URI - CAMPUS ERECHIM
DEPARTAMENTO DE CIENCIAS AGRARIAS
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM ENGENHARIA DE ALIMENTOS

BIOPRODUCAO DE CAROTENOIDES POR UMA NOVA CEPA DE Sporidiobolus
pararoseus UTILIZANDO RESIDUOS AGROINDUSTRIAIS

ARTHUR HENRIQUE RAUSCH RIBEIRO

Dissertagao de Mestrado submetida ao Programa de Pos-
graduacdo em Engenharia de Alimentos da URI - Campus
de Erechim, como requisito parcial a obtencdo do Grau de
Mestre em Engenharia de Alimentos, Area de
Concentragao: Engenharia de Alimentos da Universidade
Regional Integrada do Alto Uruguai e das Missdes — URI,

Campus de Erechim.

ERECHIM, RS —- BRASIL
03 de Novembro, 2011



Bioproducao de Carotenoides por uma Nova Cepa de Sporidiobolus

pararoseus Utilizando Residuos Agroindustriais

ARTHUR HENRIQUE RAUSCH RIBEIRO

Dissertagdo de Mestrado submetida a Comissdo Julgadora do Programa de Mestrado em
Engenharia de Alimentos como parte dos requisitos necessarios & obtengao do Grau de Mestre
em Engenharia de Alimentos, Area de Concentragdo: Engenharia de Alimentos.

Comissao Julgadora:

Prof. Eunice Valduga, D.Sc.
Orientadora

Prof. Geciane Toniazzo D.Sc.

Orientadora

Prof. , D.Sc.

Prof. , D.Sc.

Erechim, 03 de Novembro de 2011.

AGRADECIMENTOS



A Deus, pela dadiva da vida e o dom da sabedoria. A quem nos momentos dificeis

recorri e sempre me iluminou.

Aos meus pais por terem me mantido, auxiliando e incentivando em tudo que precisei,
por todo amor e carinho que sempre me dedicaram, por serem tdo especiais e cuidarem tanto

de mim. A vocés que sempre acreditaram em mim e fizeram o possivel para me ver feliz.

As minhas orientadoras: Eunice e Geci, pelos momentos aprendizado, pela paciéncia,

pelo rigor com meus erros e pela amizade, carinho e compreensao.

Aos professores do curso pelas contribui¢des a este trabalho e 4 minha formacao, pela

aten¢do dispensada e pelo conhecimento transmitido.

Aos amigos e colegas, ao pessoal do laboratorio, as amizades conquistadas durante o
curso e, em especial a “Lidia” e “Karine” pelo auxilio, pelos inumeros encontros,
experimentos, pelas tentativas frustradas, noites mal dormidas, pelos risos, pelas conquistas e
varios bons momentos no laboratério, também, pela orientagdo e por terem dividido comigo
conhecimento em momentos de davida. A todas as pessoas que me auxiliaram direta ou
indiretamente ¢ em especial as que ajudaram na parte experimental. Pessoas sempre

atenciosas, disponiveis e amigas.
A banca examinadora pelo tempo dedicado 4 analise deste trabalho.

A URI, campus Erechim e Departamento de Engenharia de Alimentos pelo uso de suas

instalagoes.

A todos que, embora ndo citados nominalmente, foram importantes para a realizagao

deste trabalho.



Resumo da dissertagdo apresentada ao Programa de Pos-graduacdo em Engenharia de
Alimentos como parte dos requisitos necessarios para obtengdo do Grau de Mestre em

Engenharia de Alimentos.

BIOPRODUCAO DE CAROTENOIDES POR UMA NOVA CEPA DE Sporidiobolus
pararoseus UTILIZANDO RESIDUOS AGROINDUSTRIAIS

ARTHUR HENRIQUE RAUSCH RIBEIRO
Novembro/2011

Orientadoras: Eunice Valduga

Geciane Toniazzo

Os carotenodides sdo corantes naturais sintetizados por plantas, algas e micro-organismos.
Estes sdo pigmentos de grande utilizagdo industrial, tém despertado interesse devido a
preocupacdo com o uso de aditivos quimicos nos alimentos e ao seu potencial efeito benéfico
na saide humana. Sua produgdo pela fermentacao pode tornar-se industrialmente praticavel e
o custo da producao minimizado, com o uso de subprodutos industriais baratos como fontes
de nutrientes. Desta forma, o objetivo deste trabalho foi produzir carotendides por uma nova
cepa de levedura Sporidiobolus pararoseus utilizando residuos agroindustriais (glicerol,

agua de maceracao de milho - AMM e 4gua de parboilizagao de arroz — APA). A bioprodugao
foi realizada em frascos agitados, sem ilumina¢ao, durante 120 h, variando a concentragao do
meio complexo (glicerol, AMM e APA), mediante o emprego de metodologia de
planejamento de experimentos para maximizar a bioproducdo. A recuperagdo dos carotenoides
foi realizada empregando nitrogénio liquido e dimetilsulfoxido (DMSO) para ruptura celular,
e extracao com mistura de acetona/metanol (7:3, v/v). A determinagdo dos carotendides totais
foi realizada espectrofotometricamente (A= 448 nm). A concentragdo méaxima de carotendides
totais obtida foi de 843 pg/L a 25 °C, pH inicial 4,0, 180 rpm, 40 g/L de glicerol, 40 g/L de
agua de maceragao de milho (AMM) e 20 g/L de dgua de parbolizacdo de arroz (APA). A
partir dos dados da cinética de bioprodugdo verificou-se que a concentragdo maxima de
carotenoides totais foi atingida em 96 h do inicio do processo fermentativo.

Palavras-chave: Carotenoides; Sporidiobolus pararoseus; glicerol, dgua de maceragdo de
milho, 4gua de parboilizagdo de arroz.

Abstract of Dissertation presented to Food Engineering Program as a partial fulfillment of the

requirements for the Degree of Master in Food Engineering.
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BIOPRODUCION OF CAROTENOIDS BY A NEW STRAIN OF Sporidiobolus
pararoseus USING AGROINDUSTRIAL WASTES

ARTHUR HENRIQUE RAUSCH RIBEIRO

November/2011
Advisors: Eunice Valduga

Geciane Toniazzo

Carotenoids are natural dyes biosynthesized by plants, algae and microorganisms. They are
pigment highly used in industry and have drawn attention due to the concern with chemical
additives used in food and their potential beneficial effect on human health.production by
fermentation can become industrially feasible and the cost of production minimized, with the
use of industrial byproducts cheap as sources of nutrients. In this way, the objective of this
work was to optimize the bioproducion of carotenoids by a new strain of Sporidiobolus
pararoseus using waste agroindustry (glycerin, corn steep liquor - CS and rice parboilization
wastewater - RPW). The bioproducion was performed in shaken flasks without lighting,
during 120 h, ranging from the concentration of the complex medium (glycerin, CS, RPW),
through the employment of methodology for design of experiments to maximize
bioproducion. The recovery of carotenoids was performed using liquid nitrogen and dimethyl
sulfoxide (DMSO) for cell disruption, and extraction with a mixture of acetone / methanol
(7:3, v/v). The determination of carotenoids was performed spectrophotometrically (A =
448 nm). The maximum concentration of carotenoids totals obtained was 843 pg/L at 25 °C,
pH 4.0 , 180 rpm, 40 g/L of glycerin, 40 g/L of corn steep liquor (CS) and 20 g/L of rice
parboilization wastewater (RPW). The data from the kinetics of bioproducion it was found
that the maximum concentration of carotenoids total was achieved in 96 hours of the onset of

fermentation process.

Key words: Carotenoids; Sporidiobolus pararoseus; glycerin, corn steep liquor; rice

parboilization wastewater.
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1 INTRODUCAO

Carotendides sao pigmentos naturais responsaveis pela coloracdo amarela, laranja, vermelha,
sintetizados por plantas e micro-organismos (leveduras, fungos filamentosos, algumas espécies de
bactérias, algas e liquens) (ARMSTRONG, 1994; NIIZU, 2003). Devido as suas propriedades
corantes ¢ ao seu potencial efeito benéfico na saide humana (atividade pro-vitaminica A,
fortalecimento do sistema imunolédgico, diminuig¢do do risco de varias doengas degenerativas), tem
aumentado nos ultimos anos o interesse nesses compostos, pelas industrias de alimentos (corantes e

suplementos nutricionais), farmacéutica, cosmética e de ragdo (FRASER & BRAMLEY, 2004).

A procura por compostos naturais, devido a preocupagdo com a utilizacdo de aditivos
quimicos em alimentos, tem resultado num aumento de pesquisas referentes a producdo de
carotendides por via fermentativa. O desenvolvimento de processos biotecnoldgicos para a
producdo de carotenodides visa um aumento do rendimento da concentragdo de carotendides assim
como a redugdo de custos relativos ao processo, através da utilizacdo de substratos de baixo custo,
como os subprodutos agroindustriais, e ricos em agucares € matéria organica, sendo que no contexto

nacional, o Brasil ¢ rico em subprodutos desta natureza (DAS et al., 2007).

No Brasil, a bioproducao de pigmentos a partir de residuos agroindustriais, tais como melago
de cana, agua de maceracdo de milho - milhocina, d4gua de parboilizacdo de arroz e glicerol, pode
ter grande apelo econdmico, devido ao baixo custo destes subprodutos e a abundancia de matéria
primas. Neste sentido foram registradas producdes anuais médias para o arroz, milho e cana-de-
actcar de 12, 42 e 410 milhdes de toneladas (IBGE, 2009). Ao exemplificar, somente na
parboilizacdo de arroz sdo geradas quantidades expressivas de residuos, aproximadamente
0,83 L/kg de arroz em casca (FARIA et al., 2006). Na producdo de biodiesel, sdo gerados,
aproximadamente 10 m’ de glicerina ou glicerol para cada 90 m® de biodiesel produzidos por
transesterificacdo. Assim, as projecdes mostram uma producdo de cerca de 100 mil toneladas de
glicerina/glicerol por ano e cerca de 250 mil toneladas a cada ano, a partir de 2013. Estima-se que
em todo o mundo a produgdo de glicerol alcangarda 1,2 milhdes de toneladas por volta de 2012,
devido ao aumento da produ¢ao de biodiesel (MOTA et al., 2009).

A agroindustrializag¢do de produtos a base de milho através de processamento umido resulta
em subprodutos solidos e liquidos, que dispostos de forma inadequada tornam-se fontes de
contaminagdo e agressdo ao meio ambiente. Assim, atualmente estdo sendo feitos diversos estudos

que visam a valorizacdo e o aproveitamento destes subprodutos da cadeia do milho (palha do
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sabugo do milho, milhocina e sabugo do milho). Neste contexto a d4gua de maceracdo de milho —
AMM ou Milhocina tem sido utilizada como um componente importante de alguns meios de
crescimento, sendo excelente fonte de nitrogénio organico, componente essencial para o
crescimento microbiano (LOSS, 2009).

O arroz ¢ um dos cereais de maior importincia na atualidade, tanto a nivel mundial como
nacional, sendo constituinte basico da dicta brasileira. O Brasil encontra-se entre os 10 maiores

produtores de arroz, ocupando o nono lugar no mercado mundial.

O setor agropecuario do Rio Grande do Sul ¢ destaque nacional, com participagdo de
13,42% no total da produgdo brasileira. O cultivo do arroz no estado abrange cerca de 47,8% do
total produzido no Brasil, tornando o Rio Grande do Sul um dos maiores produtores nacionais deste
grao, sendo o Brasil um dos maiores produtores mundiais. A atividade do plantio e a industria do
beneficiamento do arroz constituem uma das principais atividades econdmicas na metade sul do Rio
Grande do Sul, correspondendo a 99,8% da produgao do estado, gerando metade de toda a producdo
nacional, com arrozais irrigados ocupando a faixa litordnea compreendida entre os municipios de
Rio Grande e Santa Vitéria do Palmar (QUEIROZ & KOETZ, 1997).

A parboilizagdo tem se tornado um dos mais importantes processos de beneficiamento do
arroz. Segundo Amato e Silveira (1991), em nivel de exportagdes, o arroz parboilizado participa em

cerca de 50% deste comércio.

O arroz parboilizado representa 25% do total de arroz produzido no Brasil, assim como no
resto do mundo, sendo a parbolizacao do arroz definida na legislagao brasileira como um processo
hidrotérmico, no qual o arroz em casca ¢ imerso em agua potavel com temperatura superior a 58°C,
seguido de uma gelatinizagdo parcial ou total do amido e secagem (BRASIL, 1998; AMATO e
SILVEIRA, 1991).

H4é algumas décadas as condi¢cdes ambientais € os estimulantes da carotenogénese vém sendo
examinados, a fim de melhorar a producdo de carotendides e avaliar os micro-organismos
produtores de pigmento (microalgas, fungos e bactérias). A composicdo do meio de cultivo, tais
como a fonte de carbono e nitrogénio (AKSU e EREN, 2005), presenca de metais e sais (BUZZINI
et al., 2005) e/ou de agentes quimicos (SILVA, 2004) sdo fatores que necessitam de investigagao
para um aumento na produgao.

Tendo isso em vista, o presente trabalho tem como objetivo o estudo da bioproducdo de
carotendides utilizando uma nova cepa de Sporidiobolus pararoseus, empregando substratos
agroindustriais (glicerol, agua de maceragao de milho - AMM e agua de parboilizagdo de arroz -

APA) em frascos agitados.
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Como forma de embasar cientificamente os resultados obtidos sera apresentado um
referencial tedrico coerente ao assunto, seguido pela descricdo detalhada do procedimento
experimental adotado. A apresentacdo e discussdo dos resultados e as conclusdes e sugestdes

encerram este trabalho.

2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
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Neste item serdo apresentadas informagdes sobre a bioprodugdo de carotenoides, abordando
defini¢des, estrutura quimica, nomenclatura, biossintese, propriedades e fungdes dos carotendides
na saude humana, aspectos industriais da produ¢do, micro-organismos produtores, fatores que

influenciam a bioproducao e processos de extragdo e recuperagao destes compostos.

2.1 Estrutura quimica, nomenclatura e biossintese dos carotenoides

Os carotenoides sdao tetraterpenoides sintetizados nas plantas, e outros organismos
fotossintéticos, e também por algumas bactérias e leveduras ndo-fotossintéticas. A maioria dos
carotenoides sdo compostos de uma ligacao central de carbono alternando liga¢des simples e duplas
e com diferentes grupos ciclicos ou aciclicos na extremidade. Suas maiores fung¢des bioquimicas sao
determinadas pelo sistema prolongado de ligacdes duplas conjugadas que ¢ também responsavel
pela sua cor (BRITTON, 1995). Os carotenoides selecionados sao componentes dos cloroplastos e
possuem um papel importante na protecdo das plantas aos danos fotooxidativos (DEMMIG-
ADAMS e ADAMS, 2002). A cor amarelo, alaranjada e vermelha de muitas frutas e flores sdo
causadas por cromoplastos de contencao geralmente desprovidos de clorofila.

De acordo com sua composicdo quimica sao classificados em carotenos ou xantofilas
(OLSON e KRINSKY, 1995). O B-caroteno, o a-caroteno, € o licopeno sdo membros proeminentes
do grupo do caroteno que inclui os carotenoides compostos somente de carbono e atomos de
hidrogénio. As xantofilas, entretanto, carregam pelo menos um atomo de oxigénio. Zeaxantina,
luteina, o e B criptoxantina, a cantaxantina e astaxantina sdo xantofilas importantes com grupos
hidroxi- e ceto como elementos estruturais. A Figura 1 apresenta a estrutura dos principais

carotenoides.
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Figura 1: Estrutura quimica dos carotenoides

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

formacao de xantofilas, como descrito na Figura 2.
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Acido mevaldnico

Estigios iniciais l
Geranilgeranil difosfato

Formacao de Fitoeno i

Fitoeno
Desaturacio i
Licopeno
Ciclizacao i
p-Caroteno

Hidroxilacao, etc, i

Xantofilas

Figura 2: Sumario dos principais estagios da biossintese de carotenoides (SILVA, 2004).

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

descrito na Figura 3 (SILVA, 2004).

Inicialmente o acido mevalonico ¢ convertido em isopentil difosfato que sofre isomerizagao
para formar o dimetilail difosfato que ¢ a base para a elongacdo da cadeia. Sucessivas adig¢des de
moléculas de isopentil difosfato levam a formagdo do geranil difosfato (dez carbonos), farnesil

difosfato (quinze carbonos) e geranilgeranil difosfato (vinte carbonos) (SILVA, 2004).
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Figura 3: Estagios iniciais da biossintese de carotenoides (SILVA, 2004).

A reacdo chave para a carotenogénese ¢ a dimerizacdo de duas moléculas de

geranilgeranildifosfato para formar o fitoeno, que ¢ o primeiro carotendide com quarenta carbonos.

Segue uma série de desaturagdes a partir do Fitoeno para formar Fitoflueno, Zetacaroteno,

Neurosporeno e, finalmente, Licopeno (Figura 4).
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Figura 4: Estagios intermediarios da biossintese de carotenoides (SILVA, 2004).

A ciclizacdo pode acontecer a partir de Neurosporeno ou de licopeno (Figura 5). O
Neurosporeno sofre ciclizagdo em uma das extremidades, formando o anel  de f-Zeacaroteno ou o
anel € de a-Zeacaroteno. Estes dois carotenoides sdo transformados em y-Caroteno e d-Caroteno,
respectivamente, pela introdugdo de uma dupla ligacdo, estendendo o sistema de duplas ligacdes
conjugadas. O Licopeno pode ser também cliclizado em uma das extremidades, gerando y-Caroteno
ou 6-Caroteno. Estes carotenos monociclicos sofrem cicliza¢do na outra extremidade, resultando em

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

Nos passos finais da biossintese ocorre a introdu¢do de substituintes como hidroxila,
gerando as xantofilas (Figuras 6 e 7). Zeinoxantina, a-Criptoxantina (monohidroxiladas) e Luteina
(dihidroxilada) sdo formadas por hidroxilagdo de a-Caroteno. B-Criptoxantina e Zeaxantina sao

derivados hidroxilados de B-Caroteno enquanto que a Violaxantina ¢ formada pela epoxidacao da

Zeaxantina (SILVA, 2004).
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Figura 7: Formacao de Xantofilas a partir de f-Caroteno (SILVA, 2004).
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2.2 Propriedade e fun¢des dos carotenoides

Os carotenoides mais pesquisados por seu envolvimento na saide humana sdo o -Caroteno
(B,p-Caroteno), a-Caroteno ( B,e-Caroteno), B-Criptoxantina (B,B-Caroten-3-ol), Licopeno ( vy, y-
caroteno), Luteina (B,e-caroteno-3-3’-diol) e Zeaxantina (J3, B-caroteno-3-3’-diol) (RODRIGUEZ-
AMAYA et al., 2008).

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

Qing et al. (2002), ap6s examinarem diversas pesquisas.

Além da importancia dos B-Carotenos como prd-vitamina A, nas Ultimas décadas foram
descobertas intimeras fungdes. Portanto, pode-se considera-los essenciais aos seres humanos. Na
absorcao, podem ser divididos em retinal; caso contrario podem ser absorvidos na forma em que se
encontram. Neste ultimo caso, apresentam funcdes ‘“antioxidantes” na célula. Em anos mais
recentes, outros efeitos promotores da satde tém sido atribuidos aos carotenoides: imunomodulagao
e reducdo do risco de contrair doencas cronicas degenerativas, como cancer, doencas
cardiovasculares, catarata e degeneracdo macular relacionada a idade. Tais atividades fisiologicas
ndo possuem relagdo com a atividade vitaminica A e t€m sido atribuidas as suas propriedades
antioxidantes, especificamente, a capacidade de seqiiestrar o oxigénio singleto e interagir com 0s

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

Entretanto, outros mecanismos de acao dos carotenoides contra as doencas cronicas foram
relatados. Tais como a inibi¢do da proliferagao celular, realce da diferenciacao celular, estimulacao

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

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

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

De acordo com Uenojo et al., (2007) os carotenoides possuem um efeito destacavel na
resposta imune € na comunicacdo intracelular e apresentam efeitos benéficos contra doencgas
relacionadas ao envelhecimento. Além disso, hd indicios de que os carotenoides em associagdo com
outros componentes de frutas e vegetais apresentam efeito protetor contra algumas doengas
cronicas. Por exemplo, o efeito sinergistico entre B-Caroteno e vitaminas C e E foi observado na
protecao celular, provavelmente decorrente da capacidade do B-Caroteno em destruir os radicais

livres e reparar os radicais de tocoferol produzidos pela a¢do do a-Tocoferol.
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O Licopeno, caroteno presente em produtos de tomate, previne a oxidacdo da lipoproteina de
baixa densidade (Low Density Protein - LDL) e reduz o risco do desenvolvimento de aterosclerose
e doencas coronarias, além disso, outras pesquisas sugerem que este carotenoide pode reduzir o
cancer de proéstata, pulmao, pele e bexiga. O efeito antioxidante da Bixina e Norbixina tem
importancia na prevencdo de aterosclerose. Uma vez que as lesdes ateroscleroticas iniciam-se apos
algum tipo de lesdo no endotélio cujo dano é causado principalmente pela lipoproteina LDL

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

2.3 Micro-organismos produtores de carotenoides

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

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

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

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

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

(JOHNSON & SCHROEDER, 1995).

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

potencial para serem empregados na bioproducdo dos principais carotenoides.
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Tabela 1: Micro-organismos empregados na bioproducao de carotenoides.

Espécies

Carotendides produzidos

Referéncias

Synechococcus sp.

Chlamydomonas
acidophila

Chlamydomonas
reinhardii
Chlorella zofingiensis
Chlorella pyrenoidosa

Chlorella vulgaris

Dunaliela bardawill

Dunaliella sp.

Dunaliella salina

Dunaliella parva
Dunaliella tertiolecta
DCCBC26
Haematococcus sp.
Haematococcus pluvialis
NIES-144

Haematococcus pluvialis

Phaeodactylum
tricornutum

Brevibacterium linens
Chlorofleux aurantiacus

Ervinia sp.

Cianobactérias
B —Caroteno, B —
Criptoxantina, Zeaxantina,
Mixoxantofila
Algas
[ —Caroteno, Luteina,
Zeaxantina, Violaxantina

Anteraxantina, -
Caroteno, Clorofila,
Neoxantina, Violaxantina,
Zeaxantina
Astaxantina, Luteina

Violaxantina

Violaxantina

Luteina, Zeaxantina
Astaxantina, B-Caroteno.
B —Caroteno
Anteraxantina, -
Caroteno, Neoxantina,
Violaxantina, Zeaxantina

B —Caroteno (trans e 9-cis)

Astaxantina, B-Caroteno.
Astaxantina

Astaxantina

Fucoxantina

Bactérias

B-Criptoxantina

I'-Caroteno, Hidroxi-y-
Caroteno
ff —Caroteno, Licopeno,

ZHU et al. (2010).

CUARESMA et al. (2009).

CORDERO et al. (2011).

CORDERO et al. (2011).

Guedes e Amaro (2011).

Cha et al. (2010); Guedes e

Amaro (2011).

Takaichi, (2011).
Takaichi, (2011).

Paniagua-Michel et al.
(2009).

Takaichi, (2011).
Takaichi, (2011).
Fazeli et al. (2006).

Vila et al. (2008).
Yuan et al. (2011).

YUAN et al. (2011); Bhosale

e Bernstein, (2005) ;
Montero et al., (2005) ;

Dominguez-Bocanegra et al.

(2007).
Ryckebosch, (2011).

Kim et al., (2010); Bhosale e

Bernstein, (2005).
Baldermann et al. (2010).

Fugisawa et al. (2009);
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Escherichia coli
Halobacillus halophilus

Halomonas elongata
Flavobacteriaceae sp.

Flavobacterium sp.
Flavobacterium
multivorum
Mycobacterium lacticola

Paracoccus sp.
Phormidium laminosum
Thermus thermophilus

Blakeslea trispora
Candida utilis
Coriolus versicolor as 5.48
Mortieralla alpina M-23
Mucor mucedo AS3.2531

Phaffia rhodozyma
Phaffia rhodozyma AS
2.1557
Phaffia rhodozyma
Panus conchatus as 5.154
Phycomyces blakesleeanus

Podospora anserina

Rhodotorula glutinis

Rhodotorula graminis
Rhodotorula minuta
Rhodotorula rubra
AS2.670
Rhodobacter sphaeroides
Saccharomyces cerevisiae

Xanthophyllomyces
dendrorhous

Zeaxantina

Licopeno
Carotenoides

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

Astaxantina

Astaxantina
Zeaxantina
B-Criptoxantina,
Zeaxantina.
Fungos e leveduras
p—Caroteno

Licopeno
Astaxantina
Astaxantina
Astaxantina

Carotenoides, Astaxantina

Astaxantina

Astaxantina, Zeaxantina
Astaxantina
B —Caroteno, Licopeno

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

Astaxantina
Caroteno
B —Caroteno
Astaxantina

Caroteno
Licopeno

Astaxantina

Misawa e Shimada, (1998).

Luetal., (2011).
Osawa et al. (2010); Kocher
et al. (2009).

Rodriguez-Saiz et al. (2007).

Shindo et al. (2007).

Shindo et al. (2007).
Bhosale e Bernstein, (2005).

Bhosale e Bernstein, (2005).
Fugisawa et al. (2009).

Bhosale e Bernstein, (2005).
Takano et al. (2011); Kocher
et al. (2009).

Varzakakou et al. (2011);
Tereshina et al. (2010).
Miura et al. (1998).
Wang et al. (2005).
Wang et al. (2005).
Wang et al. (2005).

Montanti, (2011); Miao et al.

(2011).
Wang et al. (2005).

Bhosale e Bernstein, (2005).

Wang et al. (2005).
Polaino, (2010); Bhosale,
(2004).

Strobel et al. (2009).

Taskin e Erdal, (2011); Tao

et al. (2011).
Buzzini et al. (2005).
Montero et al. (2005).

Frengova et al. (2000) ;
Wang et al. (2005).
Nget.al. (2011).

Yan et al. (2011); Verwaal et

al. (2010).
Wozniak et. al. (2011);
Breitenbach et.al. (2011).
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2.4 Fatores que exercem influéncia na carotenogénese

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

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

2.4.1 Condi¢ao do meio de cultivo

A sacarose e a glicose sdo as fontes de carbono mais comumente utilizadas na bioprodugao
de carotenoides (TATSCH, 2008).

Alguns estudos tém investigado a produgdo de carotenoides por fontes alternativas de
substratos tais como grios (aveia, trigo, cevada, milho, arroz, centeio), lipidios e substincias
relacionadas, glicerol, celobiose, melago de cana de agucar, mosto de uvas e soro de queijo (Tabela

2) por diferentes cepas em bioproduc@o com frascos agitados (CUARESMA, 2011).

Tabela 2. Fontes de substratos alternativos na produg¢do de carotenoides

Subprodutos Referéncias

Soro de leite ultrafiltrado Frengova et al. (2006).

Melago de sacarose Aksu e Eren, (2005); Goksungur et al. (2004).
Soro de leite Aksu e Eren, (2005).

Glicerol técnico Cuaresma, (2011).

Fenol Kim et al. (2004).

Agua do mar Leema et al. (2010).

Glicerol industria de sabao Mantzouridou et al. (2008).

Glicerol residuo biodiesel Holenbiovska et al. (2010).

Oleo de bagaco de oliva cru Colle et al. (2010).

Oleo de soja Hou et al. (2010).

Mosto de uvas Crupi, (2010).

Leite de coco Dominguez-Bocanegra et al. (2007).

Melago de cana de agucar Valduga et al. (2007); Bhosale e Gadre, (2001).
Agua de maceragio de milho Ananda e Vadlani, (2010).

Hemicelulose hidrolisada de eucalipto  Canettieri et al. (2007).

Salmoura de rabanete Malisorn e Suntornsuk, (2009).

A producdo de carotenoides por Rhodotorula glutinis utilizando substratos de baixo custo
(glicose, sacarose de melago e lactose do soro de queijo) também foi estudada por Aksu e Eren,
(2007). A maior concentragdo de carotendides totais (125.000 pg/L) foi obtida com 20 g/L de
sacarose de melago, enquanto que, o maior rendimento de produto baseado na méxima

concentragdo celular (35,5 mg/g) foi alcangado com a lactose do soro na concentragao de 13,2 g/L.
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Os resultados comprovaram que a R. glutinis ¢ um micro-organismo promissor para a utilizacdo

industrial.

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

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

Em estudo realizado por Davoli et al., (2004) com a levedura Sporobolomyces roseus
cultivada em meio YED (30 g/L de glicose, 4 g/L de extrato de levedura, 1 g/L de KH,PO4¢ 0,5 g/L
de MgS0.,.7H,0), tendo glicose como fonte de carbono, obteve-se uma concentragdo maxima de
carotenoides de 412 pg/g, sendo que os carotenoides majoritarios foram o Toruleno e f—Caroteno.

O glicerol tornou-se uma fonte de carbono barata e abundante, devido a inevitavel geracdo
como subproduto da producdo de biodiesel. Em todo o mundo o excedente de glicerol pode levar ao
encerramento das instalacdes dedicadas a sua producdo ou refino, além disso, a viabilidade
econdmica da industria de biodiesel tem sido muito afetada.

O glicerol ¢ considerado uma fonte de carbono altamente reduzida e assimilavel por
bactérias e leveduras sob condi¢cdes aerdbias e anaerdbias para a obten¢do de energia metabdlica,
como regulador do potencial redox e para a reciclagem de fosfato inorganico dentro da célula
(DILLIS et al., 1980).

Varios estudos foram desenvolvidos visando a utilizagdo de glicerol como fonte de carbono
por micro-organismos, especialmente por bactérias. Muitos deles apontam principalmente a
mecanismos de assimilagdo de glicerol por estes micro-organismos para a produgdo de compostos
intermediarios de polimeros, resinas e aditivos para combustiveis (PAPANIKOLAOU et al., 2002;
ITO et al., 2005; CHENG et al., 2007).

Ap6s a passagem do glicerol através da membrana plasmatica pelos possiveis mecanismos,

o glicerol pode ser catabolisado por varias rotas metabolicas independentes. Uma das rotas,

provavelmente a principal para a oxidacdo de glicerol por leveduras, consiste na fosforilacdo do

glicerol pela enzima glicerol-quinase para formar glicerol-3-fosfato, que ¢ reduzido a

dihidroxiacetona fosfato pela enzima mitocondrial glicerol fosfo-ubiquinona oxidoreductase (FAD
dependente) (GANCEDO e SERRANO, 1989).

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

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

producdo de mucopeptideos da parede celular, armazenagem de glicogénio, e outros compostos

derivados de hexoses, como as pentoses, envolvidos na biosintese de 4acidos nucléicos (MOAT et

al., 2002).

25



E importante ressaltar ainda que o glicerol também ¢ assimilado por algumas leveduras, e
devido a isso ele foi escolhido como fonte de carbono na fermentagdo para a produgdo de
carotenoides, visando uma possivel utilizagao para a grande quantidade disponivel hoje no mercado.

A 4gua de maceracdo de milho — AMM ou Milhocina tem sido utilizada como um
componente importante de alguns meios de crescimento, sendo excelente fonte de nitrogénio
organico, componente essencial para o crescimento microbiano (LOSS, 2009). Além disso, contém
carboidratos, aminoacidos, peptideos, minerais, metais vitaminas e fosfato. Assim, ¢ um meio mais
favoravel aos processos fermentativos, quando comparada ao extrato de levedura (meio sintético
utilizado como fonte de nitrogénio), sendo uma fonte mais rica em nitrogénio, aminoacidos e
vitaminas (AMARTEY e LEUNG, 2000; RIVAS et al., 2004).

A agua de parboilizacdo de arroz também ¢ utilizada como substrato na producdo de
biocompostos. O processo de parboilizacao utiliza 1,12 L de agua e gera 0,83 L de efluente por Kg
de arroz em casca, que contém altas cargas de substancias organicas e nutrientes como nitrogénio e
fosforo (FARIA et al., 2006). Portanto, a agua de parboilizacdo do arroz pode ser aproveitada como
substrato no meio de cultivo para a producao de carotenoides.

Outro residuo agroindustrial potencial como substrato ¢ o melago, que ¢ um subproduto da
producao de agucar, tanto do agucar de beterraba , como de cana-de-agtcar, ¢ resultante da etapa de
centrifugacdo ou de decantagdo, no processo de fabricagcdo de actcar. Contém acucares redutores e
parte de sacarose ndo cristalizada. E utilizado na fermentagio para produgdo de diversos produtos,
tendo como principal a produgdo de alcool, em especial o etanol, como matéria-prima para fabricar
cachaca, rum, fermentos biologicos e ¢ usado largamente em racdes animais (AKSU e EREN,
2005). O Melagco ¢ muito utilizado como substrato de fermentagdes, uma vez que constitui uma
valiosa fonte de substancias de crescimento, tais como acido pantoténico, inositol, elementos tragos

e, em menor quantidade, biotina (BHOSALE ¢ GADRE, 2001).

2.4.2 Temperatura

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

enzimatica definitivamente controlam o nivel de carotenoides nos micro-organismos.
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Para a otimizagdo da producdo de carotendides por Phaffia rhodozyma, a temperatura foi o
fator que mais influenciou na producdo de Astaxantina. Ramirez et al., (2001), testando diferentes
temperaturas, observou que para cepas selvagens a temperatura 6tima apresenta-se entre 20 °C e

22 °C, enquanto que na cepa mutante foi observada uma temperatura 6tima de 19,7 °C.

De acordo com Garbayo et al. (2008), a temperatura ¢ considerada o fator de controle tanto
na taxa de crescimento como na producdo de carotenoides. Em estudos da viabilidade de
Chlamydomonas acidophila em taxas de temperatura de 25°C a 50°C, os melhores resultados
obtidos tanto para crescimento como para produgao de carotenoides foi em 40°C enquanto que a
temperatura de 50°C foi letal para a alga. A produ¢do de Luteina e B-Caroteno foi otimizada em

40°C em C. acidophila.

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

Caroteno, 120.000 pg/L e 5 pg/ml, respectivamente.

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

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

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

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

2.4.3 pH

A Dbiossintese de carotenoides naturalmente ocasiona mudancas do pH do meio de
fermentagdo, como conseqiiéncia do crescimento de leveduras. De modo geral, o pH do meio

fermentativo decresce nas primeiras 72 h de fermentacdo, seguido de uma elevagao durante a fase
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intensa de carotenogénese. A partir dai, o pH permanece constante indicando o final do processo

fermentativo (FRENGOVA et al., 1994).

O pH ¢ um dos parametros ambientais mais importantes que exercem influéncia no
crescimento celular e formacdo de produto. Desta forma o pH inicial € objeto de estudo na produgdo
de carotenoides. Para a levedura Sporobolomyces ruberrimus o pH inicial foi avaliado por Razavi e
March (2006), apresentando um intenso efeito sobre o conteudo de carotenoides e biomassa. O
contetado minimo de carotendides e células foi observado com cultivo a pH 3,5 (biomassa: 6,8 g/L;
carotendides especificos: 2,0 mg/g). A carotenogénese e o crescimento foram induzidos pela
elevagdo do pH de 3,5 a 6,0, sendo pH 6,0 6timo para o crescimento celular (11,3 g/L) e formacao

de pigmento (38,7 mg/L).

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

da-se em pH 4,0.

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

fermentacdo em pH constante.

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

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

2.4.4 Outros fatores que influenciam a carotenogénese
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Componentes quimicos:

Muitos agentes quimicos afetam a carotenogénese em um grande nimero de sistemas
microbidticos. Estes componentes que incluem terpenos, ionenos, aminas, alcaldides e antibioticos
(BHOSALE, 2004), 4cido acético, B-ionona, 4cido mevaldnico, difenilamina e outros aminoacidos
(SILVA, 2004), piridina, imidazol, e metilptenona estimulam a formacdo de Licopeno em Blaskea

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

Metais, ions e sais:

fons metélicos estdo envolvidos em todos os aspectos da vida microbiologica. Cations como
o Potassio e 0 Magnésio sdao a maior parte dos ions intracelulares, enquanto o Sddio, Calcio, Zinco e
outros numerosos elementos de transicdo sao ions metalicos essenciais. As taxas bioldgicas destes
cations em micro-organismos sao dificeis de explorar em parte porque eles interagem fracamente
com ligantes carreados. Além do mais, poucos estudos sobre taxa de cations na produgdo de

carotenoides tem sido investigados (BHOSALE, 2004).

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

producao de biomassa (CHEN e HAN, 2006).

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

especifico de carotendides (2,0 pg/cel).

Luz/Luminosidade:

A produgdo e o acumulo de carotenoides sao positivamente afetados pela irradiacao de luz
branca em algas, fungos e bactérias. Contudo, a intensidade e forma de ilumina¢do variam com o
micro-organismo. A teoria da foto inducdo pode ser descrita em dois aspectos, no primeiro o efeito

da luz sobre o crescimento do micro-organismo exerce papel fundamental, como estimulante da
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producdo; o segundo aspecto considera que o acimulo de carotenoides na célula estd associado com

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

Alguns trabalhos demonstram que determinadas leveduras biossintetizam carotenoides
contra os danos causados pela luz. Os efeitos da luz branca sobre o crescimento e produgdo de
carotenoides por Rhodotorula glutinis foi investigado por Sakaki et al. (2001). Para a levedura nao
pigmentada Saccharomyces cerevisiae uma fraca irradiacdo de luz branca ndo apresentou efeito
sobre o crescimento das células, no entanto na levedura selvagem R. glutinis, a luz inibiu o
crescimento celular, onde simultaneamente, a produg¢dao de Torularrodina aumentou (7,9 para

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

Taxa de agitagdo e aeragdo:

Os micro-organismos aerdbicos assim como Phaffia rhodozyma, cujo crescimento
(metabolismo primério) ¢ dependente do fornecimento de oxigénio, necessitam de definicdo das

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

A influéncia da aeragdo sobre o conteudo de carotenoides da levedura Sporobolomyces
roseus ¢ foi estudada por Davoli et al. (2004), onde o aumento na aeragdo proporcionou o
incremento na concentragdo de carotenoides de 109 pg/g para 412 pg/g. Tinoi et al., (2005) na
bioprodugdo em frascos agitados, verificaram que em taxas de agitacao baixas (100 a 150 rpm) tem-
se menor crescimento celular devido a diminuigao da disponibilidade de nutrientes na superficie das
células. Ao contrario, em altas taxas de agitagdo (>250 rpm), ocorreu ruptura celular evidenciado
com o aparecimento de uma fina camada oleosa.

A possibilidade da producdo de corantes naturais em escala industrial, e o elevado valor dos
produtos tornam a produgdo biotecnoldgica de carotendides uma area de intenso estudo. A
produtividade de um bioprocesso em um dado sistema depende das condi¢des nutricionais e fisicas
da cultura, afetando ndo somente o crescimento celular como a producao de pigmento (LIU & WU,
2007). Sendo assim, 0s micro-organismos acumulam varios tipos de carotendides como resposta ao
estresse das condi¢des ambientais (BHOSALE, 2004).

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

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

custo efetivo, utilizando estimulantes no meio e ajustando as condi¢des externas do cultivo.
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2.5 Extracio e recuperacio de carotendides

A bioproducao industrial de carotenoides estd bem estabelecida e vem se expandindo
comercialmente, porém as operacdes de extragdo e recuperagdo do produto contribuem para
aumento dos custos da produgdo. Assim, inumeros trabalhos vém sendo realizados visando estudar
a recuperacao eficiente dos carotenoides intracelulares (VALDUGA et al., 2009¢c; SARADA et al.,
2006; PARK et al., 2007) e, consequentemente contribuindo para a reducao de custo com as

operacdes de downstream.

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

quando comparada aos solventes individuais.

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

pigmentos sem homogeneizacao.

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

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

2.6 Aplicacao de carotenoides na industria de alimentos

Comercialmente, os carotenoides sd3o usados como corantes alimenticios € em suplementos
nutricionais, com um mercado global de aproximadamente US$ 935 milhdes/ano, sendo que
somente a Astaxantina representou cerca de US$ 150 milhdes no ano de 2000 e, com um valor

expressivo de US$ 2000,00 (FRASER & BRAMLEY, 2004).

Um grande mercado de pigmentos estd sendo abastecido por meio de sintese quimica. No

entanto, na industria alimenticia e de cosméticos, a aplicagdo de carotendides quimicamente
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sintetizados ¢ restrita devido a sua toxicidade. Devido isso, a produ¢do comercial de carotenoides
usando carotendides produzidos por micro-organismos tem sido levada em considera¢do por ser
altamente eficiente e de processo com facil manipulagdo. Numerosos estudos tém sido apresentados
nos ultimos anos a respeito da sintese de carotendides por micro-organismos, incluindo
Flavobacterium e Micrococcus, as algas Dunaliella € Haematococcus, os fungos Blakeslea
trispora, e as leveduras do género Phaffia, Rhodotorula e Sporobolomyces (CHEN et al., 2006).

Segundo Silva (2004), a producao biotecnoldgica de carotenoides vem se destacando devido
a fatores tais como: possibilidade de utilizagdo de substratos de baixo custo para a bioprodugao;
denominacdo de substincias naturais; pequeno espaco para producdo, ndo estando sujeita as
condi¢des ambientais como clima, estagdo do ano ou composi¢do do solo, e controle das condi¢des
de cultivo.

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

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

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

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

Ha um grande niimero de preparacdes industrializadas de carotenoides obtidos de extratos
naturais ou formuladas a partir de carotendides sintéticos, que sdo usadas como corantes em
alimentos como margarinas e queijos, devido a sua inocuidade, facilidade de metabolizagdo e

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

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

2004).

A produgdo e comercializagdo de carotendides sintéticos idénticos aos naturais estdo sob o
dominio de paises desenvolvidos e sua tecnologia ¢ complexa e cara. A conotagdo sintética vai

contra a presente énfase dada aos produtos naturais (SILVA, 2004).
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A importancia de carotendides em alimentos vai além de seu papel como corante. Em se
tratando de nutricdo humana, a vitamina A ¢ proveniente de alimentos de origem animal e as pro-
vitaminas A de alimentos de origem vegetal, que possuem carotenoides passiveis de serem
biologicamente transformados em vitamina A. Estruturalmente, a vitamina A ¢ a metade da
molécula de B-caroteno com uma molécula adicional de dgua. Para um carotendide apresentar
atividade pro-vitaminica A € necessario que a molécula seja constituida de um anel B nlo
substituido e de uma cadeia poli€nica de onze carbonos. Das mais de 600 estruturas de carotendides
conhecidas, pouco mais de 10% sdo pro-vitaminas A. Em paises menos desenvolvidos, a deficiéncia
de vitamina A ¢ um dos problemas mais sérios de satde publica. Em nivel mundial, cerca de 60 %
da vitamina A alimentar vém das pro-vitaminas A, esta porcentagem aumenta para 80 % nos paises
em desenvolvimento. Esses precursores t€ém a vantagem adicional de ndo serem convertidos em
vitamina A quando o corpo humano nao necessita, evitando assim, potencial toxicidade causada por

vitamina A em excesso (SILVA, 2004).

3. MATERIAL E METODOS

3.1 Micro-organismos e meios de cultura

A produgdo de carotenodides em agitador orbital foi realizada com a levedura Sporidiobolus
pararoseus. Para a manutencao da cultura utilizou-se meio PCA e, para o preparo do indculo, meio

YM. A seguir tem-se a descrigao da composicao e preparo dos meios:

a) Meio de manuten¢do: Meio PCA (Plate Count Agar) apresentando na composi¢ao 2,5 g/L de
extrato de levedura (Vetec), 5g/L triptona (Himedia), 1g/L de dextrose (Nuclear) e 20g/L de agar
(Vetec). Apos preparo, o meio foi esterilizado em autoclave por 15 min a 121 °C (Phoenix, modelo

AVT5). Apos esterilizacdo, o meio foi vertido em placas de petri até completa solidificagdo.
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b) Meio de indculo: Meio YM (Yeast Malt Extract) constituido de 3 g/L. de extrato de levedura
(Vetec), 3 g/L de extrato de malte (Acumedia), 5 g/L. peptona (Himedia), 10 g/L de glicose
(Nuclear). Ap6s preparo do meio, o0 mesmo foi esterilizado em autoclave (Phoenix, modelo AV75)

durante 15 min a 121°C.

¢) Meio de bioprodugdo: Constituido por glicerina (Merck), Aguéd de Maceragdo de Milho (Corn
Products) e Agua de Parboilizagio de Arroz (Nelson Wendt), com composicdo definida pelo
planejamento de experimentos (Item 3.3). Apds preparo do meio, o mesmo foi esterilizado em

autoclave (Phoenix, modelo AV75) durante 15 min a 121 °C.

3.2 Subtratos agroindustriais testados

Os substratos industriais utilizados foram, agua de macera¢do de milho (AMM) cedida pela
Corn Products — Mogi Guagu/SP, dgua de parboilizagdo do arroz (APA) cedida pela Industria
Nelson Wendt de Pelotas/RS e o glicerol (glicerina bidestilada 85% PA, Merck — Alemanha).

Os meios industriais que consta na composi¢ao apresenta composi¢ao complexa, e alguns de
seus componentes podem ser responsaveis pela inibicdo da produgdo, ou ainda, dificultar sua
posterior recuperagdo devido a formacdo de precipitados no meio de fermentagdo e/ou pela
presenca de pigmentos que poderdo ser extraidos com os carotenodides, neste caso € indispensavel o

tratamento destes para ndo comprometer a recuperagao dos carotenoides.

A 4gua de maceracdo de milho e o melago de cana-de-aglicar foram utilizados na
concentragdo de 100 g/L. Inicialmente, ajustou-se o pH do melaco e da 4gua de maceragao de milho

para 3,0 utilizando acido sulftrico (Quimex) 1 N e acido fosforico (Nuclear) 1 N, respectivamente.

Os substratos permaneceram em repouso por 24 horas a 24 °C; entdo os mesmos foram
centrifugados (Eppendorf 5403) a 5000 rpm por 15 minutos e ajustou-se o pH para 4,0 no melago e
5,5 para a dgua de maceragdo de milho, com solugdo de NaOH (Vetec) 2 N. No estudo de pré-
tratamento realizados na 4gua de maceracao de milho empregou-se tratamento com acido sulfurico

e/ou fosforico (VALDUGA, 2005).

3.3 Producao de carotenoides

Inicialmente, a cultura de Sporidiobolus pararoseus foi transferida para placas de petri em
meio PCA em estufa (Tecnal, modelo TE 393/2), a 25 °C por 120 h. Apos o crescimento, as placas
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foram conservadas a 4°C em refrigerador (Brastemp). A cada dois meses foram realizadas
repicagens dos micro-organismos.

Para o preparo do in6culo, duas algadas de células da cultura estoque foram transferidas para
erlenmeyer de 250mL contendo 100mL de meio YM. Apods inoculagdo, o frasco foi coberto com
papel aluminio e incubado a 25°C, 180rpm por aproximadamente 35h em agitador orbital (Nova
Etica, modelo 430 RDB).

Em seguida, foi transferido 10mL do inoculo, em frascos de Erlenmeyer de 250mL,

contendo 90mL de meio de cultura defenido pelos planejamentos experimentais e incubados a

25 °C, 180 rpm por 120 h.

Para estudar os efeitos da composicdo do meio de cultura foi utilizado metodologia de
planejamento de experimentos, sendo que inicialmente foi realizado um planejamento fatorial

completo 2° (Tabela 3).

Tabela 3. Variaveis e niveis utilizados no planejamento fatorial 2*

Varidveis Independentes Codigos Niveis

-1 0 +1
Glicerina (g/L) X 30,0 40,0 50,0
AMM (g/L) X 10,0 25,0 40,0
APA (g/L) X3 8,0 20,0 32,0

* AMM — Agua de maceragio de milho; APA — Agua de parboilizagio de arroz; Variaveis Independentes
Fixas: 180 rpm e 25°C, pH inicial 4,0.
A partir dos resultados obtidos no planejamento fatorial 2° realizou-se um planejamento

fatorial completo 2> (1 ponto central repetido 3 vezes e pontos axiais), onde as varidveis

independentes estudadas e os niveis encontram-se descritos na Tabela 4.

Tabela 4. Variaveis e niveis utilizados no planejamento do tipo 2°

Variaveis Independentes Codigos Niveis

-1,41 -1 0 +1 +1,41
Glicerol (g/L) Xi 0 11,63 40,0 68,37 80,0
AMM (g/L) X 0 5,82 20,0 34,18 40,0

* AMM — Agua de maceragio de milho; Variaveis Independentes Fixas: 180 rpm e 25°C, pH inicial 4,0.

As respostas ou varidveis dependentes estudadas foram: carotendides totais (pg/L), producao

especifica de carotenoides (ng/g), biomassa (g/L) e pH.

3.4 Recuperacgiao de Carotendides
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A metodologia de extracdo e recuperacgao de carotenoides foi realizada segundo metodologia
descrita por Valduga et al., (2009c), com modificagdes. As células foram centrifugadas a 6.500 x g,
5°C por 10 min (Eppendorf 5403) e submetidas a sucessivas maceragcdes em almofariz, apds
congelamento com N, liquido (Figura 8). Posteriormente, adicionou-se dimetilsufoxido - DMSO
(Nuclear) na relacdo 2:1(v/v), seguindo de aquecimento a 45 °C durante 30 min (Fanem 102) e
homogeneizagdes periddicas em vortex (Phoenix AP-56). Em seguida, adicionou-se mistura de
acetona (Quimex): metanol (7:3, v/v), seguindo de centrifugacdes (6.500 xg, 5°C, 10 min). O
sobrenadante foi separado e realizaram-se extracdes sucessivas, até as cé¢lulas apresentarem-se sem
coloracdo. O solvente foi evaporado em evaporador rotativo (Tecnal TE-210) a 35°C e os pigmentos

foram solubilizados em metanol (Merck).

Figura 8 - Aspecto da maceragdo das células com nitrogénio liquido (CABRAL, 2010).

A Figura 8 mostra o esquema do processo de recuperacgao e extracdo dos carotenoides totais.

3.5 Metodologia analitica

3.5.1 Caracterizacio dos substratos agroindustriais

Para caracterizar os substratos agroindustriais brutos e apos os pré-tratamentos com acidos

efetuaram-se as seguintes analises fisico-quimicas:

a) Minerais totais (cinzas) determinados por incineracdo em mufla (Novus) a 550 °C de

acordo com procedimentos descritos por IAL (1985);
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b) Macronutrientes (Mg, Ca, Na, K, P) e micronutrientes (Mn, Fe, Zn, Cu) foram
determinados por espectrometria de absor¢ao atdmica em chama — FAAS (Varian Spectra AA-55),
segundo metodologia descrita por AOAC (1995). Foram utilizadas lampadas de catodo oco de Ca,
Mg, K, P, Na, Mn, Zn, Fe, e Cu, como fonte de radiagdo. Os elementos foram medidos em
condicdes de operagdo otimizadas por FAAS em chama ar/ acetileno ou 6xido nitroso/acetileno. As
leituras de Ca, Mg, K, Na, Cu, Mn, Zn e Fe foram realizados no FAAS, no modo absor¢do. Para
eliminar possiveis interferéncias na determinagdao de Ca e Mg, foi adicionado cloreto de lantanio
(Merck) nas amostras e nas solu¢des padrdes na proporcao de 1 % (m/v). Os célculos dos teores dos

minerais nas amostras foram baseados em uma curva de calibra¢do obtida com as solu¢des padroes.

¢) Densidade otica (DO) foi avaliada em espectrofotometro (Agilent 8553) a 448 nm.

3.5.2 Determinacao de carotendides totais

A absorbancia da amostra apos extracdo foi medida em espectrofotometro (Agilent 8553). A
concentragdo total de carotenoides foi estimada através do valor medido da maxima absorbancia a

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

lem

0y

Onde:
x = carotendides (g).
y = solucdo (mL).
E = absorbancia.
1%
lem = coeficiente de extingdo especifico, coeficiente de absorbancia utilizado foi o referente ao [-
1%
Caroteno: 19" _2550, para o solvente metanol (SILVA et al., 2004).

Os resultados da concentragdo de carotenoides foram expressos em termos de carotenoides
totais (Ug/L) e em producdo especifica de carotenoides (Jg/g). A produgdo especifica de
carotendides representa a concentragdo total de carotenoides (g) em relagdo a biomassa seca (g) de

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

3.5.3 Determinaciao da biomassa
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Ap0s extracdo dos carotenodides, as células centrifugadas (6.500 rpm, 5°C por 10min), foram
lavadas com dgua destilada, e a massa celular foi quantificada através de secagem em estufa (Fanem

SE-320) a 105°C até peso constante.

3.5.4 Determinacio do pH

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

Este foi fixado em 4,0 e o ajuste realizado com solugdao de HC1 2 M.

3.5.5 Nitrogénio Total

Foi determinado pelo método de Kjeldahl (AOAC, 1995).

3.5.6 Determinacio de Carbono Organico Total (TOC)

Este foi determinado pelo método da oxidagdo por combustio catalitica a 680°C e detec¢ao
por infravermelho, em equipamento Shimadzu modelo TOC-VCSH. As amostras foram diluidas

100 vezes em agua ultrapura (Sistema Mili-Q®, Millipore), antes da leitura no equipamento.

3.5.7 Determinacio de glicerol

O glicerol foi determinado conforme metodologia descrita por Coks e van Rede (1966).
Inicialmente, preparou-se uma solucdo de periodato na concentracdo de 60 g/L. Em seguida
adicionou-se 100 ml da solu¢do de periodato e 10 ml de amostra em erlenmeyer (250ml).
Posteriormente adicionaram-se 5 gotas de azul bromotinol e 1 gota de H,SO4, com 100 ml de
periodato. Permanecendo ao abrigo da luz (papel aluminio) por 30min. Posteriormente, adicionou-
se 10 ml de etilenoglicol em cada amostra e mantidos no escuro por 20 min, apds esta etapa foram
adicionados 300 ml de dgua destilada. Em seguida, as amostras foram tituladas e o pH controlado. A

quantidade de glicerol foi expressa em g/L, conforme equagao 2.

Glicerol (g/L) =9,209 x n (T1-T2) x 10/W (2)
Onde: n = normalidade da solugdo de hidroxido de sodio; T1 = volume gasto de NaOH na amostra;

T2 = volume gasto de NaOH no branco; W = Peso da amostra.
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3.6 Cinética de bioproducio

Com o objetivo de verificar a cinética de consumo de substrato (nitrogénio e carbono
organico total - COT), biomassa, evolu¢do de pH e produgdo de carotenoides, realizou-se coleta de
amostras de meio a cada 8 h, para uma biorreacdo conduzida nas condi¢des referentes ao ponto

maximizado do planejamento fatorial completo 2°.

3.7. Tratamento estatistico

Os ensaios dos pré-tratamentos dos substratos foram avaliados pela andlise de variancia

(Teste de Tukey), com nivel de confianga de 95 %, utilizando software STATISTICA versao 7.0.

Os efeitos das varidveis investigadas dos planejamentos de experimentos foram
estatisticamente tratados utilizando metodologia de planejamentos, empregando software

STATISTICA versao 7.0, com nivel de confianca de 95 %.
4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Pré-tratamentos de substratos agroindustriais

Na Tabela 5 tem-se as respostas para densidade otica (D.O), carbono organico total (COT)

para os residuos agroindustriais tratados e nao tratados.

Tabela 5. Resultados de densidade otica (D.O), carbono organico total (TOC) e nitrogénio total

(N>) dos substratos agroindustriais com e sem pré-tratamento acido.

N

Tratamento D.O Carbono (mg/L) (mg/L)

AMMs 0,238 +0,00015 21648,20° + 115,00 437129 + 42,79
AMMt 0,198 +0,00015 18979,80¢ + 482,80 3643,91° + 92,65
Ms 1,705* £ 0,0002 35117,20° + 485,00 608,15°+ 30,99
Mt 1,671° +0,004 33988,10° + 25,00 528,119+ 9,82
APA 0,125°  +0,0002 7432 + 68,50 124,857+ 0,919
Glicerol 0,0087" +0,00015 434669,0* + 500,00 261,41°+£21,98

*M¢édia + desvio padrdo, seguida de letras iguais nas colunas indicam ndo haver diferenca significativa 4
nivel de 5% (Teste de Tukey); AMMs — Agua de maceragdo de milho sem pré-tratamento; AMMt — Agua de
maceragdo de milho tratada; Ms — Melago sem pré-tratamento; Mt — Melaco tratado; APA — Agua de
parboilizagdo de arroz tratada.

Verifica-se que a agua de maceragdo de milho pré-tratada quimicamente apresentou
diferenca significativa (p<0,05) em relagdo a densidade o6tica (D.O), o teor de carbono organico

total (COT) e N, quando comparado ao substrato sem tratamento. Analisando estes resultados,
39



nota-se que o pré-tratamento acido da AMM e melaco acarretaram perdas de 12,33 e 3,21% na
concentragdo de carbono organico total (COT), 16,64 e 13,16% para o nitrogénio e 16,7 e 2% para a
densidade otica, respectivamente. Estes resultados demonstram que o tratamento com acido
fosforico e sulfurico apresentaram efeito complexante de substancias pigmentadas e de impurezas, e
assim contribuindo com a clarificagdo do substrato agroindustrial, com diminui¢do efetiva da
densidade otica. Outros trabalhos evidenciaram o mesmo comportamento, Bhosale (2004) e
Roukas (1998), justificaram o fato, mostrando que isso ocorre devido a presenca de metais pesados
no meio e outros interferentes (ions, sais e etc.). Sendo que alguns destes componentes podem ser

responsaveis pela inibi¢do da producdo e também dificultar posterior recuperacao de bioprodutos.

Os resultados dos minerais (micro e macronutrientes) dos substratos com ou sem pré-

tratamento acido fosforico encontram-se descritos na Tabela 6.

Tabela 6. Componentes minerais dos substratos agroindustriais antes e apos o pré-tratamento com

acido fosforico.

Minerais Substratos agroindustriais
AMMs* AMMt*
Al (mg/L) 2770,5* + 142,95 2647,274* + 42,36
Ca (mg/L) 316,52 + 45,44 296,58 + 18,83
Cu (mg/L) 1,528+ 0,162 1,38°+ 0,169
Mg (mg/L) 739,18 + 3,02 639,83" + 2,24
Mn (mg/L) 5,73*+ 0,018 5,03*+ 0,034
Zn (mg/L) 20,39*+ 0,143 18,97* + 0,098
Na (mg/L) 2849.1% + 40,43 370,50° + 3,1
Fe (mg/L) 13,96* + 0,277 10,11° + 0,056
APA Glicerol
Al (mg/L) 1345,23 + 31,37 0,00 + 0,00
Ca (mg/L) 452,38 8,71 255,74 + 8,74
Cu (mg/L) 1,13 £ 0,057 0,864 * 0,006
Mg (mg/L) 211,83 +4,86 33,38+ 0,915
Mn (mg/L) 40,01 £ 0,84 0,733 £ 0,007
Zn (mg/L) 12,58 + 0,239 6,76 + 0,227
Na (mg/L) 372,81 + 11,32 210,14 £ 5,72
Fe (mg/L) 8,28 + 0,208 2,3+0,048

* Meédias [ desvio padrdo, seguidas de letras iguais nas linhas indicam ndo haver diferenca significativa a
5 % (Teste Tukey); AMMSs - Agua de maceracdo de milho sem tratamento AMMt - Agua de maceragdo de
milho tratada, APA - Agua de parboilizagdo de arroz e glicerol.

No pré-tratamento do substrato com acido fosforico (Tabela 6) verificou-se que ndo houve
diferenca significativa (p>0,05) no teor de aluminio, calcio, cobre, manganés e zinco para a agua de

maceragdo de milho. Constatou-se que as maiores redugdes foram verificadas para o sodio (87%),
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ferro (27%) e magnésio (13 %) na agua de maceragdo de milho. Este resultado ¢ razoavel, uma vez
que a maioria dos metais possuem elevada solubilidade em solu¢des acidas (VOGEL, 1981) e nao
precipitam.

De acordo com a Tabela 6, observa-se que o agua de parboilizagdo de arroz apresenta
concentragdes consideraveis de aluminio (1345 mg/L), calcio (452 mg/L), manganés (40 mg/L) e
sodio (372 mg/L). Estes minerais podem desempenhar fun¢des fundamentais para a carotenogénese.
Para o glicerol foram observados valores consideraveis de calcio (255,74), sédio (210,14) e
magnésio (33,38), macro-nutrientes que exercem funcgdes importantes no metabolismo celular.

Sendo o magnésio, co-fator chave para diversas reagdes enzimaticas.

4.2 Bioproducio de carotenoides

Com a finalidade de definir os substratos agroindustriais para a bioproducao de
carotenoides, ensaios prévios foram realizados empregando diferentes substratos (extrato de malte,
peptona, glicerol e melago), conforme desmostrado na Tabela 7. A maxima bioproducdo de
carotendides (600,98 pg/L) foi observada no ensaio 4, com 50 g/L de glicerina, 10,1 g/L de agua de
maceracdo de milho pré-tratada (AMM) e 32 g/L de 4agua de parboilizagdo de arroz. Resultados
semelhantes foram obtidos por Santos (2010) e Burkert (2010), os quais mostram que concentragoes
baixas de glicerol (10, 20 e 30 g/L) apresentaram melhor bioprodug¢ado, que altas concentracdes. Isso
¢ justicado pelo fato do micro-organismo utilizar outras fontes de carbono disponiveis no meio, ndo

necessitando de grandes concentragdes de glicerol para uma alta bioproducao.

Tabela 7. Bioproducao de Carotenoides Totais empregando diferentes substratos.

Ensaios  E. malte Peptona  Glicerol Melaco AMM APA Carotenoides Totais *

(gL) (gL) (gL) L (L) (gL) (ug/'L)
1 15 15 60 - - - 473,10 £ 0,739"
2 15 15 30 - - - 534,05 + 47,86°
3 15 15 - 50 - - 524,02 + 46,95
4 - - 50 10,1 32 600,98 + 3,91°

* Média + desvio padrdo seguida de letras iguais ndo diferem estatisticamente a nivel de 5% (Teste Tukey);
Condigoes fixas: 180 rpm e 25°C, pH inicial 4,0.

Assim, sugere-se que o glicerol ¢ uma fonte de carbono mais interessante para a bioprodugao
(Tabela 7), pois apresenta uma maior concentracdo de carbono, macronutriente fundamental para a

célula microbiana, e baixa concentracdo substancias de cor, consideradas interferentes no meio de
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bioprodugdo. Valduga (2010), relata que altas concentragdes de metais pesados presentes no melago
de cana-de-agucar podem estar envolvidos em problemas criticos, influenciando o pH do substrato e
estando envolvidos na inativacdo de enzimas associadas a biossintese do produto. Baseado nos
resultados obtidos nos ensaios prévios (Tabela 7), optou-se por trabalhar com os substratos
agroindustriais, glicerol, APA e AMM, por estes apresentarem os melhores resultados de
bioprodugdo e visando a redugdo dos custos de processo. A Tabela 8 apresenta a matriz do
planejamento fatorial 2° (valores reais e codificados) e a resposta em carotendides totais.
Observando os resultados obtidos neste planejamento, verifica-se que o ensaio 6 foi o que

apresentou a maior concentragao de carotendides totais (803 pg/L).

Tabela 8. Matriz do planejamento fatorial 2°, valores codificados e reais com a resposta em
carotenoides totais.

Ensaios Variaveis Independentes Carotendides Totais

Glicerol (g/L) AMM (g/L) APA (g/L) (ng/L)
1 -1 (30) -1(10,1) -1 (8) 499,93
2 -1 (30) -1(10.1) 1(32) 588,73
3 1 (50) -1(10,1) -1 (8) 700,33
4 1 (50) -1(10,1) 1(32) 598,82
5 -1 (30) 1 (40) -1 (8) 294,07
6 -1 (30) 1 (40) 1(32) 803,03
7 1 (50) 1 (40) -1 (8) 327,75
8 1 (50) 1 (40) 1(32) 450,88
9 0 (40) 0(25) 0 (20) 361,86
10 0 (40) 0(25) 0 (20) 362,70
11 0 (40) 0(25) 0 (20) 349,77

* AMM — Agua de maceracdo de milho; APA — Agua de parboilizagdo de arroz; Variaveis Independentes
Fixas: 180 rpm e 25°C, pH inicial 4,0.

A Figura 9 apresenta o grafico de pareto do planejamento fatorial completo 2° Analisando
esta figura, observa-se que o glicerol foi a varidvel que influenciou positivamente (p<0,05) na
producdo de carotendides, o que significa que quando a concentragdo e/ou faixa desta variavel
aumentar do nivel —1 para o +1, possivelmente havera aumento na concentracdo de carotenoides
totais. Portanto, para maximizar a bioproducdo de carotendides totais deve-se deslocar o nivel de
estudo, desta varidvel, para valor superior. Entretanto, a AMM apresentou efeito negativo
significativo, indicando que o nivel deve ser deslocado para valor inferior, a fim de melhorar a

producdo de carotendides.
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Figura 9 - Grafico de Pareto com o efeito estimado (valor absoluto) das variaveis testadas no planejamento

completo 2°, para a concentragdo de carotendides totais (Ig/L).

A Tabela 9 apresenta os valores reais e codificados do planejamento fatorial completo 2* € a
resposta em concentragdo de carotenoides totais e especificos, biomassa e pH. O ensaio 8

apresentou o melhor rendimento de carotenoides totais (843 pg/L), sob as condi¢des de 40g/L de

glicerol, 40 g/LL de AMM e 20 g/L de APA.

Tabela 9. Matriz do planejamento fatorial completo 2? valores codificados (reais) com a resposta
em carotenoides totais e especificos, biomassa e pH.

Ensaio Varidveis Independentes * Respostas
Glicerol AMM Carotenoides Carotenoides  Biomassa pH
(g/L) (g/L) Totais Especificos (g/L) final
(Hg/L) (Hg/e)
1 -1 (11,63)  -1(5,82) 264.61 322,69 0,82 7.31
2 1(68,37) -1(5,82) 197,68 95,50 2,07 5.36
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3 -1(11,63)  1(34,18) 366,70 94,51 3,88 6.81
4 1(68,37)  1(34,18) 522,09 98,51 53 4.65
5 -141(0)  0(20) 103,43 22,48 4.6 8.17
6 1.41(80)  0(20) 569,07 96,78 5,88 4.05
7 0 (40) -1.41(0) 296,63 80,17 3,7 6.51
8 0(40)  1.41 (40) 842,84 181,26 4,65 5.87
9 0 (40) 0 (20) 665,20 102,50 6,49 5.32
10 0 (40) 0 (20) 662,35 115,59 5,73 5.03
11 0 (40) 0 (20) 659,51 104,52 6,31 4.82

* Variaveis Independentes fixas: 20 g/L de Agua de Parbolizagdo de Arroz - APA; Variaveis Independentes
Fixas: 180 rpm, 25°C, pH = 4,0.

A Tabela 10 apresenta os coeficientes de regressao, erro padrdo e valores de p e t, para o teor
de carotenoides totais. Observa-se que todas as variaveis independentes estudadas exercem
influéncia sobre a producdo de carotenodides. Os parametros que ndo foram significativos foram

adicionados a falta de ajuste para a analise de variancia.

Tabela 10. Resultados do coeficiente de regressdo e erro padrdo provenientes do planejamento

fatorial completo 27, para os carotenoides totais.

Coeficiente de

~ Erro padrao t(2) P
regressiao

Média* 662,80 1,64 403,79 0,000006
(1)Glicerol (g/L)(L)* 93,404 1,01 92,78 0,000116
Glicerol (g/L)(Q)* 192,92 1,20 160,59 0,000039
(2)AMM (g/L) (L)* 150,03 1,01 149,03 0,000045
AMM (g/L) (Q)* -75,474 1,20 -62,83 0,000253
1L by 2L* 55,58 1,42 39,09 0,000654

* fatores estatisticamente significativos (p<0,05).
A Equagdo 3 apresenta o modelo codificado de segunda ordem, que descreve a concentracao

de carotenoides totais em fun¢do das variaveis independentes analisadas, dentro da faixa estudada.
O modelo foi validado pela analise de variancia apresentada na Tabela 11. Verifica-se que o
coeficiente de correlacdo obtido de 0,85 e o F calculado de 1,14 vezes maior que o valor tabelado,

permitiram a construgdo das superficies de resposta e curvas de contorno apresentadas na Figura 10.

Tabela 11. Analise de variancia para os carotenoides totais.

Fontes de Variacio 51(1):(112::1338 Ifiﬁz:;a?e Q;}‘ggﬁgos F calculado
Regressao 472230 5 9444597 5,78
Residuos 81733 5 16346.,61
Falta de ajuste 81716,9 3
Erro puro 16,2 2
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Total 5539629 10

Residuos = Falta de Ajuste + Erro puro; Fyp, os0.= 5,05; Coeficiente de correlagdo: R=0,85

Equagao 3:

Cot = 662,8 + 93,5 (X3) - 192,9 (X3)*2 + 150, 0 (X4) - 75, 5 (X4)*2 +
55,6.X3.Xs A3)

Onde: C, = carotenoides totais (ug/L); X3 = glicerol; X4 = AMM

Na Figura 10, observa-se que a tendéncia da maxima produgdo de carotenoides totais
(843 pg/L) situa-se na faixa proxima ao ponto central de concentracdo (ponto axial), com
concentragdes de (40 g/L de glicerol, 40 g/L de AMM e 20 g/L de APA), A producdo de
carotendides totais, quando comparada aos ensaios do primeiro planejamento, houve um incremento
de 4,7 % na produgdo, com aumento da concentragdo de glicerol de 30 para 40 g/L ¢ com as
mesmas concentragdes de AMM. Santos (2010) verificou que a elevagdo da concentragao de
glicerol de 10 para 20 g/L, proporcionou o aumento nas taxas de formacdo de produto por
Rhodotorula glutinis. J4 Burkert (2010) observou que o aumento da concentracdo de glicerina bruta

de 10 para 40 g/L apresentou efeito significativo nas respostas biomassa e produgdo volumétrica de

carotendides, sendo que esse aumento acarretou num acréscimo em média de 6,7 g/L e 0,9 ug/mL,

respectivamente.
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Figura 10. Superficies de resposta e curva de contorno para os carotenoides totais (Pg/L) em fungdo da

concentracao de glicerol e agua de maceragao de milho (a).
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Em relacdo a producdo de carotendides especificos verifica-se que a maxima concentragao
observada foi de 322,69 ug/g, correspondendo ao ensaio 1 (Tabela 9). Observa-se entre as variaveis
estudadas, que AMM exerce efeito negativo significativo (P<0,05), na faixa de estudo conforme

demonstrado no grafico de pareto (Figura 10).
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1
1
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1
1
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1
1
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1
1

Efeito Estimado (Valor Absoluto)

Figura 11 - Grafico de Pareto com o efeito estimado (valor absoluto) das variaveis testadas no

planejamento experimental completo 22, para a concentragdo de carotenoides especificos (ug/L).

Burkert (2010) utilizando glicerina e 4dgua de parbolizacdo do arroz para os ensaios de
bioprodugdo com Phaffia rhodozyma em frascos agitados obtiveram uma concentragdo especifica
de carotenoides variando de 12 pg/g a 312 pg/g. Buzzini et al. (2007) obtiveram uma concentragao
maxima de carotenoides especificos para as leveduras Sporidiobolus testadas de 184 ng/g para S.
longiusculus 82,3 ng/g para S. roseus.

Em relagdo a biomassa nenhuma das varidveis exerceu efeito significativo. A maior
concentragdo de células obtida neste estudo foi observada no ponto central (6,49 g/L), ao comparar
o crescimento celular com os obtidos na literatura com micro-organismos do mesmo género,
verifica-se resultados semelhantes. Em trabalho com Sporidiobolus salmonicolor CBS 2636 em
frascos agitados, Valduga et al. (2009a) obtiveram uma concentragdo que variou de 1,2 g/l a
5,9 g/L, dependendo das condi¢des de cultivo. Maldonade et al. (2008) avaliaram o crescimento
celular de Sporobolomyces em meio YM, obtendo 3,3 g/L. apds 5 dias de bioprodugdo. Burkert
(2010) verificou que a concentragcdo de biomassa de Phaffia rhodozyma em meio com glicerina e

agua de parbolizacao do arroz variou entre 3,0 g/L e 17,2 g/L.
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As leveduras Sporobolomyces roseus e Rhodotorula glutinis (DAVOLI et al., 2004)
cultivadas em frascos agitados apresentaram aumento na concentragdo de células nos frascos com
modificacao nas laterais. A concentracao de células para R. glutinis aumentou de 6,3 para 9,0 g/L, e

para S. roseus houve aumento de 4,8 para 9,3 g/L.

4.3. Cinética da bioproducio

A Figura 12 e Tabela 1 (Apéndice 1), apresentam as cinéticas de crescimento celular
(biomassa), e da bioproducdo de carotendides e, a evolu¢do do pH em frascos agitados (ensaios 8)

do planejamento fatorial completo 22,

A concentracdo maxima de carotenoides totais (807 pg/L) foi obtida em 96 h do inicio da
bioprodugdo. Os resultados encontrados por Valduga et al. (2009b), a concentragdo méaxima de
carotenoides (913 pg/L) em meio sintético por S. salmonicolor CBS 2636 foi atingida
aproximadamete 100 h do inicio da bioproducao. J& no trabalho de Tatsch (2008), em biorreator por
S. salmonicolor a concentracdo maxima de carotenoides (3426 ng/L) foi obtida em
aproximadamente 90 h do inicio da biorreagdo, sendo que a partir de 60 h o aumento da
concentragdo de carotenoides ¢ baixo. Cabral (2010), relatou que a concentragdo mdaxima de

carotenoides totais (852 pg/L) foi obtida em 102 h do inicio da bioproducao.
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Figura 12. Cinética da bioproducdo de carotenoides, biomassa e evolucdo do pH da levedura Sporidiobolus
pararoseus para a condicdo otimizada (40 g/L de glicerina, 40 g/L de AMM e 20 g/L de APA) 180 rpm,

25°C, pH inicial 4,0.
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O pH esteve na faixa entre 4,07 e 4,36 nas primeiras 24 h de bioprodug¢do, apos este periodo

os valores elevaram-se para faixa de pH 6, sofrendo pequenas oscilagoes.

O pH ¢ um dos parametros ambientais mais importantes que exercem influéncia no
crescimento celular e formacdo de produto. Desta forma o pH inicial € objeto de estudo na produgdo
de carotenoides. O efeito do pH na levedura Sporobolomyces ruberrimus foi avaliado por Razavi &
March (2006), apresentado um intenso efeito sobre o conteudo de carotenoides e células. A
carotenogénese e o crescimento foram induzidos pela elevacao do pH (pH 3,5 a 6,0), sendo pH 6,0,
otimo para o crescimento celular e formacao de pigmento. Esta conclusdo ¢ confirmada no presente

estudo (Figura 12) onde a maxima carotenogénese (807 pg/L) foi induzida em pH de 6,3.

Em estudo de Tatsch (2008), o pH inicial 6timo para o crescimento celular e concentragdo de
carotenoides totais em biorreator por S. salmonicolor CBS 2636 em meio convencional (glicose,
peptona e extrato de malte) variou de 4,0 a 5,0, enquanto que para a produgdo especifica de
carotendides os valores foram proximos a 3,0.

O comportamento da levedura Sporidiobolus pararoseus foi associado ao crescimento
celular (Figura 12), onde a maxima concentra¢ao celular (5,1 g/L), correspondeu a regido de
maxima producdo de carotenoides (807 pg/L). Comportamento semelhante foi verificado por Tinoi
et al. (2005) onde a concentragdo de carotendides por Rhodotorula glutinis em meio agroindustrial
foi paralela ao crescimento celular. Em estudo de Razavi & March (2006), a producdo de
carotenodides foi aproximadamente paralela ao crescimento celular da levedura Sporobolomyces
ruberrimus, onde a producdo maxima de pigmentos foi geralmente observada no final da fase
exponencial de crescimento.

A Figura 13 e Tabela 2 (Apéndice 2) apresentam as cinéticas de consumo de substrato
(nitrogénio total e carbono organico total) em meio residual em frascos agitados para o ponto

otimizado (ensaio 8) do planejamento experimental completo 2°.
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Figura 13. Cinética do consumo de substrato (Nitrogénio e Carbono Organico Total) da levedura
Sporidiobolus pararoseus para as condi¢des otimizadas (180 rpm, 25°C, pH inicial 4,0, 40 g/L de glicerina,

40 g/L de AMM ¢ 20 g/L de APA).
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Em muitos micro-organismos a carotenogénese ¢ regulada por fatores nutricionais, tais
como a disponibilidade de nitrogénio. A taxa de carbono e nitrogénio tem importante fun¢do na
sintese de metabdlitos secundarios, determinando o tipo de metabdlitos sintetizados e extensdao da
producao (GARBAYO et al., 2003).

Verifica-se pela Figura 13 que houve um consumo crescente de nitrogénio total e carbono
organico total (TOC) ao longo da bioprodugdo. Analisando pontualmente, observa-se um aumento
acentuado no consumo de ambos apds 8 h de fermentagdo, chegando a 16 h de fermentagao com
consumo de 46,7 % de nitrogénio total e 26,6 % de carbono organico total. Comportamento
semelhante foi visto com outros micro-organismos, como nos estudos de Santos (2010) e Schwartz
(2010) onde houve um consumo crescente de carbono e nitrogénio durante o processo, sendo mais
acentuado no inicio da bioproducao.

Na Figura 14 e Tabela 3 (Apéndice 2) pode ser melhor observado o consumo de substrato

(glicerol) durante a cinética do ponto otimizado (ensaio 8) do planejamento fatorial completo 2°.
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Figura 14 - Cinética do consumo de glicerol da cepa Sporidiobolus pararoseus nas condigdes otimizadas
(180 rpm, 25°C, pH inicial 4,0, 40 g/L de glicerol, 40 g/L. de AMM e 20 g/L de APA).
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O aumento do consumo de glicerol esta relacionado diretamente com o tempo de
bioprodugao e fase de crescimento microbiano. Examinando a Figura 14 nota-se que o consumo de
glicerol (16 g/L) foi mais intenso nas primeiras 16 h e apos esse periodo observou-se um pequeno
consumo de glicerol com o tempo, apos 96 h de bioprodu¢cdo manteve-se praticamente constante.
Ao final das 120 h de bioproducdo foi observado um consumo foi de 54,6 %. Santos (2010)
observou que a glicerina bruta foi quase completamente consumida durante a bioprodugao. J& com
glicerina P.A foi obtido um consumo menor, devido a auséncia ou menor concentragdo de
micronutrientes que poderiam ter favorecido o crescimento microbiano. Kusdiyantini (1998)
verificou um consumo de glicerol superior a 50 %, de 40 g/L a 19,6g/L, em produgdo de astaxantina

em fermentacdo em batelada por Phaffia rhodozyma.
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5. CONCLUSOES E SUGESTOES

5.1 Conclusoes

O planejamento completo de segunda ordem possibilitou a otimiza¢do da bioproducdo de
carotenoides por Sporidiobolus pararoseus, obtendo-se um teor de maximo de carotenoides totais
de 843 pg/L com concentragdo de 40 g/L. de glicerol, 40 g/l de agua de maceragdo de milho e
20 g/L de 4gua de parboilizagao de arroz, 180 rpm, 25 °C e pH inicial 4,0.

A cinética demonstrou que a concentracdo maxima de carotenoides totais foi atingida em
96 h de bioproducdo, estando associada a producdo de biomassa. Houve consumo crescente de
nitrogénio total e carbono organico total (TOC) ao longo da bioproducao. O consumo de glicerol
(20,49 g/L) foi mais intenso nas primeiras 16 h e a partir deste periodo observou-se um pequeno

consumo até o final da bioprodug¢ao, atingindo maximo de 54,6 %.

5.2 Sugestoes para trabalhos futuros

1. Estudar a bioprodugdo de carotenoides com a levedura Sporidiobolus pararoseus em

biorreator € em batelada alimentada,;

2. Avaliar a bioprodugdo de carotenoides empregando glicerol bruto (subproduto da

producao de biodisel;

3. Identificar e caracterizar os carotenoides produzidos por Sporidiobolus pararoseus, por
cromatografia liquida (CLAE);

4. Avaliagdo de parametros cinética e estequiométricos;
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ANEXOS

Tabela 1: Cinética da bioprodugdo de carotenodides, biomassa da levedura Sporidiobolus

pararoseus e evolugdo do pH para as condi¢des otimizadas.

Tempo Biomassa pH Carotenoides
0 0,16 4,07 160,46
8 0,70 4,05 218,95
16 0,72 4,2 321,57
24 1,62 4,36 349,02
32 2,44 591 467,97
48 2,70 6,4 601,63
56 2,78 6,35 605,10
72 2,82 6,74 636,86
80 3,02 6,79 676,86
96 4,88 6,34 807,52
100 5,00 0,64 789,41
120 5,06 6,29 789,21

Tabela 2: Cinética do consumo de substrato (Nitrogénio e Carbono Organico Total) da levedura

Sporidiobolus pararoseus para as condigdes otimizadas.

Tempo Nitrogénio Carbono
0 11110 201,1
8 10340 192,4
16 5514 141,2
24 4591 111,3
32 4521 110
48 4600 92,67
56 3902 80,05
72 3268 85,47
80 3257 66,94
88 3189 56,26
96 2621 64,84
100 1969 64,38
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Tabela 3: Cinética do consumo de glicerol da cepa Sporidiobolus pararoseus nas condigdes

otimizadas.
Concentragao de
Tempo Glicerol
0 37,53
8 29,47
16 23,60
24 22,56
32 21,64
48 20,72
56 19,80
72 18,65
80 17,96
96 17,27
100 17,04
120 17,04
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