este 

período um decréscimo progressivo foi observado, atingindo ao final da bioprodução valores 

próximos a 4,0. Constatou-se, também, que a maior produção de caratenoides totais em 

batelada alimentada foi obtida no menor valor de pH (4,06), no ensaio 2 (Figura 16 ) nas 96 h 

de bioprodução.  

O aumento do pH nas primeiras horas de bioprodução também foi verificado por 

VALDUGA et al. (2009d) ao utilizar substratos agroindustriais (água de maceração de milho, 
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melaço de cana-de-açúcar e Prodex Lac), sendo que a evolução foi progressiva de 4,2 para 

7,5 nas primeiras 30 h e após 96 h ocorreu uma elevação no pH para 8,5, mantendo-se até o 

final da bioprodução (120 h). Os autores atribuem o aumento progressivo do pH, mesmo após 

as 24 h de bioprodução, ao fenômeno que ocorre após esgotamento completo do substrato, 

ocasionando também à proteólise do micro-organismo. Este fato não foi verificado no 

presente estudo, pois a alimentação dos substratos ocorreu a cada 12 h de bioprodução.  

De acordo com FRENGOVA et al. (1994) a biossíntese de carotenoides ocasiona 

mudanças do pH do meio de fermentação, como consequência do crescimento de leveduras. 

De modo geral, o pH do meio fermentativo decresce nas primeiras 72 h de fermentação e na 

fase final da bioprodução o pH permanece praticamene constante. 

 No estudo de TATSCH (2008), o pH inicial ótimo para o crescimento celular e 

concentração de carotenoides totais em biorreator por S. salmonicolor CBS 2636 em meio 

sintético variou de 4,0 a 5,0, enquanto que para maximizar a produção específica de 

carotenoides os valores foram próximos a 3,0. 

A bioprodução de carotenoides pela levedura S. salmonicolor CBS 2636 apresenta 

formação de carotenoides associada ao crescimento celular na fase exponencial (Figuras 15 a 

19). No ensaio 3 (Figura 17), com volume de alimentação de 75 mL a cada 12 h, foi 

verificada a maior concentração de células (7,55 g/L) em 96 h de bioprodução. Esta alta 

concentração se deve à batelada alimentada, pois quando se alimenta substratos adicionais, 

incluindo o glicerol e fonte de nitrogênio, as células podem utilizar mais glicerol e 

consequentemente se reproduzirem mais facilmente. Porém, elevada concentração de massa 

celular (Figura 17), não foram convertidos em maior produção de carotenoides totais 

(3205 µg/L), ou seja, a produção específica foi menor.  

Em estudo para determinar o potencial de leveduras vermelhas oleaginosas R. glutinis 

para a bioconversão de glicerol bruto da usina de biodiesel em lipídeos e carotenóides em 
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biorreator, observou-se que quando a fermentação em batelada alimentada foi aplicada se 

obteve a maior biomassa, teor de lipídeos, produtividade de lipídios e produção de 

carotenoides de 10,1 g/L, 61 %, 6,1 g/L e 135,2 g/L, respectivamente, sendo  a produção de 

carotenoides foi 2,1 vezes superiores aos da condição otimizada (SAENGE, et al., 2011). 

VALDUGA et al., (2007) observou qoe ao comparar o crescimento celular em 

biorreator (9,98 g/L) verifica-se que a concentração de células é duas vezes superior àquelas 

obtidas em frascos agitados, onde a concentração máxima de células foi de 5,95 g/L. 

Em estudo semelhante em biorreator (batelada simples) para a maximização da 

produção de carotenoides com S. salmonicolor CBS 2636, VALDUGA et al (2011) obteve 

concentração máxima de células de 10,97 g/L, com aeração de 1,0 vvm, peptona 25 g/L e 

glicose 60 g/L. 

RAZAVI e MARCH (2006) obtiveram um aumento no crescimento de S. ruberrimus 

H110 de 6,81 g/L em pH 3,5 para 11,3 g/L com aumento do pH (pH = 6), onde a produção 

máxima de pigmentos foi geralmente observada no final da fase exponencial de crescimento. 

No entanto MALISORN e SUNTORNSUK (2009) em seu estudo com a levedura R. 

glutinis DM 28, obtiveram valores de crescimento celular em frascos agitados (2,2 g/L) foram 

semelhantes aos obtidos em biorreator (2,6 g/L). 

A maior produção de carotenoides específicos (817,1 μg/g) foi encontrada no ensaio 2 

(Figura 16) em 96 h de produção, onde nesta mesma condição se obteve a maior produção de 

carotenoides (4400 μg/L). VALDUGA et al., (2011) otimizaram a produção de carotenoides 

específicos (313,8 μg/g) por S. salmonicolor CBS 2636 em biorreator, em meio composto por 

80 g/L de glicose, 15 g/L de peptona e 5 g/L de extrato de malte, taxa de aeração 1,5 vvm, 

180 rpm, 25 ° C , pH inicial de 4,0 e 90 h de bioprodução. No entanto em frascos agitados, o 

extrato de malte influênciou significativamente (p<0,05) na produção específica de 
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carotenoides por S. salmonicolor CBS 2636, com produção específica de carotenoides de 

287,7 μg/g (VALDUGA et al., 2007). 

Avaliando leveduras brasileiras pigmentadas, MALDONADE et al., (2008) obtiveram 

conteúdo de carotenoides específicos máximo de 132 μg/g para R. glutinis, 33 μg/g para R. 

minuta e 72 μg/g para S. roseus, o que mostra o grande potencial da cepa S. salmonicolor na 

produção do pigmento. BUZZINI et al., (2005), em estudo com a levedura S. salmonicolor 

CBS 490, obtiveram uma produção de carotenoides totais de 613,3 μg/L, e carotenoides 

específicos de 34,7 μg/g em frascos agitados.  

Em muitos micro-organismos a carotenogênese é regulada por fatores nutricionais, tais 

como a disponibilidade de nitrogênio. As taxas de consumo de carbono e nitrogênio têm 

importante função na síntese de metabólitos secundários, determinando o tipo de metabólitos 

sintetizados e a extensão da produção (GARBAYO et al., 2003). 

Verifica-se pelas Figuras 15 a 19 que houve um consumo constante de nitrogênio 

total, carbono orgânico total (COT) e glicerol ao longo do processo, constatado pelo declínio 

das concentrações de carbono orgânico total e nitrogênio durante toda a bioprodução. Este 

comportamento sugere que as células provavelmente consomem a fonte de carbono do 

glicerol e que não ocorreu a lise celular e proteólise sob condições de estresse, pois a 

quantidade de nitrogênio solúvel não aumentou. Pode-se verificar ainda que houve maior 

consumo de nitrogênio (68 %) e de carbono orgânico total (65 %) no ensaio 2 (Figura 6 e 

Tabela 8) com 96 h de bioprodução. Porém, os menores consumos de nitrogênio (~42 %) e de 

carbono orgânico total (~31 %) foram verificados nos ensaio 3 (Figura 17 ), com o segundo 

menor volume de alimentação (75 mL), e ensaio 1, com o menor volume de alimentação 

(37,5 mL), respectivamente. 
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Tabela 8 – Consumo de substrato ao longo da bioprodução em batelada alimentada depois de 

96 h. 

Ensaio COT (%) NT (%) Glicerol (%) 

Inicial 19 g/L 1,2 g/L 67,4 g/l 

1 31 48 55 

2 65 68 76 

3 36 42 56 

4 62 64 59 

5 58 45 69 

   

RIBEIRO (2011) constatou um aumento acentuado no consumo de nitrogênio total e 

carbono orgânico total após 8 h de produção, chegando à 16 h de produção com consumo de 

47 % de nitrogênio total e 27 % de carbono orgânico total. Comportamento semelhante foi 

verificado, também, em outros estudos (SANTOS, 2010; SCHWARTZ, 2010) onde houve um 

consumo constante de carbono e nitrogênio durante o processo, sendo mais acentuado no 

inicio da bioprodução. 

O constante consumo de glicerol durante a bioprodução está relacionado diretamente 

com o tempo de bioprodução e fase de crescimento microbiano. E esse crescimento pode ser 

afetado pela ausência de micronutrientes essenciais para o metabolismo celular. Observando-

se as Figuras 15 - 19, nota-se que a taxa de consumo de glicerol foi aumentando ao longo da 

bioprodução em todos os ensaios. Ao final das 96 h de bioprodução no ensaio 2 (Figura 16) 

foi observado o maior consumo de glicerol (76 %), sendo o menor consumo (55 %) verificado 

no ensaio 1 (Figura 15), podendo ser devido aos baixos níveis de glicerol presentes no ensaio 

com menor volume de alimentação.  

RIBEIRO (2011) observou que o consumo de glicerol (16 g/L) foi mais intenso nas 

primeiras 16 h e após esse período observou-se um pequeno consumo de glicerol com o 
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tempo, que após 96 h de bioprodução manteve-se praticamente constante, e ao final das 120 h 

de bioprodução foi observado um consumo total de 43 %. SAENGE (2011) constatou que o 

consumo de glicerol foi melhorado na batelada alimentada quando comparada com a batelada 

simples. SANTOS (2010) observou que a glicerina bruta foi quase completamente consumida 

durante a bioprodução. Já com glicerina P.A foi obtido um consumo menor, devido à ausência 

ou menor concentração de micronutrientes que poderiam ter favorecido o crescimento 

microbiano. KUSDIYANTINI (1998) verificou um consumo de glicerol superior a 50 % 

(40 g/L a 19,6 g/L),na produção de astaxantina em fermentação em batelada por P. 

rhodozyma. 

 

4.4 Parâmetros estequiométricos 

 

A Figura 20 mostra a produtividade em carotenoides dos cinco ensaios realizados. 

 
Figura 20 - Produtividade em carotenoides global (Pcar) ao longo da bioprodução em 

batelada alimentada nos ensaios 1 (37,5 mL), ensaio 2 e ensaio 5(112,5 mL), ensaio 3 

(75 mL) e no ensaio 4 (150 mL), a 1,5 vvm, 180 rpm, 25 °C, pHinicial 4,0 e de 96 a 120 h. 
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No ensaio 1 observa-se que até 72 h ocorreu aumento da produtividade em 

carotenoides, obtendo-se um máximo de 29,7 μg/L.h, e a partir deste ponto ocorreu 

decréscimo da produtividade até o final da biorreação. Para o ensaio 2 nota-se que até 96 h 

ocorreu o aumento da produtividade, obtendo-se um máximo de 45 μg/L.h. Para o ensaio 3 

observa-se que até 48 h ocorreu aumento da produtividade em carotenoides, obtendo-se um 

máximo de 40,3 μg/L.h, a partir deste ponto ocorreu decréscimo da produtividade até 84 h e 

um pequeno acréscimo até 96 h de biorreação.  

Já no ensaio 4 observa-se o máximo produtividade em carotenoides ocorreu em 24 h 

(26,4 μg/L.h), a partir deste ponto ocorreu decréscimo da produtividade até o final da 

biorreação, isto pode ter ocorrido devido a diminuição da taxa de transferência do oxigênio, 

pois a alimentação de substrato elevada a cada 12 h influencia na diminuição da área 

superficial do meio dentro do biorreator e consequentemente diminui a produtividade 

(BRANCO et al., 2010). No ensaio 5 nota-se que a máxima produtividade em carotenoides 

ocorreu em 96 h, obtendo-se 30,2 μg/L.h, produtividade inferior ao se comparar com o ensaio 

2 que utiliza as mesmas condições mas com glicerol puro, isto pode ter ocorrido devido ao 

glicerol bruto conter algum inibidor para a produção, já que este não foi pré-tratado. 

SCHWARTZ (2010) observou que até 40 h ocorreu aumento da produtividade em 

carotenoides, obtendo-se um máximo de 56,0 μg/L.h. A partir deste ponto ocorreu decréscimo 

da produtividade até o final da biorreação. VALDUGA et al. (2009) obtiveram somente em 

50 h um máximo de 56,9 μg/L/h em frascos agitados com meio sintético. 

A Figura 21 mostra a relação entre a produção de carotenoides e a produção de células 

dos ensaios realizados ao longo da bioprodução. 
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Figura 21 – Relação entre a produção de carotenoides e a produção de células (Yp/x) ao 

longo da bioprodução em batelada alimentada nos ensaios 1 (37,5 mL), ensaio 2 e ensaio 

5(112,5 mL), ensaio 3 (75 mL) e no ensaio 4 (150 mL), a 1,5 vvm, 180 rpm, 25 °C, pHinicial 

4,0 e de 96 a 120 h. 

 

De acordo com a Figura 21 o fator YP/X máximo de 859 μg/g foi obtido no ensaio 2 

com 96 h de bioprodução. Valor este superior ao observado por SCHWARTZ (2010) em 

biorreator com batelada simples, utilizando as mesmas condições operacionais, onde foi 

obtida uma conversão de 390 μg/g e por VALDUGA et al., (2009) em frascos agitados, onde 

foi obtida uma conversão 572,2 μg/g na segunda fase de cultivo (desaceleração). Segundo 

LIU et al. (2006) o aumento no rendimento específico de carotenoides é indicativo de uma 

ampliação na biossíntese de carotenoides nas células de levedura. Possivelmente este 

comportamento esteja relacionado a mudanças no metabolismo e estresse celular. O YP/X no 

ensaio 4 só descresceu ao longo da bioprodução, isto pode ser relacionado a maior 

alimentação de substratos e ao baixo valor de produção de carotenoides totais e de biomassa. 
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Segundo LUNA-FLORES (2010) se YP/X diminui ao longo da bioprodução isto se deve ao 

excesso de substrato no meio e falta de células para convertê-los em carotenoides. 

As Figuras 22-26 apresentam a evolução da velocidade específica de crescimento 

global (µx) e da produtividade em célula global (Px) durante a bioprodução nos ensaios 

realizados. 

  

Figura 22 – Evolução da velocidade específica de crescimento (µx) e da produtividade em 

célula (Px) durante a bioprodução em batelada alimentada no Ensaio 1 (alimentação de 

37,5 mL a cada 12 h a 1,5 vvm, 180 rpm, 25 °C, pHinicial 4,0 e 96 h). 
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Figura 23 – Evolução da velocidade específica de crescimento (µx) e da produtividade em 

célula (Px) durante a bioprodução em batelada alimentada no Ensaio 2 (alimentação de 

112,5 mL a cada 12 h a 1,5 vvm, 180 rpm, 25 °C, pHinicial 4,0 e 96 h).  

 

 
Figura 24 – Evolução da velocidade específica de crescimento (µx) e da produtividade em 

célula (Px) durante a bioprodução em batelada alimentada no Ensaio 3 (alimentação de 75 mL 

a cada 12 h a 1,5 vvm, 180 rpm, 25 °C, pHinicial 4,0 e 96 h). 
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Figura 25 – Evolução da velocidade específica de crescimento (µx) e da produtividade em 

célula (Px) durante a bioprodução em batelada alimentada no Ensaio 4 (alimentação de 

150 mL a cada 12 h a 1,5 vvm, 180 rpm, 25 °C, pHinicial 4,0 e 120 h). 

 

  
Figura 26 – Evolução da velocidade específica de crescimento (µx) e da produtividade em 

célula (Px) durante a bioprodução em batelada alimentada no Ensaio 5 (alimentação de 

112,5 mL a cada 12 h a 1,5 vvm, 180 rpm, 25 °C, pHinicial 4,0 e 96 h). 
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Observou-se que a velocidade específica máxima de crescimento (μmax) foi 0,05 h
-1 

no 

ensaio 1 (Figura 22). A produtividade em células máxima (Px) é de 0,085 g/L.h nos ensaio 1 e 

2 (Figuras 22 e 23). Em condição de abundância de substrato, os microrganismos crescem 

com velocidade máxima (µmáx). Quando o substrato deixa de estar em abundância, µ 

diminui, até atingir o valor zero quando a concentração de substrato no meio se esgota 

totalmente. Observou-se este comportamento em torno de 60 h–70 h de bioprodução, 

dependendo do ensaio, onde nesta faixa as células consumiam todo o substrato porem não o 

transformavam em máxima produção de carotenoides. Logo após este período a velocidade 

especifica aumenta devido ao acréscimo de substrato a reação.   

SCHWARTZ (2010) em biorreator com batelada simples, no ponto otimizado, obteve 

a velocidade específica máxima de crescimento (μmax) de 0,0456 h
-1

 e a produtividade em 

células máxima (Px) de 0,90 g/L.h, e a produtividade em carotenoides totais máxima de 56,0 

μg/L.h. 

VALDUGA et al. (2009) em frascos agitados obtiveram para o meio sintético a 

obtenção das maiores produtividades em relação ao meio agroindustrial, sendo que a 

produtividade em células (Px) máxima foi de 0,08 g/L/h e de 0,06 g/L/h para o meio sintético 

e agroindustrial e a produtividade em carotenoides totais foi de 14,2 e 10,4 μg/L/h, 

respectivamente. 

As Figuras 27 a 31 apresentam os fatores de conversão de glicerol, carbono orgânico 

total (COT) e nitrogênio total em carotenoides.  
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Figura 27 – Fatores de conversão de glicerol, COT e nitrogênio total em carotenoides ao 

longo da bioprodução em batelada alimentada no Ensaio 1 (alimentação de 37,5 mL a cada 

12 h a 1,5 vvm, 180 rpm, 25 °C, pHinicial 4,0 e 96 h). 

 
Figura 28 – Fatores de conversão de glicerol, COT e nitrogênio total em carotenoides ao 

longo da bioprodução  em batelada alimentada no Ensaio 2 (alimentação de 112,5 mL a cada 

12 h a 1,5 vvm, 180 rpm, 25 °C, pHinicial 4,0 e 96 h). 
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Figura 29 – Fatores de conversão de glicerol, COT e nitrogênio total em carotenoides ao 

longo da bioprodução  em batelada alimentada no Ensaio 3 (alimentação de 75 mL a cada 

12 h a 1,5 vvm, 180 rpm, 25 °C, pHinicial 4,0 e 96 h). 

 
Figura 30 – Fatores de conversão de glicerol, COT e nitrogênio total em carotenoides ao 

longo da bioprodução  em batelada alimentada no Ensaio 4 (alimentação de 150 mL a cada 

12 h a 1,5 vvm, 180 rpm, 25 °C, pHinicial 4,0 e 120 h). 
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Figura 31 – Fatores de conversão de glicerol, COT e nitrogênio total em carotenoides ao 

longo da bioprodução em batelada alimentada no Ensaio 5 (alimentação de 112,5 mL a cada 

12 h a 1,5 vvm, 180 rpm, 25 °C, pHinicial 4,0 e 96 h). 
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No ensaio 2 observa-se que os fatores de conversão de glicerol, COT e NT aumentam 

constantemente durante a produção comprovando assim a maior produção de carotenoides 

totais (4400 µg/L). 

As Figuras 32 a 36 mostram a conversão de glicerol, COT e nitrogênio total em 

células.  

 

Figura 32 – Fatores de conversão de glicerol, COT e nitrogênio total em células durante a 

bioprodução em batelada alimentada no Ensaio 1 (alimentação de 37,5 mL a cada 12 h a 1,5 

vvm, 180 rpm, 25 °C, pHinicial 4,0 e 96 h). 

 

0 

4 

8 

12 

16 

20 

0,0 

0,2 

0,4 

0,6 

0,8 

1,0 

1,2 

1,4 

1,6 

0 12 24 36 48 60 72 84 96 

Y
x
s
, 
b

a
s
e
 e

m
 n

it
ro

g
ê
n

io
 (

g
/g

) 

Y
x
s
, 
b

a
s
e
 e

m
 C

O
T

, 
b

a
s
e
 e

m
 g

li
c
e
ro

l 
(g

/g
) 

Tempo( h) 

Base em Glicerol 

Base em COT 

Base em Nitrogênio 



89 

 

 
Figura 33 – Fatores de conversão de glicerol, COT e nitrogênio total em células durante a 

bioprodução em batelada alimentada no Ensaio 2 (alimentação de 112,5 mL a cada 12 h a 1,5 

vvm, 180 rpm, 25 °C, pHinicial 4,0 e 96 h). 

 

Figura 34 – Fatores de conversão de glicerol, COT e nitrogênio total em células durante a 

bioprodução em batelada alimentada no Ensaio 3 (alimentação de 75 mL a cada 12 h a 1,5 

vvm, 180 rpm, 25 °C, pHinicial 4,0 e 96 h). 
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Figura 35 – Fatores de conversão de glicerol, COT e nitrogênio total em células durante a 

bioprodução em batelada alimentada no Ensaio 4 (alimentação de 150 mL a cada 12 h a 1,5 

vvm, 180 rpm, 25 °C, pHinicial 4,0 e 120 h). 

 

 

Figura 36 – Fatores de conversão de glicerol, COT e nitrogênio total em células durante a 

bioprodução em batelada alimentada no Ensaio 5 (alimentação de 112,5 mL a cada 12 h a 1,5 

vvm, 180 rpm, 25 °C, pHinicial 4,0 e 96 h). 
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Nas Figuras 32 a 36 observa-se comportamento semelhante em todos os ensaios, onde 

ao final da biprodução o fator de conversão permanece praticamente constante, exceto no 

Ensaio 3 que ocorre um pequeno aumento. O maior fator de conversão de glicerol, COT e 

nitrogênio total em células  foi obtido no ensaio 1 em 24 h de bioprodução (0,48), no ensaio 1 

em 24 h (1,68) e no ensaio 5 em 24 h de bioprodução (135,71), respectivamente. 

Nessa diminuição considerável, nota-se que muito substrato é consumido gerando 

poucas células, isso pode ser um indicativo de alguma bioconversão para outros produtos ou 

uma mudança muito forte no mecanismo.  

A Tabela 9 apresenta os maiores parâmetros cinéticos e estequiométricos globaisdo 

processo de bioprodução de carotenoides em processo de batelada alimentada pelo micro-

organismo S. salmonicolor. 

 

Tabela 9 – Máximos parâmetros cinéticos e estequiométricos da bioprodução em batelada 

alimentada dos ensaios em batelada alimentada 

Parâmetros Valor máximo 

obtido  

Ensaio Tempo de maior 

conversão (h) 

YP/G (μg/g) (Base em glicerol) 101 1 72 

YX/G (g/g) (Base em glicerol) 0,78 5 24 

YP/C (μg/g) (Base em COT) 1062 1 36 

YX/C (g/g) (Base em COT) 1,68 1 24 

YP/N (μg/g) (Base em nitrogênio) 6783 3 48 

YX/N (g/g) (Base em nitrogênio) 18,56 2 24 

YP/X (μg/g) 859 2 96 

Px (g/L.h) 0,085 1 e 2 36 

μx (h
-1

) 0,05 2 - 

 

Observa-se através da Tabela 9 que a maioria dos fatores de conversão ocorreram nas 

primeiras 24 h de bioprodução, nesta faixa observou-se a também a maior elevação do pH (de 

4 para 7,8) que resultou devido ao grande consumo da quantidade de substratos ocasionando a 
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proteólise do Mo, por isso que o fator de conversão de glicerol, COT e nitrogênio em célula e 

o fator de conversão de COT em produto foram maiores nas primeiras 24 h. Comparando os 

valores obtidos em frascos agitados com meio sintético (VALDUGA et al., 2009), em 

biorreator em meio sintético SCHWARTZ (2010) com os obtidos neste estudo comprovam 

que a diferenciação dos fatores de conversão evidencia o comportamento distinto do 

crescimento celular e consumo de substratos em frascos agitados e no biorreator. 
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5. CONCLUSÕES E SUGESTÕES 

5.1 Conclusões 

1. Nos ensaios em frascos agitados obteve-se máxima produção de carotenoides de 1596 μg/L 

no ensaio 7 (15 g/L de peptona, 5 g/L de extrato de malte, 80 g/L de glicerol e 0,3 g/L de 

ácido mevalônico), mas como este ensaio não diferiu estatisticamento do ensaio 2 

(1510 μg/L), com as mesmas condições, porém sem ácido mevalônico, mostrando assim a não 

necessidade do ácido mevalônico como indutor da biossíntese para este micro-organismo,  

obtou-se trabalhar em batelada alimentada com o Ensaio 2 visando redução de custo. 

2. O teor máximo de carotenoides totais foi de 4400 μg/L obtido no Ensaio 2, em 96 h, com 

80 g/L de glicerol, 5 g/L de peptona, 15 g/L de extrato de malte, aeração de 1,5 vvm, agitação 

de 180 rpm, temperatura de 25 °C, pH inicial 4,0 e um volume de alimentação de 112,5 mL a 

cada 12 h; 

3. O Ensaio 3 destaca-se pela utilização de glicerol bruto, onde obteve-se o teor máximo de 

carotenoides totais de 3009 µg/L, em 96 h de biprodução, podendo este ser utilizado como 

substrato para a produção de carotenoides. 

4. A bioprodução de carotenoides pela levedura S. salmonicolor CBS 2636 apresenta 

formação de carotenoides associada ao crescimento celular na fase exponencial; 

5. A velocidade específica máxima de crescimento (μmax) para S. salmonicolor em biorreator 

é de 0,05 h
-1

 com uma produtividade máxima em células de 0,085 g/L.h; 

6. O fator de conversão de carbono orgânico total (COT) em células (YX/C) foi de 1,68 g/g 

(Ensaio 1 em 24 h), o fator de conversão de glicerol em células (YX/G) foi de 0,78 g/g (Ensaio 

5 com 24 h). A produção específica de carotenoides (YP/X) foi de 859,1 μg de carotenoides/g 

de células no Ensaio 2 com 96 h, o fator de conversão de carbono em produto (YP/C) foi de 

1062 μg/g (Ensaio 1 com 36 h), enquanto que o fator YP/G foi de 101 μg/g (Ensaio 1 com 72 
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h) e o fator de conversão de nitrogênio total em produto (YP/N) foi de 6783 μg/g (Ensaio 3 

com 48 h), enquanto que o fator YX/N foi de 18,56 g/g (Ensaio 2 com 24 h). 

7. A bioprodução em batelada alimentada (4400 μg/L) conduziu a um aumento na 

concentração de carotenoides totais de 1,33 vezes se comparada à batelada simples 

(1510 μg/L). 
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5.2 Sugestões para trabalhos futuros 

1. Avaliar a suplementação com minerais com um possível efeito estimulador ou inibidor da 

carotenogênese; 

2. Realizar bioprodução com pH controlado e obter parâmetros estequiométricos verificando a 

possibilidade de alterações no pH durante a bioprodução; 

3. Avaliar os efeitos da luminosidade sobre o crescimento celular da levedura S. salmonicolor 

(CBS 2636) e produção de carotenoides; 

4. Cultivar S. salmonicolor (CBS 2636) em cultivo contínuo e semi-contínuo, e avaliar a 

possibilidade de reciclo de células, a fim de aumentar o rendimento de carotenoides totais; 

5. Identificação e caracterização dos carotenoides; 

6. Avaliar novas metodologias para extração de carotenoides; 

7. Modelagem matemática do processo otimizado; 

8. Realizar o pré-tratamento do glicerol bruto antes de utilizá-lo na bioprodução. 
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APENDICE  

 

Tabela 10 - Cinética da bioprodução de carotenóides, biomassa da levedura S. pararoseus, 

evolução do pH  e consumo de carbono orgânico total, nitrogênio e glicerol para o ensaio 1 de 

batelada alimentada. 

Tempo 

(h) 

Biomassa 

(g/L) 

pH Carotenóides 

Totais (µg/L) 

Carbono Orgânico 

Total (g/L) 

Nitrogênio 

Total (g/L) 

Glicerol 

(g/L) 

0 0,4 4,07 109 19007 1206 67,4 

24 2,4 7,85 235 18885 1174 63,1 

36 2,8 7,18 747 18406 1045 56,6 

48 3,9 6,48 1500 16050 886,4 52,1 

72 4,3 5,27 2457 14647 798,1 44,1 

84 5,0 5,08 2602 13060 746,6 38,5 

96 5,3 4,62 2924 13116 629,5 30,5 

 

Tabela 11 - Cinética da bioprodução de carotenóides, biomassa da levedura S. pararoseus, 

evolução do pH  e consumo de carbono orgânico total, nitrogênio e glicerol para o ensaio 2 de 

batelada alimentada. 

Tempo 

(h) 

Biomassa 

(g/L) 

pH Carotenóides 

Totais (µg/L) 

Carbono Orgânico 

Total (g/L) 

Nitrogênio 

Total (g/L) 

Glicerol 

(g/L) 

0 0,4 4,07 109 19007 1206 67,4 

24 2,0 7,83 242 17416 1117 57,7 

36 3,4 7,54 318 15687 971 53,4 

48 3,9 7,35 643 14206 939 49,1 

60 3,9 7,11 1954 11690 734 38,8 

72 4,6 6,81 3070 9295 579 24,3 

96 5,4 4,06 4400 6600 383 16,3 

 

Tabela 12 - Cinética da bioprodução de carotenóides, biomassa da levedura S. pararoseus, 

evolução do pH  e consumo de carbono orgânico total, nitrogênio e glicerol para o ensaio 3 de 

batelada alimentada. 

Tempo 

(h) 

Biomassa 

(g/L) 

pH Carotenóides 

Totais (µg/L) 

Carbono Orgânico 

Total (g/L) 

Nitrogênio 

Total (g/L) 

Glicerol 

(g/L) 

0 0,4 4,07 109 19007 1206 67,4 

24 1,3 7,73 486 18181 1142 59,1 

36 3,0 7,34 891 17244 1037 52,8 

48 3,7 7,12 2042 15424 921 46 

60 3,7 5,44 2212 14704 859 41,1 

84 5,6 4,62 2258 13667 786 34,8 
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96 7,6 4,34 3205 12208 702 29,4 

 

Tabela 13 - Cinética da bioprodução de carotenóides, biomassa da levedura S. pararoseus, 

evolução do pH  e consumo de carbono orgânico total, nitrogênio e glicerol para o ensaio 4 de 

batelada alimentada. 

Tempo 

(h) 

Biomassa 

(g/L) 

pH Carotenóides 

Totais (µg/L) 

Carbono Orgânico 

Total (g/L) 

Nitrogênio 

Total (g/L) 

Glicerol 

(g/L) 

0 0,4 4,07 109 19007 1206 67,4 

24 1,9 7,87 742 11798 1102 45,7 

36 2,2 7,66 830 10997 977 41,3 

48 3,0 7,5 840 9905 801 38,1 

60 3,7 7,44 940 9574 699 35,9 

72 4,7 6,92 979 9249 579 33,6 

84 4,8 6,55 1001 8150 486 30,6 

96 4,5 5,86 1030 7311 432 27,6 

108 4,6 5,75 881 7250 394 25,6 

120 4,6 5,22 809 6433 359 24,9 

 

Tabela 14 - Cinética da bioprodução de carotenóides, biomassa da levedura S. pararoseus, 

evolução do pH  e consumo de carbono orgânico total, nitrogênio e glicerol para o ensaio 5 de 

batelada alimentada. 

Tempo 

(h) 

Biomassa 

(g/L) 

pH Carotenóides 

Totais (µg/L) 

Carbono Orgânico 

Total (g/L) 

Nitrogênio 

Total (g/L) 

Glicerol 

(g/L) 

0 0,4 4,07 109 19007 1206 61,9 

24 1,3 7,66 253 17670 1199 60,7 

36 2,6 7,19 992 14650 1066 45,9 

48 3,3 6,86 1377 13080 949 41,1 

60 4,2 5,25 1905 11890 859 32,7 

72 3,6 4,64 1948 10570 792 28,1 

84 4,0 4,41 2174 9630 729 25,6 

96 4,5 4,19 3009 7900 667 19 
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(a)            (b) 

Figura 37 - Linearização do crescimento celular da levedura S. salmonicolor (CBS 2636) no 

ensaio 1 (a) e no ensaio 2 (b)  

 

 
 

(a)         (b) 

Figura 38 - Linearização do crescimento celular da levedura S. salmonicolor (CBS 2636) no 

ensaio 3 (a) e no ensaio 4 (b) 
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Figura 39 - Linearização do crescimento celular da levedura S. salmonicolor (CBS 2636) no 

Ensaio 5 

 

(a)                (b) 

Figura 40 - Determinação do fator de conversão YX/G com base em glicerol para o ensaio 1(a) 

e para o ensaio 2 (b) 
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(a)          (b) 

Figura 41 - Determinação do fator de conversão YX/G com base em glicerol para o ensaio 3 

(a) e para o ensaio 4 (b) 

 

Figura 42 - Determinação do fator de conversão YX/G com base em glicerol para o Ensaio 5 
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Figura 43 - Determinação do fator de conversão YP/G com base em glicerol para o Ensaio 1 

 
 

Figura 44 - Determinação do fator de conversão YP/G com base em glicerol para o Ensaio 2 
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Figura 45 - Determinação do fator de conversão YP/G com base em glicerol para o Ensaio 3 

 
 

Figura 46 - Determinação do fator de conversão YP/G com base em glicerol para o Ensaio 4 

 

y = -81,024x + 5427,5 
R² = 0,9489 

0 

500 

1000 

1500 

2000 

2500 

3000 

3500 

0 20 40 60 80 

C
a
ro

te
n

o
id

e
s
 (


g
/L

) 

Glicerol (g/L) 

y = -23,667x + 1756,1 
R² = 0,9722 

0 

200 

400 

600 

800 

1000 

1200 

0 20 40 60 80 

C
a
ro

te
n

o
id

e
s
 (


g
/L

) 

Glicerol (g/L) 



118 

 

 
Figura 47 - Determinação do fator de conversão YP/G com base em glicerol para o Ensaio 5 

 

(a)           (b) 

Figura 48 - Determinação do fator de conversão YX/C com base em COT para o ensaio 1(a) e 

para o ensaio 2 (b) 
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(a)         (b) 

Figura 49 - Determinação do fator de conversão YX/C com base em COT para o ensaio 3 (a) e 

para o ensaio 4 (b) 

 

Figura 50 - Determinação do fator de conversão YX/C com base em COT para o Ensaio 5 
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Figura 51 - Determinação do fator de conversão YP/C com base em COT para o Ensaio 1 

 

Figura 52 - Determinação do fator de conversão YP/C com base em COT para o Ensaio 2 

 

Figura 53 - Determinação do fator de conversão YP/C com base em COT para o Ensaio 3 
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Figura 54 - Determinação do fator de conversão YP/C com base em COT para o Ensaio 4 

 

Figura 55 - Determinação do fator de conversão YP/C com base em COT para o Ensaio 5 

 

(a)         (b) 

Figura 56 - Determinação do fator de conversão YX/N com base em nitrogênio total para o 

ensaio 1 (a) e para o ensaio 2 (b) 
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(a)        (b) 

Figura 57 - Determinação do fator de conversão YX/N com base em nitrogênio total para o 

ensaio 3 (a) e para o ensaio 4 (b) 

 

Figura 58 - Determinação do fator de conversão YX/N com base em nitrogênio total para o 

Ensaio 5 
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Figura 59 - Determinação do fator de conversão YP/ N com base em nitrogênio total para o 

Ensaio 1 

 

Figura 60 - Determinação do fator de conversão YP/ N com base em nitrogênio total para o 

Ensaio 2 

 

Figura 61 - Determinação do fator de conversão YP/ N com base em nitrogênio total para o 

Ensaio 3 
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Figura 62 - Determinação do fator de conversão YP/ N com base em nitrogênio total para o 

Ensaio 4 

 

Figura 63 - Determinação do fator de conversão YP/ N com base em nitrogênio total para o 

Ensaio 5 
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