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Resumo da Dissertacdo apresentada ao Programa de PoOs-Graduacdo em
Engenharia de Alimentos como parte dos requisitos necessarios a obtencdo do Grau
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PRODUCAO E RECUPERACAO DE CAROTENOIDES DE Xanthophyllomyces
dendrorhous Y-10921

Leticia Urnau
Abril/2014

Orientadores: Eunice Valduga, Clarice Steffens.

Os carotenoides sdo pigmentos naturais e podem ser sintetizados por plantas,
algas e micro-organismos. Quando esses sédo bioproduzidos por micro-organismos,
sdo encontrados intracelularmente, assim, algumas vezes, a rigidez da parede
celular, dificulta a extratibilidade dos pigmentos, sendo necessario a aplicacdo de
técnicas de recuperacao dos biocompostos. Diante disso, 0 objetivo deste estudo foi
avaliar diferentes técnicas de ruptura celular de Xanthophyllomyces dendrorhous Y-
10921 afim de recuperar os carotenoides bioproduzidos. Inicialmente, a bioproducao
dos carotenoides por X. dendrorhous foi realizada em meio composto por 3 g/L de
extratos de levedura e de malte, 5 g/L de peptona e 10 g/L de glicose, em frascos
agitados (150 rpm), 25°C, sem iluminagcdo por aproximadamente 96 h.
Posteriormente, empregou-se metodologia de planejamento de experimentos
(planejamentos sequenciais), visando otimizacado das condicbes operacionais e do
meio de bioproducédo de carotenoides. Nos ensaios de recuperacao de carotenoides
empregou-se diferentes métodos de rompimento celular (dimetilsulfoxido - DMSO,
sistema ultrassonico, Nz liquido e sistemas combinados), células in natura e
liofilizadas, e de extracdo dos pigmentos (acetona, metanol, acetato de etila, éter de
petréleo, cloroférmio, hexano e sistemas combinados). A maxima recuperacao de
carotenoides especificos foi de 697 pug/g, em meio de bioprodugcdo composto por 40
g/L de glicose, 30 g/L de extrato de levedura, 30 g/L de extrato de malte, produzido
em 180 rpm, 30°C com pH inicial de 4,5, empregando como agente de ruptura
celular sistema ultrassénico (0,05 g de célula liofilizada e 4 mL de acetona:metanol
(7:3 viv), 40 KHz, 56 min de reacéo e 22+3°C), e extragcdo com a mistura acetona:
metanol (7:3 v/v).

Palavras-Chave: Carotenoides. Ruptura celular. Extragdo. Xanthophyllomyces
dendrorhous. Ultrassom.
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Carotenoids are natural pigments that can be synthesized by plants, algae and
microorganisms. When these carotenoids are bioproduced by microorganisms, these
are founded intracellularly, thus, sometimes the rigidity of the cell wall makes the
exctractability of the pigments difficult, being the application of many techniques
necessary. Therefore, the aim of this study was to promote cell rupture of
Xanthophyllomyces dendrorhous Y-10921 trhough diferentt techniques in order to
recover carotenoids. Initially, the bioproduction of carotenoids by X. dendrorhous was
performed in medium composed of 3 g/L of yeast and malt extract,5 g/L of peptone
and g/L of glucose, in shake flasks (150 rpm), 25°C, without illumination for about 96
h. Subsequently, the methodology of design of experiments (sequential planning)
was used, aiming at the optimization of the operating conditions and bioproduction
medium of carotenoids. In carotenoids recovery tests, different methods of cell
disruption (dimethyl — DMSO, ultrasonic system, N2z liquid and combined systems),
lyophilized cells and in natur and extraction of the pigments (acetone, methanol, ethyl
acetate, petroleum ether, chloroform, hexane and combined systems) was
employed. Maximum recovery of specific carotenoids was 697 ug/g in bioproduction
medium composed by 40 g/L of glucose, 30 g /L of yeast extract, 30 g/L of malt
extract, produced at 180 rpm, 30°C with initial pH 4.5, using ultrasonic system as cell
disruption agent (0.05 g lyophilized cells and 4 mL of acetone: methanol (7:3 v/v), 40
KHz, 56 min reaction and 22+ 3°C) and extracted with acetone: methanol (7:3 v/v).

Keywords: Carotenoids. Cell disruption. Extraction. Xanthophyllomyces
dendrorhous. Ultrasound.
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1. INTRODUGCAO

A producdo biotecnologica de carotenoides para a aplicacdo industrial, por
micro-organismos, tem sido objeto de destaque nos ultimos anos, pois a grande
maioria dos carotenoides utilizados industrialmente € obtida por via quimica ou por
extracao de plantas ou algas. Devido a preocupacdo com o uso de aditivos quimicos
nos alimentos, os processos biotecnoldgicos para obtencdo de carotenoides tém
sido alvo de um crescente interesse. Além disso, a producdo se da em pequeno
espaco, ndo estando sujeita as condicbes ambientais como clima, estacdo do ano
ou composicao do solo; existe a possibilidade de controlar as condi¢cdes de cultivo
para garantir a producdo de carotenoides de maior importancia e a utilizacdo de
substratos de baixo custo (JOHNSON; SCHROEDER, 1995; AKSU; EREN, 2007).

Na grande maioria os carotenoides produzidos por micro-organismos
encontram-se nas paredes internas da célula, necessitando dessa forma, métodos
de ruptura celular e de extracdo para recuparacdo dos biocompostos. Nesse
sentindo, algumas técnicas de ruptura celular foram desenvolvidas ao longo dos
anos, mas poucas estédo disponiveis em larga escala. Atualmente, o uso de métodos
mecanicos, como a maceracao, € o mais difundido na industria, embora uma série
de métodos ndo mecanicos ou combinados podem ser aplicados e tem sido
relatados, tais como enzimético (ASENJO et al., 1985; SALAZAR, 2007, FLEURI et
al., 2005, MONKS et al, 2013), fluidos pressurizados (MONKS et al., 2011), sistema
ultrassénico (MEDEIROS et al., 2008), quimicos através de permeabilizacao celular
que pode utilizar dimetilsulfoxido (VALDUGA et al., 2013), etanol (PANESAR et al.,
2007), isopropanol (KONDO et al., 2000) e butanol (CHAMPLUVIER et al., 1989). A
desvantagem da maioria dos métodos de rompimento celular é que, além de
rompimento celular, também resultam na degradacdo e desnaturacédo de proteinas

(EGYHAZI et al., 2004) e/ou de degradacéo de biocompostos de interesse.
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Apo6s o rompimento celular, os carotenoides devem ser extraidos a partir das
células. Na maioria das vezes sao utilizados solventes organicos, como acetona,
éter de petrdleo, etanol e metanol. Alguns desses solventes foram testados quanto a
sua capacidade de isolar os carotenoides, sendo que a maioria desses estudos se
concentram na recuperacdo de carotenoides utilizando um Unico solvente
(MENDES-PINTO et al., 2001). E presumivel que alguns solventes, quando
combinados possam demonstrar interacfes sinérgicas, resultando em um
rendimento melhor de carotenoides (LIM et al., 2002; MENDES-PINTO et al., 2001;
PARK et al., 2007).

Neste contexto e frente as importantes aplicacdes dos carotenoides, tanto na
industria de alimentos (como por exemplo, sua utilizagdo como composto de
protecdo a oxidagdo de produtos industrializados) quanto no seu uso farmacéutico
(como fonte de pré vitamina A), surge a necessidade do estudo de técnicas de
recuperacdo de carotenoides, que envolvam o rompimento celular efetivo e
extratibilidade dos biocompostos, possibilitando a utilizacdo dos carotenoides de
fontes microbianas. Desta forma, este estudo tem como objetivo principal a
producdo e a recuperacdo de carotenoides sintetizados por Xanthophyllomyces
dendrorhous Y-10921, empregando diferentes métodos de rompimento celular e

solventes na extragéo.
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2. OBJETIVOS

2.10bjetivo geral:

- Produzir e recuperar carotenoides de Xanthophyllomyces dendrorhous Y-
10921, empregando diferentes métodos de ruptura celular e de extracdo dos

biocompostos.

2.20bjetivos especificos:

- Otimizar a producdo de carotenoides em frascos agitados utilizando

substratos sintéticos;
- Empregar sistemas fisicos e quimicos na ruptura celular;

- Utilizar combinac¢des de solventes organicos na extracao dos carotenoides;

- Quantificar os carotenoides recuperados pelos sistemas.

14



3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

Neste item serdo apresentados aspectos gerais dos carotenoides,
informagdes sobre sua bioproducéo e recuperacdo, abordando aspectos estruturais,
biossintese, propriedades e funcbes dos carotenoides, micro-organismos
produtores, fatores que influenciam a bioproducdo e métodos de recuperacao

(ruptura celular e extratibilidade) dos biocompostos.

3.1 Carotenoides

Carotenoides sdo pigmentos lipossoluveis, sendo encontrados em fungos,
bactérias, tecidos de plantas verdes e também em animais (MEZZOMO, 2012).
Apresentam capacidade corante, que provem da presenca de uma longa série de
duplas ligacBes conjugadas, que € também responsavel por suas propriedades
antioxidantes (MACIAS-SANCHEZ et al., 2010).

Esta classe de pigmento compreende duas classes principais, 0s carotenos e
as xantofilas. Os carotenos consistem em hidrocarbonetos poliénicos ciclicos ou
lineares, enquanto as xantofilas sdo carotenos com pelo menos um atomo de
oxigénio funcional (—OH e =0O) em sua molécula e representam a grande maioria dos
carotenoides (LA FUENTE et al., 2006).
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Figura 1- Estrutura quimica dos pigmentos carotenoides (LA FUENTE et al., 2006).
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3.1.1 Propriedades e funcdes dos carotenoides

Os carotenoides sdo os pigmentos mais difundidos na natureza, sendo 0s
mais importantes B-caroteno, licopeno, luteina e zeaxantina. S&o reportados mais de
600 variantes estruturais desta familia de pigmentos, que se encontram em fontes
naturais (LOPES FILHO et al.,, 2008; AUSICH,1997). S&o corantes naturais
responsaveis pelas cores vermelha, amarela e laranja, muito empregadas nas
industrias alimenticias, farmacéutica, de cosméticos e até mesmo de ragdo animal
(RODRIGUES-AMAYA, KIMURA, AMAYA-FARFAN, 2008).

O wvalor de mercado na comercializacdo de carotenoides foi de
aproximadamente 1,2 bilhdo de doélares em 2010, podendo chegar a 1,4 bilhdes em
2018. O B-caroteno € o carotenoide de maior consumo, estimado em um valor de

mercado de 261 milhdes de ddlares em 2010, apresentando um crescimento anual
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de 3,1%. Em seguida no mercado de consumo encontram-se a luteina e astaxantina
(BCC, 2013).

O interesse no uso de carotenoides esta baseado na vantagem de que 0s
mesmos ndo sao afetados (ao contrario de muitos outros corantes) pela presenca de
acido ascérbico, ou ciclos de aquecimento e resfriamento. Além disso, sdo corantes
de alto poder colorifico, podendo ser usados até mesmo em partes por milhdo
(MACIAS- SANCHEZ et al, 2004).

O interesse em carotenoides tem aumentado nos ultimos anos, pois além da
demanda por esse produto pelas diversas industrias, o interesse por produtos
naturais tem mostrado um relevante aumento, o que possibilita 0 desenvolvimento
de carotenoides por meios biotecnoldgicos (VALDUGA et al., 2008).

Nas industrias de alimentos, o principal objetivo na utilizacdo dos
carotenoides € colorir ou repor a cor dos alimentos perdida durante processamento
ou armazenamento, e uniformizar a coloracdo de alguns produtos (MALDONADE,
2003). Além disso, uma das caracteristicas mais importantes dos carotenoides, é a
sua capacidade de atuar como antioxidante, protegendo células e tecidos da acéo
dos radicais livres (SOWMYA; SACHINDRA, 2012). Por serem apolares, o0s
carotenoides ficam imersos nas membranas sequestrando radicais gerados no
ambiente (TRUSCOTT, 1996).

Os carotenoides também sdo conhecidos por serem precursores de vitamina
A, conversdo essa, que ocorre haturalmente no figado (UENOJO; JUNIOR;
PASTORE, 2007). Essa vitamina € essencial para a promoc¢do do crescimento,
desenvolvimento embrional e funcdo visual (HOF et al., 2000). Aléem disso, ha
indicios de que os carotenoides em associacdo com outros componentes de frutas e
vegetais apresentam efeito protetor contra algumas doencas cronicas (UENOJO;
JUNIOR; PASTORE, 2007).

A astaxantina, principal composto recuperado pela levedura X. dendrorhous,
tem despertado grande interesse devido a sua capacidade antioxidante e possivel
papel na reducdo do risco de algumas doencas. A atividade antioxidante da
astaxantina, tem demonstrado importante funcdo na modulacdo de funcdes
biologicas relacionadas a peroxidacdo lipidica, desempenhando efeitos benéficos
em doencas cardiovasculares, degenerativas e cancer (SEABRA e PEDROSA,
2010).
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3.2 Producdao biotecnoldgica de carotenoides

Os carotenoides estdo amplamente distribuidos na natureza, mas mesmo
assim, em todo o mundo, o volume de producdo € dominado pelos métodos
sintéticos. No entanto, o impacto negativo causado por compostos sintéticos em
produtos alimenticios, esta forcando as industrias a buscarem uma alternativa, e a
producdo biotecnolégica vem sendo uma opc¢do para esses mercados (MATTEA;
MARTIN; COCERO, 2008).

Uma variedade de carotenoides, com estruturas especificas pode ser obtida
através da exploracdo dos micro-organismos. A producdo de carotenoides através
de via microbiana constitui atualmente uma alternativa interessante devido a
possibilidade da obtencdo de pigmentos de origem natural em escala industrial (DA
SILVA, 2004).

Ha uma grande quantidade de micro-organismos com capacidade para
produzir carotenoides, no entanto, nem todos sdo industrialmente interessantes. As
leveduras destacam-se pela sua utilizacdo como fonte proteica, capacidade de
crescimento em substratos menos dispendiosos e alto teor de acucar (VALDUGA et
al., 2009Db).

A producdo de -carotenoides pelo processo biotecnologico tem sido
amplamente investigada, dando destaque para a produgcado comercial de 3- caroteno
pelo fungo Blakeslea trispora, pelas microalgas Dunaliella (MACIAS-SANCHEZ,
2008), a producéo de astaxantina pela microalga Haematococcus sp (ZHANG, 2009)
e pela levedura Phaffia rhodozyma (MORIEL et al., 2004).

O uso de substratos industriais baratos como fonte de nutrientes e a
adequacao das caracteristicas de meio de cultivo (fonte de carbono e nitrogénio),
temperatura, pH, taxa de aeracéo e agitacao, tornam esse processo industrialmente
praticavel, reduzindo assim o custo de producédo (DAS et al., 2007; BUZZINI et al.,
2005).
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3.2.1 Fatores que influenciam a producdo de carotenoides por via
biotecnoldgica

A producdo de carotenoides por micro-organismos € afetada por fatores
fisicos (temperatura, luminosidade e teor de oxigénio) e pela composi¢cdo do meio de
cultivo (fonte de carbono e nitrogénio), os quais variam em intensidade e
concentracdo de acordo com as necessidades que cada micro-organismo possuli.
Sendo assim, a mudanca nesses fatores pode influenciar positiva ou negativamente
a biossintese de pigmentos (BHOSALE, 2004).

A temperatura e o pH exercem influéncia no crescimento microbiano,
metabolismo e na viabilidade celular. Johnson & Gil-Hwan (1991) verificaram que as
condi¢cdes otimas para a producdo de carotendides ndo sao as mesmas para o
crescimento celular. O pH 6timo de crescimento para P. rhodozyma foi de 5,8,
enguanto que a maxima producéo de astaxantina foi a pH 5,0.

A temperatura € um dos fatores mais importantes, que exerce influéncia direta
no crescimento e no metabolismo de micro-organismos, causando alteracées em
muitas vias biossintéticas, inclusive na carotenogénese (SILVA, 2004; ZENI, 2009).
A temperatura exerce controle na concentracdo de enzimas envolvidas na producéo
de carotenoides e mudancas na concentracdo enzimatica (VALDUGA, et al. 2009e).
Aksu e Eren (2007) estudando a producdo de carotenoides com R. glutinis,
perceberam que a taxa de crescimento especifico da levedura aumentou com a
elevacdo da temperatura de 25 °C para 30 °C e, diminuiu de maneira drastica em
faixas superiores de temperatura. A taxa de formacéo de carotenoides também foi
influenciada pelo aumento da temperatura, onde até 30 °C foi observado um
crescimento acentuado na concentracdo de carotenoides totais, e acima desta
apenas um leve crescimento foi observado. Em testes, Ramirez et al. (2001)
concluiram que na otimizacdo da producdo de astaxantina por P. rhodozyma, a

temperatura foi o fator que mais causou influéncia.

A biossintese de carotenoides naturalmente ocasiona mudancas do pH do
meio de fermentacdo, como consequéncia do crescimento do micro-organismo. De
modo geral, em leveduras o pH do meio fermentativo decresce nas primeiras 72 h
de fermentagdo, seguido de uma elevagcdao durante a fase intensa de

carotenogénese (FRENGOVA et al.,1994). A partir dai, o pH permanece constante

19



indicando o final do processo fermentativo. O pH é um dos parametros ambientais
mais importantes para o crescimento celular e formacdo de produto, tornando-se

uma variavel a ser estudada na producédo de carotenoides (COLET, 2012).

A producdo de carotenoides € afetada pela irradiacdo de luz, contudo, a
intensidade e a forma de iluminagdo variam de acordo com 0 micro-organismo
(BHOSALE, 2004). Em estudos, Jhonson et al. (1979) revelaram que a intensidade
luminosa néo influenciou a pigmentacdo de P. rhodozyma. Ja Gil-Hwan & Jhonson
(1990), utilizando alta intensidade luminosa, concluiram que a luz inibiu o
crescimento celular e a formacdo de pigmento, ambas causadas pelo estresse

celular.

Outro fator que exerce influéncia é o teor de oxigénio. Esse efeito foi estudado
por Davioli et al. (2004) na utilizacdo da levedura Sporobolomyces roseus, onde um
aumento na aeragcao causou um incremento significativo na concentracdo de
carotenoides. Em estudo realizado por Liu et al. (2006), houve evidéncias de que o
aumento da agitacdo e a diminuicdo no volume de liquido ocasionaram elevacdo no
crescimento celular e producdo de carotenoides, sendo que a mudanca na
velocidade de agitagdo apresentou maiores efeitos no rendimento de carotenoides

nos maiores volumes de liquido.

Maldonade (2003) estudando a composi¢cao de carotenoides, das leveduras
isoladas no Brasil e cultivadas em meio YM, 200 rpm, 25 °C por 5 dias, sem
iluminagdo, encontrou concentragdes de carotenoides totais de 881 ug/L para
Rhodotorula glutinis, 594 ug/L para R. graminis-125, 590 ug/L para R. mucilaginosa-
137, 545 pg/L para R. mucilaginosa-135, 168 ug/L para R. minuta e 237 ug/L para
Sporobolomyces sp. Os principais pigmentos encontrados nestas linhagens foram
toruleno e B-caroteno, sendo o (- caroteno predominante em R. graminis-125, R.
glutinis e Sporobolomyces sp, enquanto que o toruleno foi o carotenoide principal de
R. mucilaginosa.

A sacarose e a glicose sao as formas de carbono mais comumente utilizadas
na bioprodugéo de carotenoides. De acordo com Buzzini & Martini (2000), o uso de
glicose levou a maiores rendimentos na producéo especifica de carotenoides (1000
Mg/g) por Rhodotorula sp. Sutherland et al. (1996) verificaram que concentracdes
altas de glicose inibem a carotenogénese, enquanto que a sacarose, maltose e
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celobiose foram os dissacarideos que produziram melhores resultados na producgéo
de astaxantina por Phaffia rhodozyma.

Fontes de nitrogénio também afetam o crescimento e a pigmentacdo em
Phaffia rhodozyma. A peptona foi considerada melhor fonte de nitrogénio para
pigmentacéo, entretanto, estudos relataram que o uso do extrato de leveduras como
fonte de nitrogénio aumentou a concentracdo de carotenoides totais (MEYER &
PREEZ, 1994). Resultados similares foram obtidos por Calo et al. (1995), que
observaram o aumento de duas vezes na concentracdo de astaxantina quando foi

empregado extrato de levedura.

3.3 Recuperacao de biocompostos

A bioproducéo industrial de carotenoides estid bem estabelecida e vem se
expandindo comercialmente. No entanto, as etapas de recuperacdo e extracdo do
produto ainda estdo em fase de desenvolvimento (MEZZOMO, 2012). Assim,
inumeros trabalhos vém sendo realizados visando estudar a recuperacao eficiente
dos carotenoides intracelulares e, consequentemente contribuindo para a reducgao
de custos operacionais (VALDUGA et al., 2009d).

O processo de extracdo de carotenoides com solventes organicos € um dos
métodos mais utilizados. Park et al. (2007) relataram que a extracdo do carotenoide
presente na parede celular do micro-organismo depende da habilidade de
permeabilizacdo do solvente através da parede celular e da solubilidade dos
carotenoides com o solvente utilizado. Porém, com o aumento da restricdo ao uso
de solventes, por vezes téxicos, o interesse dos consumidores por produtos naturais,

promoveu a busca por outros métodos de extracdo (SUN, 2006).

3.3.1 Ruptura celular

A parede celular € uma camada relativamente rigida presente nas células de

vegetais e micro-organismos como bactérias, algas, fungos e leveduras. Ela fornece
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suporte osmoético e determina o formato da célula, além de estar relacionada a

sinalizacao celular, adesao e digestéao extracelular (MAGNELLI et al., 2005).

As leveduras sao envolvidas por uma rigida parede celular, representando
cerca de 20 a 25% do peso seco da célula. Em uma grande parte das leveduras, a
parede celular consiste em 85 a 90% de polissacarideos e 10 a 15% de proteinas
(NGUYEN; FLEET; ROGERS, 1998). Dessa forma, para que 0s carotenoides
possam ser extraidos, essa parede devera ser eficazmente quebrada.

Uma das técnicas de rompimento celular mais utilizada é o choque osmotico,
que pode ser feito com tampao fosfato ou acetato, ou até mesmo com &gua
destilada. A extracdo pode ser realizada com esses solventes, ou combinada com
métodos fisicos como congelamento, descongelamento, digestdo, sonicacdo, entre
outros (PATEL et al., 2005; CHEN et al., 2006).

3.3.2 Ultrassom

O ultrassom € um processo que utiliza energia das ondas ultrassénicas que
sao transmitidas em frequéncia superior a da capacidade auditiva humana (acima de
20 kHz). As ondas de ultrassom se propagam na matéria, criando meios de
compressdo e expansao, fazendo com que as moléculas se afastem e se
aproximem diversas vezes (LUQUE-GARCIA; DE CASTRO, 2003).

O ultrassom aumenta a permeabilidade das paredes celulares, a producéo de
cavitagdo, resultando em um forte estresse dinamico, e consequentemente o
aumento do estresse mecanico das células, também chamado de friccdo interfacial.
As ondas ultrassénicas rompem as paredes celulares presentes na matriz vegetal,
aumentando a penetracdo do solvente e o contato entre as fases soluto/solvente e
assim, facilitando a liberacdo dos extratos (JACQUES, 2005; MA et al., 2008).

O ultrassom pode ser utilizado para melhorar efetivamente a taxa de extracao,
aumentando as taxas de transferéncia de massa e possivel ruptura da parede
celular devido a formacdo de microcavidades levando a maiores rendimentos com

tempos e consumo de solventes reduzidos (SHIRSATH et al., 2012).
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O emprego do ultrassom pode ser uma importante ferramenta para processos
de extracdo, podendo ser utilizado em pequena ou grande escala (VINATORU,
2001).

Em um estudo comparando a extracdo de carotenoides de microalga por
técnica de ultrassom e extracdo supercritica, Macias- Sanchez et al. (2009)
obtiveram superioridade do método de ultrassom em relagdo ao rendimento de

extracdo, mas em relacdo a seletividade, a tecnologia supercritica se sobressaiu.

Medeiros et al. (2008), comparando a técnica de abrasdo utilizada
tradicionalmente para ruptura celular em agitador tipo vortex com o processo de
ruptura celular baseado no uso conjugado de ondas ultrassénicas e pérolas de vidro
para extragdo de B-galactosidase de Kluyveromyces marxianus CCT 708, concluiu
que o uso dessa nova metodologia por um periodo de 40 minutos, pode ser aplicado

eficientemente para extracao.

Jadhav et al (2009) utilizando extracdo através de ultrassom para comparar
com os resultados com o processo tradicional de Soxhlet, obteve resultados 20%
superiores com técnica ultrassénica. Além disso, enquanto no método tradicional,
temperaturas de 95-100°C sé&o requeridas, com a utilizagcdo de ultrassom, a mesma
pode ser reduzida para a temperatura ambiente, reduzindo também, o tempo de 8
para 1 hora.

Em estudos semelhantes, Kimbaris et al. (2005) utilizando método de
extracdo por destilacdo e por ultrassom para obter Oleos essenciais de alho,
perceberam que utilizando sistema ultrassénico, os compostos de aroma sofreram
menores danos, resultando em o6leos com melhores sabores e odores. Este fato
pode estar relacionado a temperaturas mais amenas que podem ser utilizadas

guando se tratando de extracdo através de ultrassom.

Ho et al. (2006) estudaram o rompimento celular de células de E. coli para
liberacdo de HbcAg intracelular utilizando ultrassom e concluiram que esse método
foi mais eficaz quando comparado ao método enzimatico, em termos de liberacdo de

proteinas.
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3.3.3 Extracao de carotenoides

ApG6s o rompimento celular, os carotenoides devem ser extraidos a partir da
célula microbiana. Como os carotenoides séo lipossolaveis, geralmente sao
extraidos com solventes organicos, como acetona, éter de petréleo, hexano, etanol
(MENDES-PINTO et al., 2010).

Em geral, os carotenoides sdo compostos sollveis em solventes ndo polares,
pelo qual este tipo de solvente tem sido utilizado para realizar a sua extracdo. No
entanto, quando as amostras que contém o0s carotenoides possuem uma umidade
consideravel, estes precisam ser extraidos usando um solvente polar (por exemplo,

etanol ou acetona).

A selecdo de um solvente € de extrema importancia para obtencdo de
extratos de boa qualidade e, além disso, ndo deve ser inflamavel, ndo toxico e ndo
volatil. No entanto, até hoje, ndo tem se encontrado solvente com tais caracteristicas
(CAMARGO, 2010).

Alguns estudos tém testado a habilidade dos solventes para isolar
carotenoides de células microbianas. A maioria desses estudos estdo focados em
testar a recuperacao de carotenoides utilizando apenas um solvente. Uma area que
tem recebido atencéo é a mistura sinérgica desses solventes, com o objetivo de uma
melhor extragcdo (MONKS et al., 2011; LIM et al., 2002).

Monks et al. (2011) testaram mistura de acetona: metanol (7:3 v/v), etanol:
diclorometano (1:3 v/v) e etanol: acetato de etila (1:3 v/v), obtendo melhores

resultados para acetona: metanol, com um conteddo de carotenoides de 2875,23

Ma/L.

Macids-Sanchez (2009) adicionaram etanol ao dioxido de carbono
pressurizado como co-solvente, tendo um rendimento aumentado na extragdo de
carotenoides. Neste caso, as 6timas condi¢cdes de pressdo de temperatura foram
500 bar e 60°C para Nannoclhoropsis gaditana e para Dunaliella salina foram 400
bar e 60°C.
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3.3.4 Consideragdes Finais

ApOGs as consideracBes apresentadas, verifica-se a importancia de se obter
carotenoides de fontes biotecnoldgicas, tendo em vista seu grande emprego na area
alimenticia e farmacéutica. Além disso, a relevancia de se avaliar diferentes métodos
de ruptura celular, visando a recuperacdo de biocompostos intracelulares de

interesse.

A levedura X. dendrorhous, tem sido objeto de alguns estudos desde que foi
descoberta como produtora natural do carotenoide astaxantina, obtendo niveis

promissores do mesmo (WANG et al., 2006).

Hu et al. (2006) investigaram o efeito do pH no processo de producéo de
carotenoides pela levedura Xanthophyllomyces dendrorhous, com meio de cultivo
contendo 80 g/L de glicose, 8 g/L de extrato de levedura. O cultivo foi realizado em
agitador rotatorio a 200 rpm, 20°C durante 7 dias, avaliando os pH iniciais de: 3,5;
4,0; 4,5;5,0; 5,5; 6,0 e 6,5. Concluiu-se que o pH mais adequado para o crescimento

celular € 6,0, para a producéo de astaxantina especifica (1,52 mg/g).

Hu et al. (2007) estudaram a recuperacdo de astaxantina pela levedura X.
dendrorhous através da fermentagdo em batelada alimentada e controle de pH. A
producao foi realizada em meio YM (10 g/L de glicose, 3 g/L de extratos de malte e
levedura e 5 g/L de peptona). Os resultados mostraram que a fermentacdo em
batelada alimentada com a estratégia de mudanca do pH foi o melhor alcancando

uma concentracdo maxima de astaxantina de 39,47 mg/L com 132 h.

Em relacéo a diferentes métodos de ruptura celular, ndo ha muitos estudos na
literatura. Silva (2009), avaliando a utilizacdo de agua de parboilizacdo de arroz
como meio de cultura na bioproducdo através da levedura Phaffia rhodozyma
(formalmente X. dendrorhous), utilizou método de autdlise de células liofilizadas com
2 mL de Dimetilsulféxido (DMSO) com homogeneizacdo em voértex obtendo niveis

maximos otimizados de 538 ug/g de carotenoides especificos.

Storebakken et al. (2004), avaliaram os efeitos da ruptura celular enzimatica
da levedura X. dendrorhous produtora de astaxantina, utilizada como racdo na

alimentacdo de trutas. A levedura foi submetida a trés graus diferentes de ruptura
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celular, o que resultou no aumento da extracdo de 45, 70 e 97% em relacéo a
levedura ndo tratada, concluindo que, a ruptura da parede celular é fundamental

para otimizar a producédo de carotenoides, sejam eles totais ou especificos.

N&o ha relatos de ruptura celular empregando ultrassom para a levedura,
apesar de o mesmo ser uma tecnologia limpa, pois consegue recuperar
carotenoides sem a utilizacdo de compostos téxicos, facilitando assim, com que os
mesmos sejam utilizados em produtos alimenticios sem apresentar riscos a saude

do consumidor.
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4. MATERIAL E METODOS

Neste capitulo serdo apresentados as etapas da bioproducéo, ruptura celular

e de extracao, visando a recuperacédo de carotenoides.

4.1 Bioproducdao de carotenoides totais

A levedura Xanthophyllomyces dendrorhous Y-10921 foi utilizada na
bioproducdo dos carotenoides devido ao fato de ser uma excelente produtora do
carotenoide astaxantina. Inicialmente, a cultura liofilizada foi hidratada em meio YM
(Yeast Malt Extract): 3 g/L de extrato de levedura (Vetec), 3 g/L de extrato de malte
(Acumedia), 5 g/L de peptona (Himedia) e 10 g/L de glicose (Vetec). Uma alcada da
suspensio foi adicionada em placas contendo YMA (Agar YM, preparado da mesma
maneira citada anteriormente adicionado de 30 g/L de agar) e incubadas a 25°C por
2 a 4 dias. Posteriormente, as placas contendo a cultura foram armazenadas a 5°C.

Inicialmente, a bioproducdo dos carotenoides foi realizada em frascos
agitados contendo 100 mL de meio YM. Apés a esterilizacdo a 121°C durante 15
minutos em autoclave (Phoenix, modelo AV75), os frascos foram inoculados com
uma alcada de células, e incubados a 25°C, 150 rpm, sem iluminagcdo por
aproximadamente 96 horas em agitador orbital (New Brunswick Scientific- Series
Excella E25).

4.1.1 Delineamento experimental

Para estudar os efeitos da composi¢cdo do meio de cultura e das condigdes na
maximizacdo e/ou otimizacdo da bioproducdo foi utilizado metodologia de
planejamento de experimentos. Inicialmente, um planejamento do tipo Plackett-
Burman (Screening Design) de 12 ensaios com 3 pontos centrais (HAALAND, 1989).
As variaveis estudadas e seus respectivos niveis encontram-se descritos na Tabela
1. A matriz do planejamento experimental Plackett-Burman e as respostas

encontram-se descritas na Tabela 13. Nestes ensaios foram empregados o0s
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sistemas de ruptura celular e extracdo otimizados, conforme serdo descritos nos
itens 4.2.3.

Tabela 1- Variaveis independentes e niveis utilizados no planejamento do tipo

Placket- Burman.

Variaveis Independentes

Cédigos Niveis

-1 0* 1
Temperatura (°C) X1 20 25 30
Agitacao (rpm) X2 150 180 200
pH X3 4 5 6
Extrato de levedura (g/L) Xa 5 10
Extrato de malte (g/L) Xs 0 5 10
Peptona (g/L) Xe 0 5 10
Glicose (g/L) X7 10 20 30

* Triplicata do ponto central. **Variaveis fixas: Tempo de bioprodugéo: 96 horas

A partir dos resultados obtidos no planejamento do tipo Plackett-Burman
realizou-se um planejamento fatorial 23 completo (2 pontos axiais para cada variavel
independente e 1 ponto central para cada variavel independente repetido 3 vezes).
Esse delineamento apresenta ainda dois niveis de variaveis axiais codificadas com -
a e +a. O valor de a € funcdo do numero de variaveis independentes, sendo definido
pela seguinte equagdo (HAALAND, 1989): a = (2K = (28)14 = 1,68. A faixa de
estudo de cada varidvel foi estabelecida a partir dos resultados obtidos no
delineamento anterior (Plackett-Burman).

As variaveis independentes estudadas foram extrato de malte, extrato de
levedura e glicose, e as variaveis fixadas foram temperatura (25°C), agitacdo
(180 rpm) e pH (4,0). A resposta ou variavel dependente estudada foi o0s
carotenoides especificos (ug/g). Na Tabela 2 sdo apresentadas as variaveis

estudadas e seus respectivos niveis.
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Tabela 2- Variaveis independentes e niveis empregados no planejamento fatorial 23

completo.
Variaveis Independentes* Niveis

Cddigos  -1,68 -1 0* 1 1,68
Glicose (g/L) X1 33,2 40 50 60 66,8
Extrato de levedura (g/L) X2 3,2 10 20 30 36,8
Extrato de malte (g/L) X3 3,2 10 20 30 36,8

* Triplicata do ponto central **Varidveis fixas: Temperatura: 25°C; Agitagdo: 180 rpm; pH: 4,0;

Peptona: 0 g/L.

4.2 Recuperacao dos carotenoides

4.2.1 Preparo das amostras

Para a recuperacdo dos carotenoides, inicialmente, as células foram
separadas em centrifuga (Fanem, modelo 403), a 6000 x g, por 10 min a 5° C. Parte
das células separadas foi utilizada in natura e parte foi congelada em freezer
(Hitachi) a -80°C por aproximadamente 5h e secas em liofilizador (Edward) por
aproximadamente 36 h.

4.2.2 Ensaios preliminares

Afim de encontrar um agente adequado de ruptura para a levedura,
determinar melhor forma de célula (in natura ou liofilizada) e condicbes que
influenciem o processo, além de testar diferentes solventes de extracdo e/ou
combina¢gbes dos mesmos, ensaios preliminares de ruptura e de extracdo dos
carotenoides foram realizados, conforme metodologias descritas por VALDUGA et
al. (2011), com modificagbes e de SILVA (2009), com modificacbes. Nestes ensaios,
foram empregadas as células bioproduzidas em meio YM. A seguir, 0s métodos de

recuperacdo empregados nos testes preliminares sao detalhados:

Método 1 - As células in natura (2 g), apos centrifugagdo, foram submetidas a
sucessivas maceracbes em almofariz juntamente com N2 liquido. Em seguida

adicionou-se 4 mL da mistura acetona: metanol (1:1 v/v) e homogeneizou-se,
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seguido de centrifugagéo (6500x g, 5°C, 10 min). O sobrenadante foi separado e
foram realizadas extracdes sucessivas (2 a 3 extracdes), até que o solvente e as

células permanecessem sem coloracéao.

Método 2 - As células in natura (2 g), apds centrifugacdo, foram submetidas a
sucessivas maceracdes em almofariz juntamente com N2 liquido. No pellet
macerado foram adicionados 4 mL de dimetilsuféxido (DMSO), a amostra foi preé-
aguecida a 55°C/30 min e homogeneizada periodicamente. Em seguida, adicionou-
se 2 mL da mistura acetona: metanol (1:1 v/v) e foi realizada centrifugacao (6500x%g,
5 °C, 10 min). O sobrenadante foi separado e realizaram-se extracdes sucessivas,

até que o solvente e as células permanecessem sem coloracao.

Método 3 - As células in natura previamente maceradas com Nz liquido, foram
adicionados 4 mL de solugdo tampao Tris-HCI (Merck) 20 mM (pH 8,0) e
homogeneizou-se. Em seguida, o tampdo foi eliminado por -centrifugacao.
Posteriormente, os carotenoides das células foram extraidos com 2 mL de uma
mistura acetona: metanol (7:3 v/v) e centrifugados a 6500xg a 5 °C por 10 min. O
sobrenadante foi separado e realizaram-se extracdes sucessivas, até que o solvente

e as células permanecessem sem coloracao.

Método 4 - Nas células in natura (2 g) adicionaram-se 2 mL de dimetilsuféxido -
DMSO (Nuclear), homogeneizou-se e a suspensao foi pré-aquecida a 55 °C/10 min
(Fanem 102). Em seguida, adicionou-se 1 mL de tampéo fosfato de sodio (Merck) 1
M (pH = 7,0), agitou-se, centrifugou-se (6500xg, 5 °C, 10 min) e o sobrenadante foi
descartado. Posteriormente, adicionou-se 2 mL da mistura hexano: acetato de etila
(1:1 vlv), seguida de centrifugagdo. O sobrenadante foi separado e realizaram-se
extracfes sucessivas, até que o0 solvente e as células permanecessem sem

coloracéo.

Método 5 - As células in natura (2 g), apés centrifugacdo, foram submetidas a
rompimento celular com a adicado de 4 mL de dimetilsufoxido (DMSO), a solucéo foi
aguecida a 55° C/30 min e homogeneizada periodicamente. Em seguida, adicionou-
se 2 mL da mistura acetona: metanol (7:3 v/v) e centrifugou-se (6500xg, 5°C, 10
min). O sobrenadante foi separado e realizaram-se extracdes sucessivas, até que o

solvente e as células permanecessem sem coloracao.
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Métodos 6, 7 e 8 - A etapa de rompimento celular in natura foi realizada com
maceragcao em almofariz com N2. As extragbes foram realizadas, com 2 mL de
acetona, acetona: metanol (6:4, v/v), metanol:éter de petréleo (6:4, V/v),

respectivamente.

Métodos 9, 10, 11, 12, 13 e 14 - A etapa de rompimento celular foi realizada da
mesma forma que no tratamento 2. As extragdes foram realizadas, com 2 mL da
mistura acetona: metanol (7:3, v/v), acetona: metanol (1:1, v/v), cloroférmio: metanol
(1:1, v/v), metanol:éter de petroleo (9:1, v/v), hexano:acetato de etila (1:1, v/iv) e

metanol:éter de petréleo (7:3, v/v), respectivamente.

Métodos 15 e 16 - Foram utilizadas 2 g de células in natura e 0,05 g de células
liofilizadas, respectivamente e adicionados 2 mL de dimetilsulfoxido (DMSO),
homogeneizadas e deixando a reacdo ocorrer por 30 min. Apos a ruptura foram
adicionados 6 mL de acetona para facilitar a extracdo dos carotenoides. A amostra
foi centrifugada a 6500xg por 10 min, a fase solvente separada e o procedimento de
ruptura repetido, até o branqueamento total da célula. Nas fases solventes, obtidas
da centrifugacao, foram adicionados 10 mL de solucdo de NaCl 20 % (m/v) e 10 mL
de éter de petroleo. ApoOs agitacdo e separacdo de fases foi realizado uma filtracao
com adicao de sulfato de sédio (Na2S0a), e retirada a fase sobrenadante com auxilio

de pipeta.

Métodos 17, 18 e 19 — Com o objetivo de determinar melhor frequéncia ultrassénica
e melhor solvente a ser utilizado, foram utilizadas 0,05 g de célula liofilizada e 4 mL
de solvente, submetidos a testes de rompimento celular em sistema ultrass6nico
com uma temperatura de 4°C por um tempo de 40 minutos, onde foram testadas trés
faixas de frequéncia ultrassénica: 40 KHz (frequéncia maxima), 28 KHz (70 % da
frequéncia maxima) e 16 KHz (40 % da frequéncia maxima), seguindo metodologia
descrita por SILVA (2009), com modificagbes. Para determinar o solvente adequado
a ser utilizado na extracéo, foi testado a acetona e combinacdo de acetona: metanol
(7:3 vlv), segundo metodologia de VALDUGA et al. (2011). Com ambos solventes,
realizaram-se lavagens sucessivas até que o solvente ou a célula permanecessem

sem coloracao.
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4.2.3 Delineamento experimental: Ruptura Celular e extracao

De acordo com os resultados obtidos nos testes preliminares, realizaram-se
experimentos empregando metodologia de planejamento de experimentos
(Planejamentos sequenciais), a fim de avaliar os efeitos das condi¢cdes operacionais
do rompimento celular (células liofilizadas) e da extracdo, na recuperacdo dos
carotenoides. Nestes ensaios, foram empregadas as células bioproduzidas em meio
YM (conforme descrito no item 4.1).

a) Ruptura celular com Dimetilsulfoxido (DMSO)

Um planejamento fatorial 22 completo foi utilizado para otimizar as condicdes
operacionais da ruptura celular com DMSO. As varidveis independentes de estudo
foram a agitacdo e tempo de reacdo (Tabela 3) e as variaveis fixas foram a
guantidade de célula liofilizada (0,05 g), temperatura (35°C) e volume de DMSO

(2 mL). Posteriormente, extraiu-se os carotenoides com 4 mL de acetona.

Tabela 3- Variaveis Independentes e niveis utilizados no planejamento fatorial 22

completo para o rompimento celular com dimetilsulféxido.

Niveis
Variaveis Independentes* Codigos -1,41 -1 0 1 1,41
Agitacao (rpm) X1 107,7 120 150 180 192,3
Tempo (min) X2 17,7 30 60 90 102,3

*Varidveis Independentes Fixas: 0,059 de célula liofilizada, temperatura de 35°C, volume de DMSO (2 mL).

Apdbs serem submetidas aos intervalos de tempo e agitacdo, de acordo com o
descrito no planejamento, as células foram adicionadas de 4 mL de solvente
(acetona) e centrifugadas (6500 rpm/10min/5°C). Foram realizadas sucessivas

lavagens, até branqueamento total da célula.

A variavel dependente (resposta) foi a quantidade de carotenoides

especificos.
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b) Ruptura celular com banho Ultrassonico

Os experimentos para ruptura celular seguiram metodologia descrita por
Medeiros et al. (2008), com modificacbes e, também, baseados nos ensaios
preliminares realizados anteriormente. Empregou-se um banho de ultrassom
(Unique UltraSonic Cleaner, modelo: USC- 1800%), frequéncia maxima de US:
40 KHz, poténcia US: 154 W. Os ensaios foram realizados em frascos ambar. As
variaveis tempo de reacdo e temperatura do banho foram definidas através de
planejamento fatorial 22 completo e fixou-se a quantidade de células liofilizadas
(0,05 g), frequéncia (40 KHz) e volume de solvente (4 mL de acetona:metanol 7:3

VIV).

Tabela 4- Variaveis Independentes e niveis utilizados no planejamento fatorial 22

completo para o rompimento celular empregando sistema ultrassonico.

Niveis
Variaveis Independentes* Codigos -1,41 -1 0 1 1,41
Tempo (min) X1 42 46 56 66 70
Temperatura (°C) X2 7 11 19 27 30

*Variaveis Independentes Fixas: 0,05 g de célula liofilizada, frequéncia ultrassénica maxima (40 KHz), 4 mL de
acetona:metanol (7:3 v/v).

Apbés serem submetidas a sonicacdo, de acordo com o descrito no
planejamento, as células foram adicionadas de 4 mL da mistura acetona: metanol
(7:3 vilv) e centrifugadas (6500 rpm/10min/5°C). Foram realizadas sucessivas
lavagens, até branqueamento total da célula. A quantidade de carotenoides

especificos foi quantificada espectrofotometricamente.

A variavel dependente (resposta) foi a quantidade de carotenoides

especificos.
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4.3 Metodologia analitica

4.3.1 Determinagéo de carotenoides totais

A absorbéncia da amostra apds extracao foi medida em espectrofotbmetro
(Perkin Elmer- Lambda 35). A concentracdo total de carotenoides foi estimada
através do valor medido da maxima absorbancia a 474 nm, utilizando a Equacéo 1

descrita por Davies (1976).

A=V =10°

Onde:

CE = Carotenoides especificos (ug/g); A = absorbancia, V = volume de corante
produzido (mL), Aiem = coeficiente de extingdo para as xantofilas (1600) e m =

massa de célula utilizada (g).

4.4 Tratamentos estatisticos

Os resultados da recuperacdo de carotenoides foram tratados
estatisticamente segundo metodologia de planejamentos de experimentos e/ou
Analise de variancia — ANOVA, com auxilio do software Statistica versdo 8.0, com
nivel de significancia de 95 % de confiancga.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste item serdo apresentados os resultados referentes ao rompimento
celular empregando diferentes métodos (DMSO, N2 liquido, ultrassom) e posterior
otimizacdo do método mais adequado, bem como métodos de extracdo de
carotenoides bioproduzidos pela levedura X. dendrorhous.

5.1 Influéncia do agente de ruptura celular e condicdes de extracdo na

recuperacgao de carotenoides

A Tabela 5 apresenta os resultados obtidos nos testes preliminares para

recuperacédo de carotenoides em funcdo do método de ruptura celular e de extracao.

Tabela 5- Influéncia do agente de ruptura e de condicOes de extracdo na resposta

dos carotenoides especificos.

Ensaios Carotenoides especificos *
(ug/9)

1 0,0030 % 0,00015
2 0,0027¢ + 0,00013
3 0,0053¢ + 0,00026
4 0,0005+ 0,00001
5 0,0024%+ 0,00011
6 0,0027¢ + 0,00012
7 0,0056°¢ + 0,00015
8 0,0066° + 0,00020
9 0,0027¢ + 0,00021
10 0,0021¢ + 0,00032
11 0,0010¢ £ 0,00012
12 0,0028¢ + 0,00021
13 0,0052 ¢+ 0,00032
14 0,0046° + 0,00025
15 8,32 ® + 0,05100

16 595,35% + 1,1500

* média + desvio padrao seguido de letras iguais indicam nado haver diferenca significativa a nivel de
5% (Teste de Tukey)
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De acordo com resultados obtidos, observa-se que a utilizacdo de célula in
natura nao foi eficaz para os tratamentos de ruptura celular e de extracao
empregados. A maxima recuperacdo de carotenoides foi verificada no Ensaio 16,
onde empregou-se 0,05 g de célula liofilizada, 2 mL de DMSO e acetona como
agente de extracdo. Em funcdo dos resultados obtidos, os ensaios subsequentes
foram realizados com células liofilizadas.

Resultado semelhante foi obtido por Silva (2009), que obteve uma
recuperacdo de carotenoides de X. dendrorhous de 538,4 ug/g ao utilizar método de
ruptura de célula liofilizada com 2 mL de DMSO com homogeneiza¢cdo em vortex e
extracdo com 6 mL de acetona.

Valduga et al. (2011), empregando diferentes métodos de rompimento celular
de Sporidiobolus salmonicolor CBS 2636, e extracdo, obtiveram uma concentracao
méaxima de carotenoides especificos de 313,8 ug/g empregando maceracdo com N2
liqguido combinada a DMSO.

Colet (2012) otimizando condicbes de producdo de carotenoides e células em
bioreator, com pH inicial de 4, 180 rpm e T° de 25°C, em meio composto de 80 g/L
de glicerol bruto, 15 g/L de peptona e 5 g/L de extrato de malte com a levedura S.
salmonicolor CBS 2636 e empregando método combinado de ruptura de N2 liquido

com DMSO em células in natura, obteve 817,1 ug/g de carotenoides.

A Tabela 6 apresenta a recuperacdo dos carotenoides especificos ao
empregar sistema ultrassonico de rompimento celular e diferentes solventes na
extracdo. Para manter a temperatura do banho ultrassénico em 4°C, a agua do

mesmo foi parcialmente substituida por agua gelada conforme necessario.
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Tabela 6- Carotenoides especificos recuperados empregando sistema ultrassénico

no rompimento celular e diferentes solventes na extragao.

Ensaios Frequéncia Carotenoides especificos *
(KH2) (H9/9)
Acetona Acetona:Metanol (7:3 v/v)
17 16 78,75¢ £ 0,02 168,123 £ 0,5
18 28 378,45 + 0,9 428,122 + 0,7
19 40 419,752+ 0,8 563,37%*+ 0,9

* médias * desvio padrédo seguidas de letras minUsculas/mailsculas nas linhas/colunas indicam nao
haver diferenca significativa a nivel de 5% (Teste “t student”/Teste Tukey).

De acordo com a Tabela 6, verifica-se que a maxima recuperacdo de
carotenoides foi de 563,37 pg/g (Ensaio 19), ao empregar o rompimento celular com
a frequéncia ultrassbnica méaxima de 40 KHz e a extracdo com a mistura
acetona:metanol (7:3 v/v). Assim, essas condicbes foram adotadas para

experimentos realizados posteriormente.

5.2 Otimizacao das condi¢cfes operacionais da ruptura celular

5.2.1 Ruptura celular com DMSO

A Tabela 7 apresenta a matriz do Planejamento fatorial 22 completo com os
valores codificados (reais) das variaveis independentes estudadas e as respostas
em carotenoides especificos, empregando sistema de ruptura celular com DMSO e

extrac;ao com acetona.
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Tabela 7- Matriz do planejamento fatorial completo 22 (valores codificados e reais) e
resposta em carotenoides especificos apds tratamento de ruptura celular com
DMSO.

*Variaveis Independentes Respostas
Ensaios .
X, X Cargt_enmdes
especificos (ng/g)

1 -1 (120) -1 (30) 526,25
2 1 (180) -1 (30) 416,25
3 -1 (120) 1 (90) 481,25
4 1 (180) 1 (90) 613,75
5 -1,41 (107,7) 0 (60) 503,43
6 1,41 (192,3) 0 (60) 478,12
7 0 (150) -1,41 (17,7) 366,25
8 0 (150) 1,41 (102,3) 680,00
9 0 (150) 0 (60) 607,50
10 0 (150) 0 (60) 580,00
11 0 (150) 0 (60) 613,75

*X1= agitacdo (rpm); Xz= tempo (min). Variaveis fixas: 0,05g de célula liofilizada, 35°C.

De acordo com a Tabela 7, é possivel verificar que no Ensaio 8, com agitacdo
de 150 rpm e 102 min de reacédo, obteve-se a maior recuperacdo de carotenoides
especificos de 680 ug/g. Resultado similar foi obtido no Ensaio 11, com a mesma
agitacdo e 60 min de reagdo, com uma recuperacdo de 613,75 pg/g. Estes
resultados podem ser melhor visualizados pela Tabela 8, a qual apresenta os
coeficientes de regressao, erro padréo, valores de p e t(2), para os carotenoides
especificos. A agitacdo e o tempo quadratico mostraram uma influéncia negativa (p
<0,05) e o tempo linear e a interacdo das variaveis com efeitos positivos, sobre os
carotenoides especificos. Os fatores néo significativos foram adicionados a falta de
ajuste para a analise de variancia - ANOVA (Tabela 9).
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Tabela 8- Coeficientes de regressao e erro padrao, valores de p e t do planejamento
fatorial completo 22 para os carotenoides especificos empregando o sistema DMSO.

Coeficientes de Erro padréo t(2) p
regressao

Média 600,09 10,37 57,89 0,0003
(1)Agitacao (L) -3,30 12,71 -0,26 0,819
Agitacio (Q)* -108,64 15,18 -7,15 0,019
(2)Tempo (L)* 149,48 12,69 11,78 0,007
Tempo (Q)* -75,41 15,06 -5,00 0,038
1L.21L* 121,25 17,95 6,75 0,021

*Fatores estatisticamente significativos (p<0,05).

A Equacao 2 apresenta o modelo codificado de segunda ordem, que descreve
os carotenoides especificos em funcdo das varidveis analisadas (agitacao e tempo),
dentro das faixas estudadas. O modelo foi validado pela analise de variancia (Tabela
9), onde obteve-se um coeficiente de correlacdo de 0,87 e o F calculado de 3,58
vezes maior que o valor tabelado, os quais permitiram a construcdo de superficie de
resposta e de curva de contorno apresentadas na Figura 2. O coeficiente de
correlacdo quantifica a qualidade do ajuste, pois fornece uma medida da proporcao
da variacdo explicada pela equacdo de regressdo em relacdo a variacdo total das
respostas, variando de 0 a 100 % (RODRIGUES e IEMMA, 2005). O valor de F
apresenta a razéo entre o F calculado e o F tabelado, ou seja, sempre que esta
relacdo for maior que 1, a regressao é estatisticamente significativa, havendo

relacdo entre as variaveis independentes e dependentes (BARROS, 1996).
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Tabela 9 - Andlise de variancia para a ruptura celular com DMSO e resposta em

carotenoides especificos, do planejamento fatorial 22 completo.

Fontes de Soma dos Graus de Quadrados i
variacao quadrados liberdade medios calculado
Regressao 78658 3 26219,23 15,56
Residuo 11796 7 1685,21
Falta de Ajuste 11151,70 5
Erro Puro 644,79 2
Total 90454,18 10

Residuos = Falta de ajuste + Erro puro; Coeficiente de Correlagdo R= 0,87, Ftab,95%=4,35

Equacéao 2:
CE = 600,090 -108,643 X1 + 149,484 X2 — 75,407 X2? +121,250 X1 X2 (2)
Onde:

CE = Carotenoides especificos (ug/g); X1= agitacéo (rpm); X2= Tempo (min)
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Figura 2- Superficie de resposta (a) e curva de contorno (b) para recuperacao de
carotenoides especificos (ug/g) em funcao

da agitacdo (rpm) e tempo (min),
respectivamente.
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Conforme observado na Figura 2a e 2b, ha uma regido de maxima

recuperacgéo de carotenoides, na faixa de 150 a 180 rpm e tempo de reag&o proximo
a 90 min.
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Silva (2009), realizando homogeneizacdo da célula de P. rhodozyma
(Xanthophyllomyces dendrohous) com o agente de ruptura em vortex, durante
30 min, obteve uma recuperacdo de carotenoides de 538,4 pg/g. A partir disso, em
comparacdo com o presente trabalho, observa-se que a alternativa de
homogeneizagcdo em agitador orbital (shaker) se mostrou eficaz, para que uma
ruptura adequada ocorresse, possibilitando assim, uma maior recuperacdo de
carotenoides especificos.

Moriel et al. (2004), otimizou a biomassa e a producdo de astaxantina pela
levedura X. dendrorhous ATCC 24202 usando frascos agitados com 150 rpm, 24°C
e 48 h, obtendo 364,59 pg/g de astaxantina. Ao comparar os resultados obtidos, no
presente estudo, com os do referido autor, verifica-se que s&o superiores, e
demonstrando que o método com dimetilsulféxido € promissor na recuperacédo de
carotenoides, visto que, segundo LIU, et al. (2006), a astaxantina é o carotenoide

produzido majoritariamente por essa levedura.

5.2.2 Ruptura celular com sistema ultrassénico

A Tabela 10 apresenta a matriz do Planejamento fatorial 22 completo com os
valores codificados (reais) das variaveis independentes estudadas e as respostas
em carotenoides especificos, empregando sistema ultrassonico e extracdo com

acetona: metanol (7:3 v/v).

E possivel observar que, no banho ultrassénico, quando utilizou-se uma
temperatura de 30°C durante um tempo de exposicdo de 56 minutos (Ensaio 8-
Tabela 10), houve a maior recuperacao de carotenoides especificos (614,25 ug/g), o
que demonstra que o método além de ser uma tecnologia limpa, é eficaz para a

recuperacédo dos carotenoides especificos.
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Tabela 10 - Matriz do planejamento fatorial completo 22 (valores codificados e reais)

e resposta em carotenoides especificos apds tratamento de ruptura celular com

sistema ultrassonico.

*Variaveis Independentes

Carotenoides

Ensaios especificos
X1 X2 (Mg/g)
1 -1 (46) -1 (11) 264
2 1 (66) -1 (11) 535
3 -1 (46) 1(27) 510
4 1 (66) 1(27) 390,47
5 -1,41 (42) 0(19) 201,56
6 1,41 (70) 0 (19) 322,5
7 0 (56) -1,41 (7) 426,37
8 0 (56) 1,41 (30) 614,25
9 0 (56) 0 (19) 580
10 0 (56) 0 (19) 589
11 0 (56) 0 (19) 586,25

*X1= tempo (min); Xz= temperatura (°C). Variaveis fixas: 0,05 g de célula liofilizada, frequéncia ultrassénica

méxima (40Khz), 2 mL de solvente (acetona:metanol, 7:3, v/v).

Estes resultados podem ser melhor visualizados pela Tabela 11, a qual

apresenta os coeficientes de regressédo, erro padréo, valores de p e t(2), para os

carotenoides especificos. O tempo e a temperatura quadratica, e a interacao entre

tempo e temperatura mostraram uma influéncia negativa (p <0,05) sobre os

carotenoides especificos. Ja o tempo e a temperatura linear influenciaram

positivamente (p<0,05).
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Tabela 11 - Coeficientes de regressédo e erro padrdo, valores de p e t do
planejamento fatorial completo 22 para os carotenoides especificos empregando

sistema ultrassonico de ruptura celular.

Coeficientes de Erro padréo t(2) p
regressao

Média 586,74 2,66 220,63  0,000021

(1)Tempo (L)* 81,00 3,28 24,71 0,0016
Tempo (Q)* -312,67 3,95 -79,17 0,00016

(2)T° (L)* 88,85 3,25 27,36 0,0013

T° (Q)* -46,93 3,77 -12,44 0,0064
1L.2L* -195,26 4,61 -42,34 0,00056

*Fatores estatisticamente significativos (p<0,05)

A Equacéao 3 apresenta o modelo codificado de segunda ordem, que descreve
os carotenoides especificos em funcdo das variaveis analisadas (temperatura e
tempo), dentro das faixas estudadas. O modelo foi validado pela analise de variancia
(Tabela 12), onde obteve-se um coeficiente de correlacdo de 0,97 e o F calculado de
18,44 vezes maior que o valor tabelado, os quais permitiram a construcdo de

superficie de resposta e de curva de contorno apresentadas na Figura 3.

Conforme a Figura 3 percebe-se a influéncia das variaveis temperatura e
tempo, na recuperacdo dos carotenoides. Observa-se na Figura 3a e 3b que existe
um maximo de recuperacao de carotenoides, situando-se préximos ao ponto central
de tempo (56 min) e temperatura em torno de 19°C. Dessa forma, a fim de otimizar o
processo, utilizando menor energia possivel, selecionou-se a temperatura ambiente
(22+3°C) a ser utilizada nos tratamentos de ruptura celular empregando sistema

ultrassoénico.
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Tabela 12- Andlise de variancia para a ruptura celular com sistema ultrassénico e
resposta em carotenoides especificos, do planejamento fatorial completo 22.

F
Fontes de Soma dos Graus de Quadrados
variacao guadrados liberdade médios calculado
Regressao 202924 3 67641,27 80,23
Residuo 5902 7 843,12
Falta de Ajuste 5859,40 5
Erro Puro 42,50 2
Total 208825,70 10
Residuos = Falta de ajuste + Erro puro; Coeficiente de Correlagdo R= 0,97, Ftab,95%=4,35
Equacéo 3:
CE=586,74 + 81,01 X1 — 312,67 X12 + 88,85 X2 — 46,93 X22-195,26 X1 X2 3)
Onde:

CE = Carotenoides especificos (ug/g); Xa= tempo (min); X2= Temperatura (°C).
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Figura 3- Superficie de resposta (a) e curva de contorno (b) para recuperacao de
carotenoides especificos pg/g em funcéo do tempo (min) e da temperatura (°C).
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Monks et al. (2013) utilizando a levedura S. salmonicolor para a producao de
carotenoides e empregando o método de ultrassom (4 ciclos de 10 min a 40 KHz em
4°C), obteve resultados inferiores ao do presente estudo, de cerca de 6,072 ug/g de

carotenoides especificos e ao combinar o método ultrassénico com a adi¢cdo de
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bicarbonato de sodio, a recuperacao foi de cerca de 11,396 ug/g de carotenoides
especificos. Porém, esta diferenca podera estar relacionada a composicdo da
parede celular das diferentes leveduras, visto que, 0s pigmentos se encontram nas

mesmas, intracelularmente.

Sarada et al. (2006) estudou um método de extracdo de astaxantina de H.
pluvialis sem homogeneizacédo, o que pode se assemelhar ao método de ultrassom,
onde a extracdo do solvente foi facilitada pelo tratamento das células com HCI 4N
em uma temperatura de 70°C, onde foi obtida uma extracdo de aproximadamente

90% dos pigmentos.

O método ultrassbnico, além de ser uma tecnologia limpa, torna-se uma
tecnologia promissora para rompimento celular da levedura X. dendrorhous, pois 0s
resultados foram semelhantes quando comparado ao rompimento celular quimico
com DMSO.

5.3 Otimizacao da bioproducé&o de carotenoides
Neste item serdo apresentados os resultados dos efeitos das condi¢cdes
operacionais e do meio da bioproducdo de carotenoides por X.dendrorhous,

empregando a ruptura celular em sistema ultrassénico otimizado.

5.3.1 Ultrassom

A Tabela 13 apresenta a matriz do planejamento tipo Plackett-Burman com os
valores codificados (reais) das variaveis independentes estudadas e as respostas
em carotenoides especificos (ug/g) para tratamento de ruptura celular realizado com

ultrassom.
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Tabela 13- Matriz do planejamento tipo Plackett & Burmann (valores reais e codificados) e respostas em carotenoides especificos
em rompimento celular realizado com ultrassom.

*Variaveis

) Independentes Respostas
Ensaios : P
X, X, X X, X X X, Caroten0|?lfgs/ge)spemflcos
1 1(30) -1(150) 1(6) -1 (0) -1 (0) -1 (0) -1 (10) 418,38
2 1(30) 1(2000 -1(4) 1(10) -1(0) -1(00) -1(10) 266,25
3 -1(20) 1(2000 1(6) -1(0) 1(10) -1(0) -1(10) 440,00
4 1(30) -1(150) 1(6) 1(10) -1(0) 1(10) -1(10) 319,00
5 1(30) 1(2000 -1(4) 1(10) 1(10) -1(0) 1 (30) 463,75
6 1(30) 1(2000 1(6) -1(0) 1(10) 1(10) -1(10) 191,25
7 -1(20) 1(200) 1(6) 1(10) -1(0) 1 (10) 1 (30) 237,5
8 -1(20) -1(150) 1(6) 1(10) 1(10) -1(0) 1 (30) 191,25
9 -1(20) -1(150) -1(4) 1(10) 1(10) 1 (10) -1 (10) 361,25
10 1(30) -1(150) -1(4) -1 (0) 1(10) 1 (10) 1 (30) 341,00
11 -1(20) 1(200) -1(4) -1 (0) -1 (0) 1 (10) 1 (30) 281,25
12 -1(20) -1(150) -1(4) -1 (0) -1 (0) -1 (0) -1 (10) 76,78
13 0(25) 0(180) 0(5) 0 (5) 0 (5) 0 (5) 0 (20) 237,50
14 0(25) 0(180) 0(5) 0 (5) 0 (5) 0 (5) 0 (20) 250,00
15 0(25) 0(180) 0(5) 0 (5) 0 (5) 0 (5) 0 (20) 247,50

*X1=Temperatura (°C); X2= Agitacao (rpm); X3=pH; X4=Extrato de levedura (g/L); X5=Extrato de malte (g/L); X6=Peptona (g/L); X7= Glicose (g/L)
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Conforme resultados apresentados na Tabela 13, a maxima recuperacdo de
carotenoides especificos foi de 463,65 pg/g (Ensaio 5), onde o meio de cultivo
apresentava as maiores concentracdes de glicose (30 g/L) e sem adicéo de peptona,
nesse ensaio também foram utilizadas as maiores faixas de temperatura (30°C) e pH
(4). A Figura 4 apresenta o gréfico de Pareto com os efeitos estimados das variaveis
estudadas.

Figura 4- Grafico de Pareto com o efeito estimado (valor absoluto) das variaveis
testadas no planejamento experimental do tipo Plackett—Burman, para a

recuperacado de carotenoides especificos (ug/qg).

(1)Temperatura (°C) % //// 17,66524

S mate o1) //// 16.70642

(2)Agitac&o (rpm) . //// 7.393886

£
(6)Peptona (g/L) / // -5:3733

(4)Ext. levedura (g/L) / 3L8?4862
(3)pH ,3062769
7z
(7)Glicose (g/L) ,008048
p=,05

Efeito Estimado (Valor Absoluto)

Verifica-se (Figura 4) que as variaveis temperatura, extrato de malte, glicose,
agitacao e extrato de levedura apresentaram efeito significativo positivo a nivel de
confianca de 95%, demonstrando que quando a concentracdo e/ou faixa desta
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variavel aumentar do nivel -1 para o +1, possivelmente ocasionard um incremento
no valor da producédo de carotenoides. Entretanto, a varidvel peptona apresentou
efeito significativo (p<0,05) negativo, sendo assim, excluida do meio de cultura
utilizado para bioproducdo de carotenoides. De acordo com os resultados obtidos
com o planejamento tipo Plackett—Burman (Tabela 13), as faixas das variaveis foram
deslocadas. A Tabela 14 apresenta a matriz do planejamento fatorial completo 23 e
as respostas em carotenoides especificos. A maxima recuperacdo de carotenoides
foi de 697,75 ug/g (Ensaio 7- 40 g/L de glicose e 30 g/L de extratos de malte e

levedura).
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Tabela 14- Matriz do planejamento fatorial 22 completo (valores codificados e reais)

e resposta em carotenoides especificos.

Variaveis Independentes*

Ensaios Carotenoides
especificos

X X Xs (Mg/g)
1 -1 (40) -1 (10) -1 (10) 426,50
2 1 (60) -1 (10) -1 (10) 446,50
3 -1 (40) 1 (30) -1 (10) 439,00
4 1 (60) 1 (30) -1 (10) 477,75
5 -1 (40) -1 (10) 1 (30) 562,75
6 1 (60) -1 (10) 1 (30) 440,00
7 -1 (40) 1 (30) 1 (30) 697,75
8 1 (60) 1 (30) 1 (30) 430,00
9 0 (50) 0 (20) 0 (20) 536,50
10 0 (50) 0 (20) 0 (20) 400,00
11 0 (50) 0 (20) 0 (20) 466,50
12 0 (50) 0 (20) -1,68 (3,2) 486,50
13 0 (50) 0 (20) 1,68 (36,8) 516,50
14 0 (50) -1,68 (3,2) 0 (20) 477,75
15 0 (50) 1,68 (36,8) 0 (20) 586,50
16 -1,68(33,2) 0 (20) 0 (20) 585,25
17 1,68 (66,8) 0 (20) 0 (20) 587,75

*X7= Glicose (g/L), Xa= Extrato de levedura (g/L), Xs= Extrato de malte (g/L). Varidveis independentes fixas:
180 rpm, 30°C e pHinicia=4,5.

A Tabela 15 apresenta os coeficientes de regressao, erro padréo, valores de
p e t(2), para carotenoides especificos. Verifica-se que todas as variaveis estudadas

exerceram efeitos significativos (p <0,05) sobre a producéo de carotenoides.
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Tabela 15- Coeficientes de regressdo e erro padrdao, valores de p e t do

planejamento fatorial completo 23.

Coeficientes de Erro padréo t(2) p
regressao

Média 545,53 0,722 812,90  0,000002
(1)Glicose (L)* -41,12 0,338 -121,51  0,000068
Glicose (Q)* -38,31 0,373 -102,77  0,000095
(2)Ex.Lev. (L)* 14,83 0,338 43,82 0,000520
Ex.Lev. (Q)* -35,39 0,373 -94,93  0,000111
(3)Ex. de malte(L)* 20,20 0,338 59,70 0,000280
Ex. de malte(Q)* -28,08 0,373 -75,32 0,000176
1L.2L* -15,78 0,442 -35,71 0,000783
1L.3L* -56,16 0,442 -127,07 0,00062
2L.3L* 10,16 0,442 22,98 0,001888

*Fatores estatisticamente significativos (p<0,05)

A Equacdao 4 apresenta o modelo codificado de segunda ordem, que descreve

a producao de carotenoides e em funcdo das varidveis analisadas (glicose, extrato

de malte e extrato de levedura), dentro das faixas estudadas. O modelo foi validado

pela andlise de variancia (Tabela 16), onde obteve-se um coeficiente de correlacéo

de 0,92 e o F calculado de 1,22 vezes maior que o valor tabelado, os quais

permitiram a construcdo das superficies de resposta e curva de contorno

apresentadas na Figura 5.
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Tabela 16- Andlise de variancia para a producédo de carotenoides do planejamento

fatorial completo 23

Fontes de Soma dos Graus de Quadrados i
variacao quadrados liberdade medios calculado
Regressao 85007 9 9445,26 451
Residuo 14633 7 2090,37
Falta de Ajuste 14629,49 5
Erro Puro 3,13 2
Total 99639,93 16

Residuos = Falta de ajuste + Erro puro; Coeficiente de Correlagdo R= 0,92, Fap 95%=3,68

Equacao 4:

CE =585,74 — 41,12 X7 — 38,31 X72 + 14,83 Xa — 35,39 X42 + 20,20 X5— 28,08 Xs2 —
15,78 X7X4 — 56,16 X7Xs5 + 10,16 XaXs 4)

Onde:

CE = Carotenoides Especificos (ug/g); X7= Glicose (g/L); Xa= Extrato de levedura
(g/L); Xs= Extrato de malte (g/L).

A Figura 5 mostra que a maxima producdo de carotenoides especificos,
encontra-se na regido préxima aos pontos centrais de concentracdes de extrato de
levedura e malte e em concentracdes na faixa de 40 a 50 g/L de glicose.
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Figura 5- Superficies de resposta e curvas de contorno para recuperacdo de
carotenoides especificos em funcdo da concentracdo de extrato de levedura e

glicose (a), concentracdo de extrato de malte e extrato de levedura (b) e
concentracdo de extrato de malte e glicose (c).
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Foi possivel otimizar a ruptura e a producéo através de meio sintético, atraves
do emprego de ultrassom nas condi¢des de 180 rpm, 30°C, pH inicial 4,5 em meio
composto por 40 g/L de glicose, 30 g/L de extratos de malte e levedura, obtendo-se

uma maxima producéo de 697 ug/g de carotenoides especificos.

Além disso, pode-se perceber, que a utilizagdo de um método limpo, além de
apresentar vantagens em relacdo ao uso de compostos téxicos, apresentou um
incremento na recuperacdo dos carotenoides especificos. Dessa forma, foi possivel

otimizar as condi¢cdes de producdo em meio sintético, e também a recuperacdo de
carotenoides.

Na literatura cientifica ndo ha relatos de extracdo de astaxantina a partir de
leveduras utilizando ultrassom como técnica de rompimento e extracdo. Mas quando
comparado as técnicas convencionais utilizadas, o0 mesmo se mostrou eficaz por
além de se tratar de uma técnica néo agressiva (possibilitando o uso em alimentos)

os resultados obtidos foram similares e/ou superiores aos que utilizam como agente
de ruptura substancias téxicas.
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6. CONCLUSOES E SUGESTOES

Neste trabalho foram investigadas diferentes técnicas para o rompimento
celular de Xanthophyllomyces dendrorhous Y-10921 objetivando a recuperagéo de
carotenoides especificos. Foram testados os métodos de ruptura através de
dimetilsulféxido (DMSO) e banho ultrassénico. Além disso, analises da composi¢cao
do meio de cultura e das condi¢des de bioproducéo foram realizadas. A seguir séo

apresentadas as principais conclusdes deste trabalho:

Na realizacdo dos testes preliminares, foi possivel perceber que o rompimento
da parede celular das células in natura néo foi eficaz, necessitando-se assim um
prévia liofilizacdo para que a extracdo pudesse ser realizada, fato este que pode
estar relacionado a composicao da parede celular da levedura.

A ruptura celular realizada com DMSO variando-se agitagcdo e tempo de
exposicdo ao mesmo, alcancou uma recuperacdo maxima de carotenoides
especificos (680 pg/g) quando aplicada uma agitacdo de 150 rpm durante 102
minutos. No entanto, se o tempo for reduzido para 60 minutos, ocasionando assim,
um menor consumo de energia, a recuperacao se da de forma similar. Sendo assim,

o menor tempo foi considerado como mais adequado.

A fim de otimizar a recuperacdo em banho ultrassénico, com a variacdo do
tempo de exposicdo e da temperatura do banho, os melhores resultados (614,25
pug/g) foram obtidos com um tempo de 56 minutos e uma ampla faixa de
temperatura, tendo-se assim, tomado a temperatura ambiente (25°C) como
apropriada para realizagéo do procedimento.

Na bioproducéo de carotenoides primeiramente foi aplicado planejamento do
do tipo Placket- Burman seguido de delineamento fatorial 22 completo para avaliar os
efeitos da composicdo do meio de cultivo e das condi¢cdes de bioproducéo, onde foi
possivel otimizar as condicbes em meio composto por 40 g/L de glicose e 30 g/L dos
extratos de malte e levedura, obtendo-se maxima producdo. Pdde-se concluir que a
concentracdo de peptona no meio apresentou efeito negativo, tendo sido assim,

eliminada no meio. Fixando-se as condi¢cdes operacionais de bioproducdo em 30°C
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e 180 rpm, com um pH inicial do meio de 4,5, os resultados maximos em

carotenoides especificos para ruptura com ultrassom foi de 697,75 pg/g.

Portanto, o presente trabalho teve conclusdes significativas, visto que, 0 uso
do ultrassom apresentou valores de recuperacdo de carotenoides especificos em
alguns casos similares, e até superiores aqueles encontrados quando utilizando-se
DMSO, que é um composto toxico, e assim, pouco recomendavel na utilizagéo.
Dessa forma, o processo biotecnolégico desenvolvido para a produgéo e o processo
de extracdo de corantes de micro-organismo, foi eficaz, possibilitando que,
posteriormente, caso haja interesse, 0s mesmos possam ser aplicados em produtos

alimenticios.

Através da experiéncia adquirida neste trabalho, pode-se sugerir alguns

temas para trabalhos futuros:
- Aplicar os métodos empregados neste estudo para outros micro-organismos;

- Quantificar os carotenoides majoritarios através de cromatografia liquida de

alta eficiéncia acoplada a espectrometria de massas.

- Realizar a bioprodugdo do micro-organismo ndo apenas em frascos
agitados, mas também em batelada e/ou batelada alimentada, sistema continuo com

e sem reciclo de células;
- Utilizar residuos agroindustriais como substrato para meio de cultura;
- Modelagem matemética do processo otimizado;

- Encontrar pardmetro cinético estequiométrico.
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