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A producéo de carotenoides por rota biotecnoldgica tem se expandido nos ultimos anos, uma
vez que permite a obtencdo deste produto em qualquer época do ano, ou seja, o controle do
processo. Para tanto € necessario disponibilizar condi¢des favoraveis para o desenvolvimento
da levedura como: pH, temperatura, aeracdo, agitacdo, luminosidade e nutrientes. O
desenvolvimento de processos biotecnologicos conduzidos em batelada alimentada e/ou
semicontinuo, apresentam muitas vantagens na producéo de carotenoides, como o aumento do
rendimento da concentracdo de carotenoides, assim como a reducdo de custos relativos ao
processo, pela utilizagdo de matérias-primas de baixo custo, como o0s subprodutos
agroindustriais, ricos em acucares e matéria organica, sendo que no contexto nacional, o
Brasil é rico em subprodutos desta natureza. Assim, este trabalho teve por objetivo a
obtencdo de carotenoides por Sporidiobolus salmonicolor CBS 2636 utilizando meio
comercial (peptona e extrato de levedura) e a base de residuos agroindustriais (agua de
maceracdo de milho - AMM, agua de parboilizacdo de arroz — APA, hidrolisado de levedura —
Prodex® e glicerol bruto), em regime batelada alimentada e semicontinuo. Avaliaram-se 0s
parametros cinéticos (consumo de matérias-primas: carbono, nitrogénio e glicerol; producéo
celular e de carotenoides) e estequiométricos da bioproducéo (produtividade de carotenoides e
de célula, velocidade especifica de crescimento e os fatores de conversao de glicerol, carbono
e nitrogénio em carotenoides e célula). A producdo foi realizada em biorreator Biostat com
1 L de volume util, sem iluminacdo, aeracédo de 1,5 vvm, 180 rpm, 25 °C e pH inicial 4,0, por
um periodo de 120 h em batelada alimentada, variando-se a taxa de alimentacdo (75; 112,5 e

150 mL a cada 12 h) apés 24 h de bioproducdo. O meio utilizado foi & base de residuos



agroindustrias (80 g/L de AMM, 80 g/L de glicerol bruto e 20 g/L de APA). Em sistema
semicontinuo, realizaram-se cortes de 50 % a cada 96 h de bioprodugdo, comparando a
producdo com matérias-primas complexas (peptona e extrato de malte) e agroindustriais
(AMM, APA e glicerol bruto). Para a recuperacéo dos carotenoides intracelular, empregou-se
nitrogénio liquido combinado com dimetilsulféxido (DMSQ) para ruptura celular, seguido da
extracdo com uma mistura de acetona/metanol (7:3, v/v). Nas condicdes de maxima
bioproducéo foi realizada a andlise estrutural dos diferentes carotenoides por cromatografia
liquida de alta eficiéncia acoplada aos detectores de arranjo de diodos e espectrometro de
massas (HPLC-DAD-MS). A concentragdo maxima de carotenoides totais, obtida em regime
em batelada alimentada, foi de 4753 pg/L em 96 h de cultivo nas condigdes: 25°C, pH inicial
4,0, 180 rpm, taxa de aeracdo de 1,5 vvm, em meio composto de 80 g/L de glicerol bruto,
80 g/L de AMM e 20 g/L de APA e uma alimentacdo de 112,5 mL a cada 12 h. Ao utilizar o
processo semicontinuo obteve-se uma bioproducdo de carotenoides totais de 7388 pg/L em
meio composto de 80 g/L de glicerol bruto, 80 g/L de AMM e 20 g/L de APA, em 288 h com
corte de 50 %, obtendo-se uma produtividade em células (Px) de 0,104 g/L.h e uma
produtividade em carotenoides totais de 41,4 ug/L.h, e com uma velocidade especifica
méxima de crescimento (uméx) para a Sporidiobolus salmonicolor igual a 0,08 h*. A
producdo de carotenoides em sistema semicontinuo com residuo € de aproximadamente 55 %
superior a batelada alimentada. O composto majoritario identificado foi o all-trans-p-caroteno
em todos os processos. Desta forma, foi demonstrado que os regimes batelada alimentada e
semicontinuo empregando materias-primas agroindustriais sdo alternativas promissoras para o

aumento de escala da bioproducdo de carotenoides.

Palavras-chave: Carotenoides, batelada alimentada, semicontinuo e residuos agroindustriais.
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The production of carotenoids by biotechnological route has been expanding in recent years,
since it allows obtaining this product at any time of year, the process control. The
development of biotechnological processes conducted in fed-batch and/or semicontinuous,
have many advantages in the production of carotenoids, such as increased yield of the
concentration of carotenoids, as well as lowering costs for the process by the use of low cost
substrates, as the agro-industrial products, rich in sugars and organic matter, and in the
national context, Brazil is rich in products of this nature. The production of carotenoids by
biotechnological route has expanded in recent years, since it allows obtaining this product at
any time of year. This requires providing favorable conditions for the development of yeast as
pH, temperature, aeration, agitation, light and nutrients. Thus, this study aimed to obtain
carotenoids by Sporidiobolus salmonicolor CBS 2636 using complex medium (peptone and
yeast extract) and based organic residues (corn steep liquor - AMM, rice parboiling water —
APA, hydrolyzate yeast - Prodex® and crude glycerol) in bioreactor system with batch-fed
and semicontinuous. Evaluated the Kinetic parameters (substrate consumption: carbon,
nitrogen and glycerol; cell production and carotenoids) and stoichiometric of bioproduction
(carotenoid productivity and cell, specific growth rate and conversion factors of the glycerol,
carbon and nitrogen in carotenoids and in cell). The bioproduction was performed in a
bioreactor Biostat with 1 L working volume without illumination, 1.5 vvm, 180 rpm, 25 ° C
and pH initial 4.0, for a period of 120 hours in fed-batch if varying the rate of feeding (75;
112.5 and 150 ml each 12 h) after 24 h bioproduction, with half the base agroindustrial waste
(80 g/L of MMA, 80 g/L of crude glycerol and 20 g/L of APA ). In semicontinuous system,
there were 50% cuts every 96 h bioproduction, comparing production with complex substrates
(peptone and malt extract) and agribusiness (AMM, APA and crude glycerol). For the
recovery of the intracellular carotenoid, employed is liquid nitrogen combined with
dimethylsulfoxide (DMSO) to cell disruption followed by extraction with a mixture of
acetone / methanol (7: 3, v/ v). In conditions of maximum bioproduction structural analysis

was performed of the different carotenoids by high-performance liquid chromatography



coupled to diode array detector and a mass spectrometer (HPLC-MS-DAD). The maximum
concentration of carotenoids obtained in the bioreactor in fed-batch was 4753 ug / L in 96 h
bioproduction under the conditions: 25 ° C, pH initial 4.0, 180 rpm, 1.5 vvm, amidst
compound 80 g / L of crude glycerol, 80 g /L of AMM and 20 g / L of APA and a feed 112.5
mL every 12 hours. When using the semi-continuous process is obtained a bioproduction of
carotenoids of 7388 pg /L in medium composed of 80 g / L of crude glycerol, 80 g / L of
AMM and 20 g / L of APA in 288 h cutting 50%, yielding a productivity of cells (Px) of
0.104 g / Lh, and a total carotenoid productivity of 41.4 g / Lh, and a maximum specific
growth rate (uméx) for Sporidiobolus salmonicolor to 0.08 h™. The production of carotenoids
in semicontinuous system is approximately residue 55 fed-batch. The major compound was
identified all-trans-p-carotene in all cases. Thus, it was demonstrated that the processes fed-
batch and semi-continuous using agroindustrial substrates are promising alternatives for

increasing scale bioproduction of carotenoids.

Keywords: Carotenoids, fed-batch, semi-continuous and agro-industrial waste.
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1. INTRODUCAO

O aspecto visual de um alimento natural ou processado € de extrema relevancia para
sua aceitacdo, razdo pela qual a cor é uma das propriedades sensoriais mais importantes. Os
carotenoides correspondem as cores vermelhas, laranja e amarela dos alimentos. A aparéncia,
seguranga, aceitabilidade e caracteristicas sensoriais dos alimentos sdo todas afetadas pela
cor. Dentre as estratégias das inddstrias para enriquecimento e favorecimento do produto que
é processado, o corante exerce um efeito estimulante ao apetite do consumidor (CONSTANT
et al., 2002; ESTEBAN et al., 2015).

A vasta aplicabilidade dos carotenoides resultam no aumento da demanda pelas
indastrias de alimentos, cosméticos e farmacos, cujo mercado mundial foi avaliado em
1,5 bilhdes em 2014, com uma expectativa de crescimento para 1,8 bilhdes em 2019 e uma
taxa de crescimento anual de 3,9 % (BCC RESEARCH, 2015). Tal fato proporcionou o
aumento do interesse dos pesquisadores em descobrir novas fontes, processos e técnicas que
pudessem ser empregadas para intensificar a producéo destes pigmentos por microrganismos,
considerando que os carotenoides obtidos por sintese quimica envolvem um grande nimero
de reacOes complexas, enquanto que estes mesmos carotenoides estdo presentes naturalmente
em microalgas, bactérias, leveduras e fungos (FABREGAS et al., 2001; BHOSALE et al.,
2004; HUI et al., 2007; OLIVEIRA et al., 2015; CHAGAS et al., 2015; PRIBYL et al., 2015;
HORIBE et al., 2015; BUHLER et al., 2015; DIAS et al., 2015; COLET et al., 2015; TSAI et
al., 2016; CARDOSO et al., 2016).

O grande interesse na exploracdo destes pigmentos ocorreu em funcéo da variabilidade
de suas aplicacdes. Além da utilizacdo como corante nas industrias alimenticias e de racéo
animal, estes compostos possuem propriedades antioxidantes, o que torna possivel o emprego
em tratamentos de prevencdo ao cancer, as doencas do coracdo e da degeneracdo macular
(KRINSKY & JOHNSON, 2005; VILCHEZ et al., 2011; VENIL et al., 2013; AKUFFO et
al., 2015; WU et al., 2015; ESTEBAN et al., 2015; SONG et al., 2016; BERNSTEIN et al.,
2016).

Visando os beneficios dos carotenoides, regimes de conducdo (batelada alimentada e
semicontinuo) sdo considerados eficientes e versateis para a producdo de carotenoides. Em
tais processos, especialmente naqueles com altas densidades celulares, a produtividade € alta
devido ao grande numero de células viaveis no meio de bioproducdo. O cultivo em batelada
alimentada apresenta vantagens em termos de produtividade em células e em metabdlitos

secundarios, além de ser interessante por possibilitar a manutencdo da velocidade de
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crescimento em valores controlados, ja que a alimentacdo garante um controle das fontes
necessarias ao crescimento, minimizando assim os efeitos de inibicdo pelo substrato (KIM et
al., 2010; COLET et al., 2015; DIAS et al., 2015). O processo semicontinuo consiste em uma
série de operacBes em sequéncia, no qual coleta-se parte do meio fermentado (cortes da
fermentacdo) em periodos sequenciais e adiciona-se ao reator um volume de meio de
fermentagdo igual ao volume de meio fermentado retirado, e o meio fermentado que
permanece no reator serve de indculo ao meio adicionado (SCHMIDELL et al., 2007;
FERREYRA et al., 2014; CALDEIRA, 2015).

Qualquer melhoria alcancada na produtividade de carotenoides, em geral, pela
variagdo dos parametros fisico-quimicos e nutricionais, pode alterar significativamente o
rendimento do produto de interesse. Portanto, é de grande interesse estudos de otimizacao da
bioprodugéo de carotenoides em biorreator, visando maximizar o rendimento e reduzir custos
de substratos pelo melhor aproveitamento dos componentes de meio.

Além disso, ressalta-se a possibilidade da utilizacdo de subprodutos agricolas de baixo
custo e/ou residuos, como matéria-prima, o que pode aumentar a viabilidade econémica do
processo. Paises com grande biodiversidade, como o Brasil, apresentam um grande potencial
a ser explorado na utilizacdo dessas matérias primas. Compostos obtidos naturalmente por
processos biotecnologicos poderdo reduzir a preocupacdo com a utilizacdo de aditivos
quimicos em alimentos. Na literatura ha relatos da utilizacdo de substratos agroindustriais
como o soro de queijo (FRENGOVA et al., 1994; AKSU & EREN, 2005, VALDUGA et al.,
2009e), 0 mosto de uva (BUZZINI & MARTINI, 1999), derivados do processamento da cana-
de-acicar (FONTANA et al., 1996; VALDUGA et al., 2008; BARBATO, 2014), do
processamento de milho (LOSS, 2009; VALDUGA et al., 2008) e glicerol da producédo de
biodiesel (SAENGE et al., 2011; VALDUGA et al., 2014; MACHADO & BURKERT, 2014;
COLET et al.,, 2015; CARDOSO et al., 2016). Porém, raros sdo os estudos empregando
batelada alimentada e sistema semicontinuo para a producao de carotenoides, com relatos da
producdo de astaxantina por Phaffia rhodozyma, reclassificada como Xanthophyllomyces
dendrorhous (RAMIREZ et al., 2006; LIU & WU, 2007).

Dentro deste contexto, o objetivo desta tese foi realizar o estudo da producdo de
carotenoides pela levedura Sporidiobolus salmonicolor CBS 2636 em biorreator, em regime

de batelada alimentada e semicontinuo, pelo desenvolvimento das seguintes etapas:
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e Otimizar o meio de bioproducdo a base de residuos agroindustriais (glicerol bruto:
subproduto da producdo de biodiesel, agua de maceracdo de milho e agua de
parboilizagéo de arroz) em frascos agitados;

e Avaliar a bioproducéo, em reator, batelada alimentada em diferentes e iguais volumes
de alimentacdo, com o meio otimizado com residuos agroindustriais (agua de

maceragdo de milho, &gua de parboilizacdo de arroz e glicerol bruto);

e Avaliar a bioprodugdo, em reator, em processo semicontinuo, variando-se o sistema de

cortes;

e Comparar a bioproducdo de carotenoides em processo semicontinuo com meio

comercial (peptona e extrato de malte) e a base de residuo agroindustrial;
e Avaliar o controle do pH ao longo da bioproducao;

e Obter os parametros cinéticos e estequiométricos de crescimento e da bioproducao de
carotenoides em meio comercial e agroindustrial dos regimes batelada alimentada e

semicontinuo.

e Identificar os carotenoides produzidos nos diferentes processos de bioproducdo com

meio comercial e com residuos agroindustriais.

Esta tese esta dividida em itens, conforme descricdo resumida apresentada a
seguir. No Item 2, serdo abordados alguns aspectos tedricos da producéao e recuperacédo de
carotenoides, bem como a classificacdo, propriedades, estabilidade e funcGes,
microrganismos produtores, fatores que afetam a bioproducdo, emprego de residuos
agroindustriais e processo em batelada alimentada e semicontinuo relatados na literatura.
O Item 3 apresenta 0 desenvolvimento de metodologia para a otimizacdo do meio de
bioproducdo com residuos agroindustriais, e a producdo por processo em batelada
alimentada e semicontinuo. No Item 4, serdo abordados aspectos da bioproducéo,
recuperacdo e identificacdo, utilizando os diferentes processos com meio comercial e com
residuos, bem como, 0s parametros cinéticos e estequiométricos de crescimento e
bioproducdo de carotenoides e a identificacdo dos carotenoides obtidos. O Item 5
apresenta as conclusées da bioproducdo de carotenoides, seguido das sugestdes para

trabalhos futuros.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

Neste capitulo serd apresentada uma revisdo bibliogréafica sobre os carotenoides,
incluindo os aspectos gerais da biossintese, classificacdo, condi¢cdes de bioproducéo,
utilizacdo de subprodutos e aplicagdes do modo de cultivo em batelada alimentada e processo
semicontinuo na bioproducdo deste composto.

2.1 Carotenoides

Corantes sdo definidos como substancias ou mistura de substancias adicionadas aos
alimentos e bebidas com a finalidade de conferir ou intensificar a coloracdo prépria do
produto. Para o uso desses corantes como aditivos alimentares, as industrias devem respeitar
0s percentuais maximos estabelecidos pela legislacdo vigente. Além disso, é obrigacdo do
fabricante informar ao consumidor (no rotulo do produto) a presenca de corantes e suas
especificacdes, Resolucdo - CNNPA N° 44 de 1977 (BRASIL, 2016).

Os corantes artificiais ou sintéticos s&o uma classe de aditivos sem valor nutritivo,
introduzidos nos alimentos e bebidas com um unico objetivo de conferir a cor, tornando-os
mais atrativos. Por esse motivo, do ponto de vista da saude, os corantes artificiais em geral
ndo sdo recomendados, justificando seu uso, que quase exclusivamente, comercial e
tecnolégico (FREITAS, 2012). A tendéncia mundial é a reducdo gradativa do uso dos
corantes artificiais devido aos possiveis prejuizos a saude (PAZZOTI, 2011; ESTEBAN et al.,
2015).

Para substituir estes corantes artificiais tem-se o corante natural, que é toda substancia
corada extraida apenas por processos fisico-quimicos (dissolucdo, precipitacdo, entre outros)
ou bioquimicos (fermentacdo) de uma matéria-prima animal ou vegetal. Esta substancia deve
ser soltvel no meio liquido onde vai ser introduzido o material a tingir (ARAUJO, 2006).

Os corantes naturais sdo obtidos de trés fontes principais, as plantas (folhas, flores e
frutos), animais (insetos) e microrganismos (microalgas, fungos e bactérias). Os corantes mais
comumente encontrados na natureza, extraidos de plantas e animais, sdo divididos em cinco
classes principais: tetrapirrol, tetraterpeno ou caroteno, flavonoide, antraquinona e betalaina
(MENDONCA, 2011; ESTEBAN et al., 2015).

Dentre os varios corantes empregados na industria de alimentos, os carotenoides,
responsaveis pela coloracéo alaranjada, desempenham um papel importante na prevencéo de

doencas associadas aos processos de estresse oxidativo como céncer, a catarata,
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arteriosclerose e retardo do processo de envelhecimento (RIBEIRO & SERAVALLI, 2004;
CUARESMA et al., 2011; VENIL et al., 2013, ESTEBAN et al., 2015).

Embora os corantes naturais apresentem desvantagens (baixa estabilidade e alto custo)
frente aos corantes artificiais, 0s naturais tém sido utilizados ha anos sem evidéncias de danos
a saude. Portanto, apesar das desvantagens, a substituicdo por corantes naturais € gradativa na
industria alimenticia, pois conferem ao produto caracteristica natural, 0 que aumenta a

aceitacéo pelo consumidor (GOMES et al., 2014).

2.2 Classificacdo e Nomenclatura dos Carotenoides

Os carotenoides sdo pigmentos terpendides de 40 atomos de carbono derivados
biossinteticamente a partir de duas unidades de geranilgeranil transferase de pirofosfato,
soluveis, principalmente, em solventes ndo polares (ESTEBAN et al., 2015). Estes pigmentos
sdo agrupados em carotenos e xantofilas. Alguns carotenos s6 tem carbono e hidrogénio na
sua estrutura quimica, tais como [ -caroteno e toruleno; enquanto xantofila também contém
oxigénio, tais como astaxantina e cantaxantina (BHOSALE & BERNSTEIN, 2005).

As estruturas quimicas de alguns carotenos sdo mostrados na Figura 1. Geralmente, 0s
carotenoides sdo denominados de acordo com as variagdes estruturais de aneis laterais,
especialmente a posicdo da dupla ligacdo. Em geral, para caroteno € utilizado o sufixo “eno”;
e xantofilas o sufixo “ina” (BRITTON & HORNERO-MENDEZ, 1997).

Alguns dos carotenoides microbianos produzidas por leveduras relatados sdo (MATA-
GOMEZ et al., 2014):

% P -caroteno (p-p'-caroteno) (Figura 1), esta molécula tem sido utilizada como corante
alimentar ou como um suplemento alimentar na qualidade de provitamina A, huma gama
de concentragdo entre 2 e 50 ppm. E adicionada a sucos e bebidas (matrizes hidrofilicas)
e outros (matrizes lipofilicas), tais como manteiga, margarina e queijo (BRITTON et al.,
1985);

Figura 1 - Estrutura quimica do p —caroteno (BHOSALE & BERNSTEIN, 2005).
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% Toruleno (3',4'-didehydro—p, w-carotene) (Figura 2), possui 13 ligagdes duplas
conjugadas. As propriedades antioxidantes do toruleno s&o atribuidas ao seu sistema de
dupla ligagcéo conjugada; de fato, toruleno tem maior eficiéncia como antioxidante do que
B- caroteno, que apresenta menos liga¢fes duplas em sua estrutura quimica (SAKAKI et
al., 2001-2002);

Figura 2 - Estrutura quimica do Toruleno (BHOSALE & BERNSTEIN, 2005).

% Astaxantina (3, 3’-dihydroxy-p, p-carotene-4, 4'-dione) (Figura 3) é um pigmento
vermelho que provoca coloracdo em invertebrados marinhos, peixes e aves, aplicado
como um corante para conferir a cor-de-rosa-vermelha tipica da salmao, truta e camaréo
(JOHNSON & LEWIS, 1979; REYNDERS, 1996);

Figura 3 - Estrutura quimica da Astaxantica (BHOSALE & BERNSTEIN, 2005).

OH

% Cantaxantina (p-p’-carotene-4,4'-dione) (Figura 4) é de cor avermelhada e
guimicamente semelhante a zeacriptoxantina, betaina e criptoxantina (HANNIBAL,
2000).

Figura 4 - Estrutura quimica da Cantaxantina (BHOSALE & BERNSTEIN, 2005).
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2.3 Fung0es dos Carotenoides

Os carotenoides, em consequéncia da sua estrutura conjugada de polienos,
desempenham fungdes essenciais, tais como: coloracdo, atividade de pré-vitamina A,

atividade antioxidante e pro-oxidante, os quais serdo detalhadas a seguir.

2.3.1 Coloracéo

Os carotenoides sdo responsaveis pela coloracdo de frutos e vegetais, variando do
amarelo, laranja, até o vermelho mais intenso, resultados da multiplicidade das duplas
ligacGes conjugadas presentes na sua estrutura (FONTANA et al., 2000; ESTEBAN et al.,
2015). A habilidade dos carotenoides de absorver luz na regido visivel e, consequentemente,
de apresentar cor, envolve a formacdo do estado singlete desse e se deve ao grande nimero de
insaturagdes conjugadas presentes na molécula. Quanto maior o nimero de insaturagfes mais
intensa é a cor do composto. Pelo menos sete duplas ligagfes conjugadas sdo necessarias para
que o carotenoide seja colorido (KRINSKY, 1994; RODRIGUEZ- AMAYA, 1999,
VERONEZI & JORGE, 2011; COIMBRA & JORGE, 2013).

2.3.2 Atividade de pro-vitamina A

A dieta proporciona vitamina A na forma de vitamina pré-formada a partir de
alimentos de origem animal como, por exemplo, leite, pescado e carnes, ou como
carotenoides, que podem se transformar biologicamente em vitamina A, geralmente a partir
de alimentos de origem vegetal. Estima-se que aproximadamente 60 % da vitamina A da dieta
provem dos carotenoides (RODRIGUEZ-AMAYA et al., 2008; LIRA & DIMENSTEIN,
2010; MATA-GOMEZ et al., 2014, CARDOSO et al., 2016).

A transformacao dos carotenoides pré-vitaminicos em vitamina A ocorre por clivagem
central, sendo o carotenoide dividido ao meio, formando uma ou duas moléculas de retinal,
que, posteriormente, é transformada em retinol (OLSON, 1999; LIRA & DIMENSTEIN,
2010; COIMBRA & JORGE, 2013).

A vitamina A desempenha diversos papéis no organismo, destacando-se sua
participacdo no processo da visdo, no crescimento, no desenvolvimento e manutencdo do
tecido epitelial, além das funcBes imunologica, de reproducdo e do desenvolvimento
embrionario (EL-BEITUNE et al., 2003; MELENDEZ-MARTINEZ et al., 2004; LIRA &
DIMENSTEIN, 2010). O nivel maximo de ingestdo de vitamina A recomendado é de
6 mg/dia (PASSWATER, 1998; US DIETARY REFERENCE, 2015).
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A exigéncia minima para o carotenoide apresentar atividade pro-vitaminica A é ter um
anel-p nao substituido, com uma cadeia poliénica de onze carbonos (RODRIGUEZ-AMAYA
et al., 2008). O B-caroteno destaca-se com 100 % de atividade pro-vitaminica A, por ser capaz
de originar, a partir da ruptura enzimética de sua estrutura, duas moléculas de vitamina A. Na
sequéncia, a criptoxantina com 57 %, a-caroteno com 53 %, y-caroteno entre 42-50 % e o -
zeacaroteno, entre 20-40 % (MINGUEZ-MOSQUERA et al., 2002; VERONEZI & JORGE,
2011; COIMBRA & JORGE, 2013).

2.3.3 Atividade antioxidante

As propriedades antioxidantes dos carotenoides fundamentam-se na estrutura desses
compostos, principalmente no sistema de duplas ligacdes conjugadas, tornando possivel a
captacdo de radicais livres (YOUNG & LOWE, 2001; VERONEZI & JORGE, 2011; MATA-
GOMEZ et al. 2014, MAADANE et al., 2015; CARDOSO et al., 2016).

Os carotenoides participam do mecanismo de fotoprotecdo (Figura 5) sequestrando o
oxigénio singlete. Essa reacdo envolve a transferéncia de energia entre o oxigénio singlete
(*0,) e o carotenoide para gerar oxigénio triplete (*0,). O carotenoide energizado formado
retorna ao estado fundamental dissipando essa energia mediante interagcdes rotacionais com o
sistema de solventes (SCHAFER et al., 2002; CARIS-VEYRAT, 2007). A energia liberada ¢
baixa e, portanto, inofensiva ao meio celular. Esse mecanismo protege os portadores de
porfirias cutaneas contra os efeitos nocivos do oxigénio singlete formado na pele a partir da
exposi¢ao a luz solar. Tais efeitos protetores sdo indicados pela redugdo da concentragao de B-
caroteno na pele dos individuos afetados (WOODALL et al., 1997; MORTENSEN et al.,
2001; ESTEBAN et al., 2015).

Figura 5 — Mecanismo de fotoprotecdo (SCHAFER et al., 2002; CARIS-VEYRAT, 2007)

0, + Carotenoide — %0, + Carotenoide
Carotenoide energizado =——»  Carotenoide + calor
Os carotenoides podem reduzir as taxas de fotoxidacéo, a oxidacao das lipoproteinas

de baixa densidade e proteger o DNA contra o ataque dos radicais livres (BURRI et al., 1998;
MOLLER & LOFT, 2004).
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2.3.4 Atividade pro-oxidante

Uma molécula com efeito pré-oxidante pode ser definida como aquela que interage
com espécies reativas de oxigénio (ROS) para formar compostos mais prejudiciais para a
prépria biomolécula (LOWE et al., 2003; CARIS-VEYRAT, 2007; VERONEZI & JORGE,
2011; COIMBRA & JORGE, 2013). BURTON & INGOLD (1984) foram os primeiros a
mencionar a atividade pré-oxidante dos carotenoides.

Existem trés mecanismos principais pelos quais 0s carotenoides podem ser
convertidos em pré-oxidantes (YOUNG & LOWE, 2001; LOWE et al., 2003; EI-AGAMEY
et al., 2004; VERONEZI & JORGE, 2011; COIMBRA & JORGE, 2013):

a) Reagdes com ROS ou espécies reativas de nitrogénio (RNS) em que a molécula de
carotenoide € oxidada e/ou clivada, gerando produtos pré-oxidantes;

b) Altas concentracfes celulares de carotenoides podem aumentar a permeabilidade das
membranas biologicas para toxinas e radicais;

c) Aumento da pressdo de oxigénio ou altas concentraces de carotenoides podem levar a
formacdo de um radical carotenoide peroxil, iniciando a lipoperoxidacéo.

Vérios estudos demonstraram a perda da atividade antioxidante dos carotenoides
como, descrito por GALINATO et al. (2007) que relataram sobre a autoxidacdo de
carotenoides com metais. Tais autores propuseram mecanismo no qual o [-caroteno
desapareceu ap6s 10 minutos de reacdo com ferro, ou seja, ocorreu a autoxidacao.

A oxidacdo de carotenoides por moléculas de oxigénio, ou seja, 0 processo de
autoxidacdo constitui fenémeno um complexo que estd, provavelmente, relacionado com
algum fator externo (metal, radical, etc.) (CARIS-VEYRAT, 2007; VERONEZI & JORGE,
2011; COIMBRA & JORGE, 2013).

2.4 Producéo de Carotenoides por Via Microbiana

A producdo industrial de carotenoides naturais pode ser realizada por i) processos
biotecnoldgicos usando fungos filamentosos, leveduras, bactérias ou microalgas; ii) extracéo
solido-liquido a partir de plantas. Tem sido relatado que apenas 2 % da producdo mundial de
[ -caroteno é proveniente de fontes naturais (VOUTILAINEN et al., 2006).

No entanto, a producdo e comercializacdo de corantes de origem de plantas

apresentam alguns problemas com relacdo a variabilidade sazonal e geogréfica que ndo pode
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ser controlada. Por sua vez, a sintese quimica pode gerar residuos perigosos que podem afetar
o meio ambiente (COUNSELL, 1980; MATA-GOMEZ et al. 2014).

A producdo de carotenoides por microrganismos, apresenta algumas vantagens: os
pigmentos sintetizados sdo considerados naturais; alguns microrganismos séo capazes de se
desenvolver em substratos de baixo custo; é necessario pequeno espago para a etapa de
sintese; esta ndo se encontra sujeita as alteracGes climaticas e, para completar, as condicfes de
cultivo podem ser manipuladas de forma a estimular a produgdo de um carotenoide
especifico. Desta forma, varios estudos estdo direcionados a encontrar alternativas que
possam induzir a sintese de carotenoides e/ou aumentar a eficiéncia destes sistemas bioldgicos
de forma que eles sejam comercialmente viaveis (AUSICH, 1997; BHOSALE, 2004; COLET
et al., 2015; DIAS et al., 2015).

Na Tabela 1 estdo apresentados os microrganismos, tecnologicamente, com potencial
para serem empregados na bioproducdo dos principais carotenoides.

Os trabalhos que relatam sobre a producéo de carotenoides por microrganismos sao,
na grande maioria, realizados em frascos agitados, poucos apresentam dados referentes a
producdo em biorreator. Dentre 0s microrganismos investigados na producdo em biorreator,
destacam-se: R. sphaeroides (NG et al., 2011), S. cerevisiae (YUAN et al., 2011), S.
salmonicolor (VALDUGA et al., 2008-2011; COLET et al., 2015), R. glutinis (SAENGE et
al., 2011) e R. toruloides (DIAS et al., 2015).

Destaca-se a Sporodiobolus salmonicolor, € uma levedura, pertence ao reino dos
fungos da divisdo dos Basidiomycota, predominantemente no estado assexuado e unicelular.
Trés variedades de Sporodiobolus salmonicolor tém sido descritas: S. albus, S. fischerii,
e S. salmoneus (KURTZMAN et al., 2011). Essas leveduras sdo lipossollveis, pigmentadas
de cor rosa-salmdo. A superficie é suave e tem textura pastosa. A temperatura 6tima para o
crescimento de S. salmonicolor esta entre 25-35 °C. A parede celular de S. salmonicolor
contém fucose, manose, glicose e galactose. Essas leveduras crescem na presenca de glicose,
sacarose, maltose, etanol, glicerol, entre outros (BOEKHOUT, 1995).

Alguns trabalhos relatam a utilizacdo de S. salmonicolor para producdo de
carotenoides (VALDUGA et al., 2009-2014; COLET et al., 2015), aroma (y-decalactona)
(FERON et al., 1996-1997; LEE et al., 1999; ) e acido (acido 4-hidroxidecanoico) (FERON et
al., 1996).


https://translate.googleusercontent.com/translate_c?depth=1&hl=pt-BR&prev=search&rurl=translate.google.com.br&sl=en&u=https://en.wikipedia.org/wiki/Glucose&usg=ALkJrhh_QphDeyn9CBPCq-a5s0XfyPVzXQ
https://translate.googleusercontent.com/translate_c?depth=1&hl=pt-BR&prev=search&rurl=translate.google.com.br&sl=en&u=https://en.wikipedia.org/wiki/Sucrose&usg=ALkJrhjiE3G0dP7c2c-duT77lNNKFjmiaA
https://translate.googleusercontent.com/translate_c?depth=1&hl=pt-BR&prev=search&rurl=translate.google.com.br&sl=en&u=https://en.wikipedia.org/wiki/Ethanol&usg=ALkJrhjcvL1Mm-gN7bZL_tWT4F0XQ3p0Gw
https://translate.googleusercontent.com/translate_c?depth=1&hl=pt-BR&prev=search&rurl=translate.google.com.br&sl=en&u=https://en.wikipedia.org/wiki/Glycerol&usg=ALkJrhjPS-yb0FMAwHmRoDePxhRtW9wTPw

Tabela 1 - Microrganismos empregados na bioproducédo de carotenoides.

Espécies

Carotenoides produzidos

Referéncias

Algas

Chlamydomonas
acidophila

B —Caroteno, Luteina,
Zeaxantina, Violaxantina

CUARESMA et al. (2011)

Chlamydomonas
reinhardii

Anteraxantina, 3-Caroteno,
Clorofila, Neoxantina,
Violaxantina, Zeaxantina

CORDERO et al. (2011)

Chlorella zofingiensis

Astaxantina, Luteina

CORDERO et al. (2011)

Chlorella pyrenoidosa

Violaxantina

GUEDES et al. (2011)

Chlorella vulgaris

Violaxantina

CHA et al. (2010); GUEDES et al.

(2011)

Dunaliela bardawill

Luteina, Zeaxantina

TAKAICHI (2011)

Dunaliella sp.

Astaxantina, B-Caroteno

TAKAICHI (2011)

Dunaliella salina

[-Caroteno

PANIAGUA-MICHEL et al.
(2009)

Dunaliella parva

Anteraxantina, p-Caroteno,
Neoxantina, Violaxantina,
Zeaxantina

TAKAICHI (2011)

Haematococcus sp.

Astaxantina, B-Caroteno

VILA et al. (2008)

Haematococcus pluvialis
NIES-144

Astaxantina

YUAN et al. (2011)

Haematococcus pluvialis

Astaxantina

BHOSALE & BERNSTEIN
(2005); MONTERO et al. (2005);
DOMINGUEZ-BOCANEGRA et

al. (2007); YUAN et al. (2011);
NUNES et al. (2013)

Phaeodactylum
tricornutum

Fucoxantina

RYCKEBOSCH et al. (2011)

Phormidium autumnale

All-trans-B-caroteno, all-
trans-zeaxantina, all-trans-
luteina

RODRIGUES et al. (2014)

Scenedesmus sp.

Carotenoides

PRIBYL et al. (2015)

Tetraselmis sp

B-Caroteno e Luteina

TSAl et al. (2016)

Bactérias

Brevibacterium linens

B-Criptoxantina

BHOSALE & BERNSTEIN
(2005); KIM et al. (2010)

Chlorofleux aurantiacus

I'-Caroteno, Hidroxi-y-

BALDERMANN et al. (2010)

Caroteno
Ervinia s 3 —Caroteno, Licopeno, MISAWA & SHIMADA (1998);
P- Zeaxantina FUGISAWA et al. (2009)
Escherichia coli Licopeno LUetal. (2011)

Halobacillus halophilus Carotenoides OSAWA et al. (2010)
Halomonas elongata p-Caroteno RODRIGUEZ-SAIZ et al. (2007)

Flavobacteriaceae sp. Saproxantma: Mixal, SHINDO et al. (2007)

Zeaxantina

Flavobacterium sp.

B —Caroteno, Xantofila

SHINDO et al. (2007)

Flavobacterium
Multivorum

Zeaxantina

BHOSALE & BERNSTEIN
(2005)
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Continuacédo da Tabela 1

Espécies Carotenoides produzidos

Referéncias

Mycobacterium lacticola

Astaxantina BHOSA'—E( Z%O%I)ERNSTEIN
Paracoccus sp. Astaxantina FUGISAWA et al. (2009)

Phaeospirillum

molischianum Licopeno e Rhodopin

HORIBE et al. (2015)

Phormidium laminosum Zeaxantina

BHOSALE & BERNSTEIN
(2005)

Rhodospirillum rubrum Carotenoides

AUTENRIETH & GROSH (2015)

B-Criptoxantina,

Thermus thermophilus Zeaxantin.

OSAWA et al. (2010) TAKANO
et al. (2011)

Cianobactérias

Cylindrospermopsis

raciborskii Carotenoides OLIVEIRA et al. (2015)
Microcystis aeruginosa
Halorubrum .
rotenoi SANTOS et al. (2014
saccharovorum Carotenoides (2014)

B —Caroteno, 3 —
Criptoxantina, Zeaxantina,
Mixoxantofila

Synechococcus sp.

ZHU et al. (2010)

Fungos e leveduras

Blakeslea trispora

p-Carotee e
Candida utilis Licopeno MIURA et al. (1998)
Coriolus versicolor Astaxantina
AS5.48

WANG et al. (2005)

Monascus ruber Carotenoides

BUHLER et al. (2015)

Mortieralla alpina M-23

Astaxantina WANG et al. (2005)
Mucor mucedo AS3.2531 Astaxantina WANG et al. (2005)
MONTANTI (2011); MIAO et al.
Phaffia rhodozyma Carotenoides, Astaxantina (2011); MICHELON et al.
(2012); SILVA et al. (2012a)
Phaffia rhodozyma .
AS? 1557 Astaxantina WANG et al. (2005)
Phaffia rhodozyma Astaxantina, Zeaxantina BHOSALE & BERNSTEIN

(2005)

Panus conchatus AS5.154 Astaxantina

WANG et al. (2005)

Phycomyces blakesleeanus [ -Caroteno, Licopeno

BHOSALE (2004); POLAINO et
al. (2010)

Podospora anserine [-Caroteno, y —Caroteno, § —

Zeacaroteno, Fitoeno,
Licopeno, Neurospeno,
Neurosporaxantina, Toruleno

STROBEL et al. (2009)
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Continuacdo da Tabela 1

Espécies

Carotenoides produzidos

Referéncias

Rhodotorula glutinis

[-Caroteno, Toruleno e
Torularrodina

Astaxantina

Carotenoides

CALDEIRA (2015)

TASKIN et al. (2011); TAO et al.
(2007)
SAENGE et al. (2011)

Rhodotorula graminis

Caroteno

BUZZINI et al. (2005)

Rhodotorula minuta

[ —Caroteno

MONTERO et al. (2005)

Rhodotorula rubra

Toruleno, Torularrodina e 3-
caroteno

BANZATTO et al. (2013)

Rhodotorula rubra
AS2.670

Astaxantina

FRENGOVA et al. (2006)
WANG et al. (2005)
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Rhodotorula graminis
RC04

B-caroteno

FERRAO & GARG (2012)

Rhodotorula sp

Carotenoides

Toruleno, Torularrodina e -
caroteno

BARBATO (2014)

MOLINE et al. (2012)

Rhodobacter sphaeroides

Caroteno

NG et al. (2011)

Rhodosporidium
toruloides

Carotenoides

DIAS et al. (2015)

Saccharomyces cerevisiae

Licopeno

VERWAAL et al. (2010)

Sporobolomyces sp.

Toruleno

DAVOLI et al. (2004)

Sporobolomyces
ruberrimus

Toruleno, B-caroteno,
Torularrodina e y-caroteno

CARDOSO et al. (2016)

Sporobolomyces
poonsookiae
Sporidiobolus ruineniae

Carotenoides

SAetal. (2013)

Sporidiobolus sp.

Toruleno
[B—caroteno

DAVOLI et al. (2004)
RAZAVI & MARCH (2006).

Sporidiobolus
salmonicolor CBS 2636

VALDUGA et al. (2008 -2011)
COLET et al. (2015)

Sporidiobolus pararoseus

Carotenoides

CABRAL et al. (2011) ;
MACHADO & BURKERT

(2014); VALDUGA et al. (2014) ;
MANOWATTANA et al. (2012)

Xanthophyllomyces
dendrorhous

Astaxantina

WOZNIAK et. al. (2011);
BREITENBACH et al. (2011)

2.4.1 Fatores que influenciam na bioproducao de carotenoides com leveduras

A producdo de carotenoides por microrganismos é afetada por fatores fisicos
(luminosidade, temperatura e oxigénio) e pela composicdo do meio de cultivo (fonte de
carbono e de nitrogénio, presenca de aminoacidos, de ions metalicos, de solventes organicos e
de outros compostos quimicos), 0s quais variam em intensidade e concentracdo de acordo

com as necessidades de cada microrganismo, podendo resultar em uma influéncia positiva ou
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negativa na biossintese destes pigmentos. Estes fatores podem ser empregados como
estratégias para aumentar a producdo ou para induzir a sintese de um carotenoide especifico
(BHOSALE, 2004; VALDUGA et al., 2009 a 2014; BARBOSA et al., 2015).

A temperatura € um dos fatores ambientais mais importantes que influenciam o
crescimento e o desenvolvimento dos microrganismos, causando alteracdes em muitas vias
biossintéticas, inclusive na carotenogénese (VALDUGA et al., 2009). Segundo BHOSALE
(2004) a temperatura exerce controle na concentragdo de enzimas envolvidas na producéo de
carotenoides, onde mudancas na concentracdo enzimatica definitivamente controlam o nivel
de carotenoides produzidos pelos microrganismos.

A biossintese de carotenoides naturalmente ocasiona mudan¢as do pH do meio de
producdo, como consequéncia do crescimento do microrganismo. De modo geral, em
leveduras, o pH do meio decresce nas primeiras 72 h de bioproducdo, seguido de uma
elevacdo durante a fase intensa de carotenogénese. A partir dai, o0 pH permanece constante
indicando o final da bioproducdo (FRENGOVA et al., 1994). O pH é um dos parametros
ambientais mais importantes para o crescimento celular e formagdo de produto, tornando-se
uma variavel a ser estudada na producdo de carotenoides (VALDUGA et al., 2009; COLET et
al., 2015)

Outro fator é a luminosidade, pois a producdo e o acumulo de carotenoides séo
afetados pela irradiacdo de luz branca em algas, fungos e bactérias. Contudo, a intensidade e
forma de iluminagéo variam com o microrganismo. A teoria da foto-inducdo pode ser descrita
em dois aspectos. No primeiro, o efeito da luz sobre o crescimento do microrganismo exerce
papel fundamental como estimulante da producdo; o segundo aspecto considera que o
acumulo de carotenoides na célula esta associado com o aumento da atividade das enzimas
envolvidas na biossintese de carotenoides (BHOSALE, 2004; BARBOSA et al., 2015).

2. 4.2 Matérias-primas alternativas

A sacarose e a glicose sdo as fontes de carbono mais comumente utilizadas na
bioproducdo de carotenoides (VALDUGA et al., 2014). Alguns estudos tém investigado a
producdo de carotenoides utilizando fontes alternativas de substratos tais como cereais (aveia,
trigo, cevada, milho, arroz, centeio), lipidios, glicerol, celobiose, melago de cana de acUcar,
mosto de uvas e soro de queijo com diferentes cepas microbianas, principalmente com a
bioproducdo em frascos agitados. A Tabela 2 apresenta uma sintese de relatos da literatura

empregando substratos alternativos de baixo custo na bioproducédo de carotenoides.
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O crescimento de microrganismos em fontes de carbono alternativos como L-malato,
acetato e/ou glicerol, requerem a capacidade de sintetizar hexoses necessarias para a producéo
de mucopeptideos da parede celular, armazenagem de glicogénio, e outros compostos
derivados de hexoses, como as pentoses, envolvidos na biossintese de &cidos nucleicos
(MOAT et al., 2002; SILVA et al., 2012b).

O glicerol é considerado uma fonte de carbono altamente reduzida e assimilavel por
bactérias e leveduras, sob condicBes aerdbicas e anaerdbicas para a obtencdo de energia
metabdlica, como regulador do potencial redox e para a reciclagem de fosfato inorganico
dentro da célula. Consiste em uma fonte de carbono barata e abundante, devido a inevitavel
geracdo como subproduto da producédo de biodiesel (RIVALDI et al., 2012).

No Brasil, com a adicdo obrigatoria de biodiesel aos combustiveis a base de petréleo,
grandes quantidades de glicerol bruto sdo gerados (cerca de 10% do volume total de
biodiesel). O producéo de biodiesel, esta estimado para atingir um total de 25 bilhdes de litros
em 2017 (OECD—FAO, 2016). Uma solucéo sustentavel para essa acumulacdo de glicerol
bruto deve ser implementada. Alguns estudos foram desenvolvidos visando a utilizacdo de
glicerol como fonte de carbono para os microrganismos, na producdo de biocompostos
(PAPANIKOLAOU et al., 2002; ITO et al., 2005; CHENG et al., 2007; SAENGE et al.,
2011; MACHADO & BURKERT, 2014; CARDOSO et al., 2016).

MANOWATTANA et al. (2012) observaram o0 custo da producdo para 0o meio
composto com glicerol foi de R$ 0,12 por mg/L em contra partida ao meio comercial de R$
1,27 por mg/L, provando assim a vantagem de utilizar residuos agroindustriais na
bioproducéo de carotenoides.

A agua de maceracdo de milho — AMM ou milhocina, tem sido utilizada como um
componente importante de alguns meios de crescimento (Tabela 2), sendo indicado como
fonte de nitrogénio organico, componente essencial para o crescimento microbiano (LOSS,
2009; VALDUGA et al.,, 2014; MACHADO & BURKERT, 2014). Além disso, contém
carboidratos, aminoacidos, peptideos, minerais, metais, vitaminas e fosfato. Assim, é uma
matéria-prima favoravel aos processos fermentativos, quando comparado ao extrato de
levedura (meio comercial utilizado como fonte de nitrogénio), considerado umcomplexo rico
em nitrogénio, aminoacidos e vitaminas (AMARTEY & LEUNG, 2000; RIVAS et al., 2004;
MACHADO & BURKERT, 2014).
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Tabela 2 — Estudo da composigdo do meio de cultivo na bioproducdo de carotenoides por

diferentes microrganismos.

Microrganismo Matérias- Maxima Melhores Carotenoide Referéncia
primas producéo de concentracdes majoritario
utilizadas carotenoide
Rhodotorula Glicose, 125 pg/mL 20 g/L de - AKSU &
glutinis sacarose de sacarose de EREN
melaco e melaco (2007)
lactose do
soro de queijo
Rhodotorula Melaco e 3,05 pg/mL 135 mL de - BARBATO
sp. caldo de cana melaco de cana (2014)
de acUcar hidrolisado nas
concentracoes
de 25%,
Sporobolomyc Glicerol 0,51 g/L 33,5 ¢g/L de Toruleno, B- CARDOSO
es ruberrimus  bruto, peptona glicerol bruto, ~ caroteno, ~ ©tal- (2016)
e extrato de 20 g/L de Torularrodina
levedura (NH4)2S04, 0,5 e y-caroteno
g/L de peptona,
1g/L de
extrato de
levedura, 2 g/L
de NayHPOQy,
1,5 g/L de
MgSO47H,0 e
4 g/L de
KH,PO,
Sporidiobolus Glicerol, 4400 pg/L 80 g/L de - COLET et
salmonicolor extrato de (biorreator  glicerol, 5 g/L al. (2015)
CBS 2636 malte e batelada de extrato de
peptona alimentada) malte e 15 g/L
de peptona
Sporidiobolus  Glicerol bruto 640 pg/L 9al10g/L de MACHAD
pararoseus e agua de glicerol e 26 a 0&
maceracdo de 30 g/L de agua - Blgoﬁ)m
miho de maceracgéo
de milho
R. glutinis Fermentado 19 ug/Lh - p-caroteno MALISOR
de rabanete N &
SUNTORN
SUK et al.
(2009)
Blakeslea Glicose, 15,0 mg/g de 60 g/L de B-caroteno  MANTZOU
trispora glicerol puroe  biomassa glicerol RIDOU et
mistura de seca al- (2008)
glicose e
glicerol
R. glutinis Soro de leite 46 mg/L - B-caroteno MAROVA

et al. (2011)
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Continuacédo da Tabela 2

Microrganismo Matérias- Maxima Melhores Carotenoide Referéncia
primas producéo de concentracdes majoritario
utilizadas carotenoide
R. Meio com 56 mg/L - B-caroteno MAROVA
munilaginosa batata etal. (2011)
R. acheniorum  Soro de leite 262 mg/L - p-caroteno  NASRABA
ultrafiltrado DI &
RAZAVI
(2011)
Sporobolomyc Glicose, 3,84 mgl/g 40 g/L de Torularrodina RAZAVI &
es ruberrimus  glicerol puro glicerol e B-caroteno Mon%gH
H110 e glicerol comercial (2006)
comercial
Phaffia Agua de 5,3 &mu; 87,5 g/L de - RIOS et al.
rhodozyma  parboilizagdo g/mL agua de (2015)
de arroz, parboilizacéo
peptona e de arroz, 15
extrato de g/L de peptona
malte. e 16,25 g/L de
extrato de
malte.
R. glutinis Glicerol bruto  135,2 mg/L - - SAENGE et
al. (2011)
Phaffia Caldo de cana 27,75 mg/L - Astaxantina SILVA
rhodozyma e ureia para a cepa (2008)
selvagem
R. glutinis Penas de 92 mg/L - - TASKIN et
galinha al. (2011)
R. glutinis Farinha de 3,48 mg/L - - TINOI et al.
feijdo e (2005)
extrato de
batata doce
Sporidiobolus Melaco de 541,5 ug/L 10 g/L de - VALDUGA
salmonicolor cana de melago de cana et al. (2008)
acucar, agua de acUcar e
de maceracéo Prodex Lac e 5
de milho e g/L de &gua de
Prodex Lac maceracao de
milho
Sporidiobolus  Glicerol, 4gua 843 ug/L 40 g/L de - VALDUGA
et al. (2014)

pararoseus

de maceracgdo
de milho,
agua de
parboilizacdo
de arroz e
melaco

glicerol e agua
de maceracéo
de milho e
20 g/L de agua
de
parboilizacao
de arroz.
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A 4gua de parboilizacdo de arroz também é pesquisada como matéria-prima na
producdo de biocompostos (VALDUGA et al., 2014; RIOS et al., 2015). No processo de
parboilizagdo, é utilizado 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 fésforo.
Portanto, a dgua de parboilizacdo do arroz pode ser uma promissora matéria-prima a ser
utilizada no meio de cultivo para a producdo de carotenoides (FARIA et al., 2006).

Outro matéria-prima ja relatado na literatura (Tabela 2) para a producdo de
carotenoides, ¢ denominado comercialmente por Prodex-Lac® - hidrolisado de levedura
(VALDUGA et al., 2008; MANERA et al., 2011), um produto com composi¢do similar a do
extrato de levedura, como fonte de nitrogénio e vitaminas, e de menor custo (MANERA et al.,
2011).

As leveduras sdo mais usadas do que as algas para a producdo de carotenoides em
larga escala em fermentadores, devido a sua natureza e a sua alta taxa de crescimento
unicelular (FRENGOVA & BESHKOVA, 2009). Além disso, as leveduras podem se adaptar
a diferentes condigdes ambientais e crescer sob uma ampla variedade de fontes de carbono e
de nitrogénio (MOLINE et al., 2012).

2.5 Producéo de Carotenoides em Sistema em Batelada Alimentada

Na busca de superar os problemas para obtencao de carotenoides em relagéo a inibicéo
da producdo pelo excesso da concentragdo de substrato ou por repressdo catabolica, séo
usualmente utilizados cultivos em batelada alimentada. A batelada alimentada é a técnica
utilizada em processos microbianos na qual um ou mais nutrientes sdo alimentados ao reator
durante o cultivo, enquanto os produtos permanecem no seu interior até o final do processo
(SILVA et al., 1998; BELLAO et al., 2013; DIAS et al., 2015).

O principal propdésito da batelada alimentada é controlar a concentra¢do do substrato
presente no meio de cultura. Para tal faz-se necessario definir o tipo de nutriente a ser
disponibilizado e 0 modo de alimentacdo. A batelada alimentada pode ser dividida em relagédo
a velocidade de alimentacdo em: constante, exponencial e otimizada (YAMANE &
SHIMIZU, 1984; BELLAO et al., 2013).

Os cultivos em batelada alimentada sdo comumente empregados na busca de alta
densidade celular e/ou méxima formacdo de produto. Uma boa estratégia para conducdo da

bioprodugdo em batelada alimentada com diversos tipos de microrganismos € a alimentacdo
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de substrato limitante na mesma velocidade que este é utilizado pelo organismo (KLEMAN et
al., 1991; BELLAO et al., 2013; DIAS et al., 2015).

A caracteristica basica dos processos microbianos em batelada alimentada é que as
concentracdes de nutrientes alimentadas no biorreator podem ser controladas voluntariamente
por mudangas na velocidade de alimentacdo. Desta forma, a batelada alimentada é superior a
batelada convencional, especialmente quando mudangas na concentracdo de nutrientes afetam
o rendimento do metabdlito desejado (YAMANE & SHIMIZU, 1984; NASRABADI &
RAZAVI, 2010; SAENGE et al., 2011; BELLAO et al., 2013).

YAMANE et al. (1997) estudaram a producdo de carotenoides por P. rhodozyma em
batelada alimentada, utilizando duas etapas. O crescimento celular foi reforcado pela baixa
relacdo C/N na primeira fase, com a alimentacdo das solugdes de glicose, mineral e fosfato
ajustadas na mesma proporc¢do de 180 mL/h e a taxa de alimentacéo da solucdo de amdnia foi
fixada em 90 mL/h. A producéo de astaxantina foi reforcada pela elevagéo da relagdo C/N na
segunda fase (a alimentacéo das solucdes foram realizadas quando a concentracao de oxigénio
dissolvido excedeu 6,0 mg/L). As taxas de alimentacéo para a glicose, mineral e fosfato foram
fixadas no mesmo valor que na primeira etapa, enquanto que a taxa de alimentacdo da solucéo
de amodnia foi de 22,5 mL/h. Neste sistema de cultivo, foi obtida a maior producdo de
astaxantina de 16,0 mg/L.

NASRABADI & RAZAVI (2010) aplicaram delineamento experimental em um
processo em batelada alimentada para a otimizacdo do ciclo de &cido tricarboxilico (TCA),
composto intermediario para a producdo de cantaxantina. Para manter a concentracao total de
carboidratos no meio de cultivo (10 g/L), 500 mL de uma solucdo de alimentacdo foi
adicionada entre 56 a 136 h (fase logaritmica de crescimento) utilizando diferentes vazbes. A
méaxima producdo de cantaxantina foi de 13,17 mg/L no 7 dia de bioproducéo.

SAENGE et al. (2011) estudaram a utilizacdo de glicerol bruto , como Unica fonte de
carbono para a producdo de lipideos e carotenoides pela levedura R. glutinis TISTR 5159. A
adicdo de sulfato de amdnio como fonte de nitrogénio e Tween 20 como surfactante resultou
no aumento da concentracdo de lipideos e carotenoides. A maior concentracdo de biomassa
foi obtida em 8,5 % m/v de glicerol e proporcdo C/N de 60, enquanto que para teores de
lipidios e producdo de carotenoides a concentracdo de glicerol foi de 9,5 % m/v e a relagédo
C/N de 85.

SAENGE et al. (2011) também estudaram a producéo de lipideos e carotenoides em
biorreator de tanque agitado com controle de pH em 6,0 e a taxa de aeragdo em 2 vvm. Em

sistema batelada alimentada, iniciada no meio da fase exponencial e a cada 12 h para manter a
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concentracdo de glicerol, eram adicionados 50 mL de glicerol bruto até completar 48 h. Uma
maior producdo de lipidios (6,05 g/L) e de carotenoides (135,25 mg/L) foram obtidos,
comparando-se com o cultivo em batelada simples, onde a producéo de carotenoides foi de
117,38 mg/L.

DIAS et al. (2015) estudaram uma nova estratégia de controle de duplo estagio de pH
em batelada alimentada para a melhoria da producéo de lipidios e carotenoides pela levedura
R. toruloides NCYC 921. A estratégia de alimentacdo seguiu 0 mesmo descrito por PANN et
al.(1986), com modificacbes. No final do cultivo descontinuo, o substrato foi alimentada com
uma solugédo contendo nutrientes e glicose (9 g de MgS0,.7H,0 e 20 g de extrato de levedura
em 1L de 60 % m/v de glicose), usando uma bomba peristaltica a fim de estender a fase
exponencial da levedura (crescimento ativo nessa fase). A concentracdo de glicose residual
foi sempre mantida abaixo de 50 g/L, a fim de evitar a possibilidade de inibicdo pelo
substrato. Os resultados mostraram que quando a fase de crescimento da levedura foi
realizada a pH 4,0, e a fase de acumulacéo de produtos foi realizada a pH 5,0, a produtividade
de carotenoides foi de 0,29 g/L.h.

Assim, em muitos processos de producdo de carotenoides, a conducdo em sistema
batelada alimentada conduz a uma melhoria na producdo do metabdlito de interesse,

mostrando que este tipo de processo pode ser vantajoso para a bioproducao industrial.

2.6 Producéo de Carotenoides em Sistema Semicontinuo

Os cultivos em sistema semicontinuo propiciam alta producao de células por intervalo
de tempo. Neste sistema, 0 biorreator é carregado no inicio do cultivo com o0 meio e o inoculo,
sendo entdo mantido nas condicBes 6timas. Apos o término da bioproducdo, uma parcela do
meio de caldo de bioproducdo € removido e substituido por meio de cultivo novo, isento de
células. Isso pode ser feito a qualquer momento durante o desenvolvimento do cultivo, porém,
geralmente é realizado apds a obtencdo de alta concentracdo de biomassa. Esta operacéo,
também, chamada de corte, deve ser realizada sempre que a producdocultivo atingir este
estagio (LOURENCO, 2006; HENRARD et al., 2011; CALDEIRA, 2015).

A concentragdo do microrganismo na qual € realizado o corte é chamada de
concentracdo celular de corte, e a fracdo de meio de caldo fermentado, retirada com posterior
adicdo de meio novo, é chamada de taxa de renovacdo de meio. Com este procedimento
consegue-se obter produto com o mesmo inoculo por um tempo superior. Além disso, ndo ha

necessidade de estagios de preparacdo de inoculo, nem limpeza dos reatores entre um ciclo e
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outro e tem-se a possibilidade de, uma vez conhecida as melhores condigdes de operacdo,
obter produtividades significativamente maiores do que em processo batelada simples. O
corte deve ser feito quando o microrganismo esta na fase de crescimento exponencial, para
ndo haver nova fase de adaptagdo, obtendo-se assim um processo quase continuo de producédo
de biomassa (BORZANI et al., 2001; LOURENCO, 2006; HENRARD et al., 2011;
CALDEIRA, 2015).

Nos cultivos semicontinuos ndo ha numero preestabelecido de coletas, de forma que a
remocdo do caldo fermentado e a substituicdo por meio de cultura novo podem ser
realizados, em tese, sem limite. Entretanto, este procedimento acarreta curvas de crescimento
com variacGes bruscas de densidade de células (LOURENCO, 2006; HENRARD et al.,
2011).

Na literatura ndo ha relatos da bioproducéo de carotenoides por leveduras empregando
sistema semicontinuo com residuos agroindustriais, porém ja foi relatado para a producdo
com meio comercial e de outros biocompostos (RADMANN et al., 2007; HENRARD et al.,
2008 e 2011; FERREYRA et al., 2014; CALDEIRA, 2015).

CALDEIRA (2015) estudou a otimizacao da producéo de lipidios (visando a producéo
de biodiesel) e de carotenoides pela levedura Rhodosporidium toruloides NCYC 921, em
biorreator de 7 L com um volume de trabalho de 5 L num sistema semicontinuo. A estratégia
geral de cultivo consistiu em duas etapas distintas. Numa primeira fase, apos o crescimento da
levedura em regime descontinuo, uma solucdo de nutrientes foi fornecida de modo a
prolongar a fase de crescimento da levedura. Na segunda fase, assim que atingida a fase
estacionaria, a solucéo de alimentacédo foi substituida por uma solucéo de glicose concentrada
(600 g/L) para induzir a sintese de materiais de reserva intracelulares, tais como lipideos e
carotenoides. Com a estratégia de dois estdgios de controle de pH, foi obtida maxima
concentracdo de biomassa (154,21 g/L), produtividade de biomassa (2,35 g/L,h),
produtividade de lipidios (0,40 g/L.h), produtividade de carotenoides (0,29 g/L.h), teor total
de carotenoides (0,29 mg/g) e percentagem de lipideos totais (41,07 %).

FERREYRA et al. (2014) estudaram a obtencdo de vinagre de laranja em processo
semicontinuo, em escala de laboratério, a dois niveis da varidvel proporcdo de carga
(vinho/vinagre): 40 % e 60 % utilizando-se como respostas velocidade de acetificacdo e
rendimento, a 600rpm, 0,4vwm e 30°C. A proporcdo carga/descarga, nao afeta
significativamente (0=0,05) as respostas durante o segundo ciclo para nenhum dos dois
niveis, assim foi possivel estabelecer a proporcéo de carga para um processo semicontinuo em

60 % para obter maior volume de vinagre de laranja.
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Na literatura, ha também, relatos de cultivo semicontinuo de microalgas. RADMANN
et al. (2007) avaliaram o cultivo semicontinuo da microalga Spirulina em fotobiorreator para
a producdo de biomassa, onde maiores velocidades especificas de crescimento foram de
0,134 d™* e 0,138 d*, com a utilizacdo de taxas de renovacdo de 40 e 60 %, durante um
periodo de 62 dias de cultivo.

HENRARD et al. (2008) cultivaram biomassa de Cyanobium sp. em fotobiorreatores
tubulares fechados as maiores produtividades foram obtidas quando empregaram as maiores
concentracdes de corte (1,0 g/L e 1,2 g/L) e niveis maximos de taxa de renovacdo de meio
(50 %), além de apresentar o maior namero de ciclos (10 cortes) ao longo do cultivo.

HENRARD et al. (2011) avaliaram a influéncia da concentracgdo celular de corte, taxa
de renovacdo de meio e concentracdo de bicarbonato de sddio sobre a velocidade especifica
de crescimento e a produtividade da célula de microalga Chlorella sp. durante cultivos
semicontinuos A maxima velocidade especifica de crescimento foi de 0,149 d™ e a
produtividade foi de 0,091 g/L.d quando utilizaram concentracdo celular de corte 0,6 g/L e
0,8 g/L, taxa de renovacdo 40 e 30 %, concentracdo de bicarbonato de sodio de 1,6 g/L,

respectivamente.

2.7 Recuperacdo dos Carotenoides

Os carotenoides estdo presentes em uma grande variedade de células naturais, sendo a
rigidez da parede celular, destas o fator que pode favorecer ou ndo a extracdo. Na parede
celular que oferece menos resisténcia, o simples contato com o solvente adequado € suficiente
para que todo o pigmento seja removido, enquanto que na parede rigida, técnicas de ruptura
mecanica e de extracdo devem ser associadas a0 processo.

A bioproducdo industrial de carotenoides vem se expandindo comercialmente, porém
as operacoes de ruptura celular, extracdo e recuperacdo do produto contribuem para aumento
dos custos da producdo. Assim, inimeros trabalhos vém sendo realizados visando estudar a
recuperacdo eficiente dos carotenoides intracelulares (SARADA et al., 2006; PARK et al.,
2007; VALDUGA et al., 2009c) e, consequentemente contribuindo para a reducdo de custo
das operagdes de downstream.

O processo de extracdo dos carotenoides presentes em material biologico é
comumente feito pela utilizacdo de solventes organicos. Devido a estrutura complexa e a
diversidade desses compostos encontrados em amostras vegetais, ndo ha um protocolo Unico

para extrai-los (QUIROS & COSTA, 2006). Uma vez que os carotenoides sdo pigmentos
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lipossoluveis ndo saponificaveis, € comum realizar uma etapa de saponificacdo para remover
os lipideos que possam interferir nos procedimentos de extracdo com solventes apolares. A
saponificacdo é feita utilizando-se uma solucdo de base, como hidréxido de potassio, em
solvente polar, como metanol ou etanol, de onde os carotenoides sdo posteriormente extraidos
(SILVA et al., 2010; XAVIER et al.. 2012; SAINI et al., 2015).

PARK et al. (2007) relataram que a extracdo dos carotenoides presentes na parede
celular de microrganismos depende da habilidade de permeabilizagdo do solvente através da
parede celular e da solubilidade dos carotenoides no solvente usado. De acordo com
SCHIEDT & LIAAEN-JENSEN (1995), os solventes acetona e metanol sdo misciveis em
agua e, por isso, sdo mais efetivos na extracdo dos carotenoides de materiais bioldgicos, ja
que estes apresentam grande quantidade de &gua em sua composicao.

Técnicas alternativas para substituir ou minimizar a utilizacdo de solventes organicos
na extracdo dos carotenoides de materiais biologicos estdo em constante desenvolvimento. A
extracdo de compostos de materiais brutos por didéxido de carbono supercritico, cujos
principios ativos sdo de interesse comercial para emprego na producdo de alimentos,
cosméticos e medicamentos, tem recebido grande atengdo como metodo alternativo aos
utilizados para a separacdo convencional (LIM et al., 2002).

A extracdo de astaxantina de H. pluvialis sem homogeneizacdo foi investigada por
SARADA et al. (2006). A extracao por solvente foi facilitada pelo tratamento das células com
HCI 4 N a 70°C, resultando em uma extracdo de 90 % dos pigmentos sem homogeneizacao.

PARK et al. (2007) testaram diferentes solventes para a ruptura das celulas de R.
glutinis e extracdo de carotenoides encontrando p-caroteno, toruleno e torularrodina no
extrato. A mistura dos solventes dimetilsuféxido (DMSQ), éter de petrdleo e acetona
mostrou-se eficiente, gerando maxima extracdo quando comparada aos solventes individuais.

Em funcdo da forte associacdo dos carotenoides com as células e, no sentido de
maximizar a extracdo dos pigmentos, VALDUGA et al. (2009c) testaram métodos diferentes
para o rompimento celular e extracdo com solventes. As melhores taxas de extracdo dos
carotenoides totais bioproduzido pela levedura S. salmonicolor foram verificadas quando
utilizou-se a combinacdo nitrogénio liqguido e DMSO para ruptura celular e extracdo com
mistura de acetona e metanol (7:3 v/v).

JAIME et al. (2010) estudaram a extracdo de carotenoides da microalga H. pluvialis,
combinando extragdo com liquido pressurizado (PLE), utilizando hexano e etanol como
solventes. Os resultados demonstraram que a temperatura de extracdo tem influéncia positiva

no rendimento, que pode ser devido a um aumento na transferéncia de massa da amostra para
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0 solvente pressurizado. Porém, o seu efeito na atividade antioxidante foi negativo, ocorrendo
reducdo na concentracdo do pigmento com o aumento da temperatura de 50 a 150°C, sendo
mais pronunciada em 200°C. Os melhores rendimentos foram obtidos com etanol a
temperatura superior a extracdo, enquanto que a maior atividade antioxidante foi obtida
utilizando etanol, porém, em temperaturas mais baixas.

MONKS et al. (2012) investigaram diferentes estratégias para a extracdo de pigmentos
de carotenoides de S. salmonicolor (CBS 2636). A ruptura celular foi realizada utilizando
dimetilsulfoxido (DMSO), dois fluidos comprimidos puros (diéxido de carbono supercritico e
propano), e também uma combinagdo de tratamento de fluido sob pressdo, seguida por
DMSO liquido. Diclorometano, etanol, acetato de etila e acetona foram testados para a
extracdo de carotenoides. Os resultados mostraram que quando varios solventes foram
utilizados, um efeito sinérgico sobre o grau de recuperacdo de carotenoides foi verificado. A
concentracdo méaxima de carotenoides totais (2875 g/L) foi obtido do tratamento com CO,
supercritico (300 bar/120 min) seguido de dimetilsulfoxido para romper a célula e, em
seguida, a extracdo com uma solucdo de acetona / metanol (7:3 v/v).

MONKS et al. (2013) estudaram o rompimento celular de Sporidiobolus salmonicolor
(CBS 2636) para liberar carotenoides por meio de tratamentos combinados enzimaticos,
quimicos e por ultrassom. No tratamento enzimatico (complexo enzimatico: E2), a maxima
extratibilidade de carotenoides totais foi de 18,5 % (572,70 ug/L), empregando a relacdo de
célula:enzima de 1:3,41 (m/m), a 35°C. A quantidade maxima de carotenoides recuperado foi
de 572,70 mg/L obtido por hidrélise enzimatica utilizando a concentracdo de enzima de 3,4 g
de enzima por grama de células secas a 35°C, 180 rpm, 48 h de reacdo e extragdo com
acetona/metanol (7:3 v/v). No entanto, os métodos quimicos isolados ndo mostraram serem
eficientes na lise celular da levedura S. salmonicolor, sendo que a maxima recuperacao de
carotenoides totais foi 155,30 pug/L (5% de extratibilidade) ao empregar tratamento de

ruptura celular com bicarbonato de sodio.

2. 8 Determinacao dos Carotenoides

A quantificacdo de carotenoides pode ser dificil devido a instabilidade na presenca de
luz, oxigénio e calor dos carotenoides. Os carotenoides de estrutura conhecida podem ser
conclusivamente identificados mediante, no minimo, as seguintes informacdes: analises
cromatogréficas, espectro de absor¢do UV-Visivel (UV-Vis) e espectro de massas (MS).

Algumas derivatizagbes quimicas tambem podem ser usadas para confirmar a presenga e
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nimero de grupos funcionais em xantofilas, além da comparacdo desses parametros com
padrdes auténticos. A espectrometria de massas e a espectroscopia de ressonancia magnética
nuclear sdo técnicas indispensaveis para a elucidacdo da estrutura de um carotenoide
desconhecido (LIAAEN-JENSEN, 1995; DELGADO-VARGAS & PAREDES-LOPEZ,
2003; MERCADANTE, 2008).

O espectro UV-Vis, que inclui caracteristicas sobre o comprimento de onda maximo
(Amax), estrutura fina espectral (%l11/11) e intensidade do pico cis (%As/A;) (Figura 6), é
sempre examinado por fornecer informacOes a respeito do croméforo da molécula, alem de
algumas informacGes sobre grupos funcionais e anéis conjugados a cadeia poliénica. O
espectro de massas fornece a massa molecular e o padréo caracteristico de seus fragmentos
indica a presenca de alguns grupos funcionais na estrutura do carotenoide (DELGADO-
VARGAS & PAREDES-LOPEZ, 2003; MERCADANTE, 2008).

Figura 6 - Indicacdo do célculo da estrutura fina e da intensidade do pico cis. Adaptado de
MERCADANTE (2008).
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Técnicas modernas como a cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada aos
detectores de arranjo de diodos e espectrometro de massas (HPLC-DAD-MS) proporcionam,
ao mesmo tempo, informacbes a respeito do cromdforo e do peso molecular para cada
composto individualmente. Esta técnica ja foi utilizada para separar e identificar isdmeros e
produtos de oxidacdo de carotenoides (DE ROSSO & MERCADANTE, 2007; FARIA et al.,
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2009; ZEPKA & MERCADANTE, 2009). A identificagdo de carotenoides é geralmente
realizada por (1) comparacdo dos tempos de retencdo e espectro de absorcdo dos picos
desconhecidos com os padroes de referéncia e (2) adicdo de carotenoides padrdo a amostra,

para co-cromatografia. Para a quantificacdo dos carotenoides sdo utilizadas curvas analiticas

com solucgdes padrdo dos compostos na absorcdo especifica maxima. A Tabela 3 apresenta

alguns trabalhos onde HPLC foi utilizado para identificacdo de carotenoides.

Tabela 3 — Trabalhos que utilizaram a cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) para a

identificacdo de carotenoides.

Amostra Carotenoide Eluente Detector Referéncia
Vitis vinifera Luteina, B-caroteno,  Acetato de etila HPLC- YUAN & QIAN
neoxantina e acetonitrila  DAD/ GC- (2016)
MS
Tetraselmis sp. [-caroteno e luteina  Diclorometano, HPLC/ TSAl et al.
DS3 metanol e UV-VIS (2016)
acetonitrila
Sporobolomyces  Toruleno, B-caroteno, Acetona e HPLC- CARDOSO et
ruberrimus Torularrodina e y- trifluoracético DAD al. (2016)
caroteno
Molho de tomate Licopeno MTBE e HPLC- VALLVERDU-
metanol Uv- QUERALT et al.
MS/MS (2015)
Mamey — Fruta (3S,5'R,6'S)-B- Hexano e HPLC- TURCSI et al.
tropical Criptoxantina 5',6'- propano ECD/UV- (2015)
epoxide, (3S,5'R,6'S)- VIS
B-Cryptoxanthin 5',6'-
epoxide,
Criptocapsantina e
dioxicapsantina
Batata doce [-Caroteno 5,6- Acetato de HPLC- ACHIR et al.
epoxide amdnia, MTBE DAD/ (2014)
e metanol SPME-
GC-MS
Dunaliella Luteina, B-caroteno, HPLC- DELI et al.
violaxantina e UV-APCI- (2014)
neoxantina. MS
Echinenone
Nostoc
Diatoxantina, luteina
Euglena e B-caroteno.
Salmao Atléantico Astaxantina Acetona e HPLC- CHIMSUNG et
hexano DAD al. (2014)



http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0889157516300047#bib0420
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0889157516300047#bib0420
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0889157516300047#bib0420
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0889157516300047#bib0415
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0889157516300047#bib0415
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0889157516300047#bib0005
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0889157516300047#bib0005
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0889157516300047#bib0065
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0889157516300047#bib0065
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0889157516300047#bib0045
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Continuagdo da Tabela 3

Amostra Carotenoide Eluente Detector Referéncia
Phaffia Astaxantina Metanol e HPLC - JEONG & KIM
rhodozyma acetonitrila Uv (2014)
Phormidium all-trans-p-caroteno, Metanol e HPLC- RODRIGUES et
autumnale all-trans-zeaxantina, MTBE PDA- al. (2014)
all-trans-luteina, all- MS/MS

trans-echinenone e
cis-echinenone

Solanum (all-E)-B-caroteno e Metanol e HPLC- RODRIGUES et
sessiliflorum — (all-E)-luteina MTBE DAD-MS al. (2013)
Fruta da
Amazonia
Sporodiobolus [3-caroteno THF e metanol CLAE VALDUGA et
salmonicolor al. (2009)

2. 9 Consideracoes Finais

Na revisdo bibliografica apresentada neste capitulo, pode-se observar que hd um
grande interesse na bioproducdo de carotenoides, devido ao seu amplo potencial de aplicacéo
nas industrias de alimentos (corantes e em suplementos nutricionais), farmacéutica, cosmetica
e de alimentacdo animal. Alem disso, a procura por compostos com conotacao natural, tem
resultado num aumento de pesquisas referentes a bioproducao de carotenoides.

Os processos em batelada alimentada e semicontinuo surgem para contribuir com a
bioproducdo de corantes, considerando a necessidade de reducdo de custos de producdo e
aumento no rendimento, buscando a equiparacdo da bioproducdo com a sintese quimica.
Neste sentido, raros sdo os relatos destes sistemas para a producdo de carotenoides, desta
forma, tornando-se uma estratégia de inovacao para o presente estudo.

Verificou-se a possibilidade do uso de residuos e subprodutos como fonte de carbono
e nitrogénio na producdo de carotenoides, buscando a valorizacdo de um subproduto e
reducdo de custos de producdo do pigmento. Neste contexto, o Brasil € um grande produtor de
biodiesel, milho e arroz, gerando respectivamente glicerol, 4gua de maceracdo de milho e
agua de parboilizacdo de arroz.

Assim, justifica-se a importancia da pesquisa sobre a bioproducdo de carotenoides em
biorreator, em batelada alimentada e em processo semicontinuo, utilizando subprodutos como
matérias-primas, a fim de aproveitar melhor os nutrientes do meio de bioprodugdo, bem como
maximizar o rendimento dos compostos e reduzir custos de producdo, esbog¢ando-se estratégias

para um possivel aumento de escala e downstream de processo.


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0889157516300047#bib0195
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0889157516300047#bib0195
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3. MATERIAL E METODOS

Neste capitulo serdo descritos os materiais € métodos utilizados, bem como 0s
procedimentos laboratoriais realizados durante a fase experimental deste trabalho,
relacionados a producdo de carotenoides por Sporidiobolus salmonicolor em processo em

batelada alimentada e semicontinuo.

3.1 Microrganismo e Meios de Cultura

3.1.1 Microrganismo

A producdo de carotenoides, em frascos agitados (ensaios preliminares) e
sequencialmente em biorreator (modo batelada alimentada e semicontinuo), foram realizadas
com a levedura Sporidiobolus salmonicolor CBS 2636 (Centraalbureau voor
Schimmelcultures, Holanda).

A cultura liofilizada de S. salmonicolor CBS 2636 foi hidratada em meio YM (Yeast
Malt Extract) em estufa (Tecnal, modelo TE 393/2), a 25°C por 72 h. Posteriormente, a
cultura foi transferida para placas de Petri contendo meio YMA (Yeast Malt Extract Agar), e
incubada por 48 h, a 25°C (Figura 7). Apos o crescimento, as placas foram mantidas a 4°C. A

cada dois meses foram realizados repiques do microrganismo.

Figura 7 — Caracteristicas macroscopicas da linhagem de Sporidiobolus salmonicolor (CBS

2636) cultivada em meio de cultura YMA, com 48 h de crescimento.

3.1.2 Manutenc¢ao do microrganismos e preparo do inoculo

Para a manutencdo da cultura utilizou-se meio YMA e para o preparo do inoculo, o

meio YM. O meio YMA é composto de 3 g/L de extrato de levedura, 3 g/L de extrato de
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malte, 5 g/L de peptona de carne, 10 g/L de glicose (Nuclear) e 20 g/L de agar (Vetec). O
meio YM foi constituido de 3 g/L de extrato de levedura, 3 g/L de extrato de malte, 5 g/L de
peptona e 10 g/L de glicose. Apds o preparo, ambos 0s meios foram esterilizados a 121 °C,
por 15 min, em autoclave (Phoenix, modelo AV75).

Para o preparo do inoculo, uma algada de células da cultura estoque foi transferida
para um Erlenmeyer de 250 mL contendo 100 mL de meio YM e incubado em agitador
orbital (Nova Etica, modelo 430 RDB) a 25 °C, 180 rpm, por aproximadamente 48 h (ou até
atingir uma densidade 6ptica -DO de aproximadamente 0,7), sem iluminacao.

3.1.3 Meio de bioproducéo

O meio de bioproducao foi constituido por misturas de subprodutos agroindustriais:
agua de maceracdo de milho (AMM), cedida pela Corn Products — Mogi Guagu/SP, agua de
parboilizacdo do arroz (APA), cedida pela Industria Nelson Wendt de Pelotas/RS, glicerol
(glicerina bidestilada 85 % PA, Merck — Alemanha), glicerol bruto (subproduto da producéo
de biodiesel) produzido no Laboratorio de Termodinamica Aplicada da URI Erechim e por
matérias-primas comerciais: extrato de malte (Himedia), peptona (Himedia) e Prodex Lac®
Sd (hidrolisado de levedura), cedida pela Empresa Bio Springer, de Valinhos/SP.

Os meios agroindustriais apresentam composi¢do complexa, sendo que alguns de seus
componentes podem ser responsaveis pela inibi¢cdo da producdo de carotenoides, ou ainda,
dificultar sua posterior recuperacdo devido a formacdo de precipitados no meio de
bioproducéo e/ou pela presenca de pigmentos que poderdo ser extraidos em conjunto com 0s
carotenoides. Desta forma, tornou-se indispensavel a realizacdo de um pré-tratamento visando
a remocdo de interferentes (substancias de cor e substancias em suspensdo), para nao
comprometer a obtencdo dos carotenoides.

No estudo de pré-tratamento realizado na agua de maceracdo de milho empregou-se
tratamento com acido, conforme método descrito por VALDUGA et al. (2007). Inicialmente,
uma concentracdo de 100 g/L de a4gua de maceracao de milho foi ajustada a pH 3,0 utilizando
acido fosforico (Nuclear) 1 mol/L. A mistura permaneceu em repouso por 24 h a 24 °C; sendo
entdo centrifugada (Nova Etica, modelo MT-815) a 2650 xg por 15 min e ajustou-se o pH
para 5,5 com solucdo de NaOH (Vetec) 2 mol/L.

A éagua de parboilizacdo de arroz e o glicerol bruto ndo foram pré-tratados, pois

apresentavam-se sem coloracdo interferente e aparentemente sem residuos adicionais
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(susbancias em suspensdo) que pudessem prejudicar a producdo e/ou extracdo dos

carotenoides.

3.1.3.1 Caracterizacdo das matérias-primas
Para caracterizar os residuos agroindustriais brutos e ap6s os pré-tratamentos com

acidos efetuaram-se as seguintes analises fisico-quimicas:

a) O teor de Carbono Organico Total (TOC) e de Nitrogénio Total (NT) foram determinados
pelo método da oxidacdo por combustdo catalitica a 680°C para COT e 720°C e detecgdo por
infravermelho, em equipamento Shimadzu modelo TOC-VCSH.

b) Densidade 6tica (DO) foi avaliada em espectrofotdmetro (Agilent 8553) a 448 nm.

3.2. Bioprodugéo de Carotenoides
3.2.1 Otimizacao do meio de bioproducédo em frascos agitados

Para estudar os efeitos dos diferentes residuos agroindustriais na bioproducdo de
carotenoides, um planejamento do tipo Plackett Burman (Screening Design) foi realizado em
frascos agitados. Foram transferidos 10 mL do inoculo para frascos Erlenmeyer de 250 mL,
contendo 90 mL de meio de cultura com composicdo definida conforme os niveis do
planejamento (Tabela 4) e fixando-se as variaveis temperatura (25 °C), agitacdo (180 rpm),
tempo de bioproducéo (120 h) e pH inicial de 4,0 (COLET et al., 2015).

Tabela 4 — Variaveis e niveis estudados no planejamento do tipo Plackett Burman (Screening

Design) para a otimizacdo do meio de bioproducdo de carotenoides em cultivos em frascos

agitados.
Niveis
Variaveis Independentes* Caodigos

-1 0 +1
Agua de Maceracio de Milho (g/L) — AMM X1 40 60 80
Agua de parboilizacio de Arroz (g/L) - - APA X 20 40 60
Glicerol Bruto (g/L) X3 40 60 80
Hidrolisado de levedura - Prodex® (g/L) Xa 0 2,5 5

*Variaveis Independentes Fixas: 25°C, 180 rpm, 120 h, pHisiciai 4,0.

Baseado nos resultados obtidos no planejamento do tipo Plackett Burman (Tabela 4),

outros ensaios foram realizados empregando um planejamento fatorial completo 22 para a
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otimizacdo do meio de bioproducdo de carotenoides (Tabela 5). A varidvel dependente

(resposta) foi o teor de carotenoides totais.

Tabela 5 — Variaveis independentes e niveis utilizados no planejamento fatorial completo 2
para a otimizagdo do meio de bioproducdo de carotenoides utilizando frascos agitados.

Niveis
Variaveis Independentes* Cddigos 141 1 0 A1 +141
Agua de Maceracio de Milho (g/L) —
AMM X1 659 70 80 90 94,1
Glicerol Bruto (g/L) X3 659 70 80 90 941

*Variaveis Independentes Fixas: agua parboilizacdo de arroz (20 g/L), 25°C, 180 rpm, 120 h,
PHinicia 4,0.

3.2.2 Producgéo em biorreator em sistema batelada alimentada

3.2.2.1 Batelada alimentada com diferentes volumes de alimentacao

Os ensaios da bioproducéo de carotenoides em batelada alimentada foram realizados
em Biorreator Biostat B (Braun Biotech International) de 2 L, por 120 h, sem iluminacéo,
conforme mostra a Figura 8. Os parametros monitorados foram temperatura, agitacdo e
aeracdo. O antiespumante FG 10 Dow Corning foi esterilizado em frasco em ultravioleta

durante 40 min.

Figura 8 — Aspecto do Biorreator utilizado na bioproducéo de carotenoides (a — Banho

termostatico; b — Frasco de vidro e sistema de controle) (COLET, 2015).
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Com os resultados dos planejamentos experimentais em frascos agitados, definiu-se
como meio de bioproducdo em batelada alimentada a composicdo de 80 g/L de glicerol bruto,
80 g/L de &gua de maceracdo de milho e 20 g/L de agua de parboilizacdo de arroz. Um
volume inicial de 500 mL do meio de cultura foi autoclavado (Phoenix, modelo AV75) no
biorreator, e separadamente, em erlenmeyer o meio a ser alimentado periodicamente
(esterilizado a 121 °C, 15 min).

Apb6s o resfriamento do sistema, foram adicionados 50 mL do pré-inoculo ao
biorreator e inicializando-se a produgéo nas condig¢des: pH inicial 4,0, tempo de fermentacédo
de 96 h, temperatura de 25 °C e agitacdo de 180 rpm (TATSCH, 2008).

Optou-se por iniciar o sistema de batelada alimentada em 24 h de bioproducéo,
considerando os resultados obtidos por TATSCH (2008), que observou que em torno de 24 h
de crescimento a biomassa mantinha-se praticamente constante (Figura 9), sendo este ponto o

final da fase exponencial de crescimento celular.

Figura 9 - Curva de crescimento celular (a) e curva linearizada (b) da levedura Sporidiobolus
salmonicolor (CBS 2636), durante 100 h de producdo (TATSCH, 2008).
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A alimentacdo ocorreu em 24 h de cultivo, pois este microrgansimo cresce em
condi¢des de “stress”, seguindo até 84 h (Ensaios 1, 2 e 3, Tabela 6), sendo que o volume da
alimentacdo do meio otimizado foi adicionado a cada 12 h, devido ao consumo de matéria-

prima. A variavel dependente e/ou resposta avaliada foi o teor de carotenoides totais.
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Tabela 6 — Volume de alimentagdo de meio no biorreator a cada 12 h de bioproducéo.

Ensaios Volume de alimentacéo
(mL/12 h) *
1 112,5
2 75
3 150

* Variaveis fixas: aeracdo de 1,5 vwm, 180 rpm, 25 °C, pHinicial 4,0.

3.2.2.2 Batelada alimentada com volumes iguais de alimentacéo

A fim de observar se os volumes de alimentacdo diferentes dos ensaios anteriores
estavam interferindo na resposta final da bioproducdo de carotenoides totais, foi realizada a
alimentacdo de 112,5mL para os trés ensaios, porém com concentracdo de nutrientes

diferentes, conforme mostra a Tabela 7.

Tabela 7 — Composi¢do do meio a ser alimentado no biorreator a cada 12 h de bioprodugé&o.

Ensaios Agua de maceragio de Agua de parboilizacio Glicerol Bruto (g/L)
miho (g/L) de arroz (g/L)
1 9 2,25 9
2 6 1,5 6
3 12 3 12

* Variaveis fixas: aeracdo: 1,5 vvm, rotacdo: 180 rpm, temperatura: 25 °C, pHinicial 4,0, 112,5
mL a cada 12 h.

3.2.3 Producéo em biorreator em sistema semicontinuo

3.2.3.1 Sistemas de corte do meio do caldo fermentado

Com o intuito de verificar se a porcentagem de volume retirado em cada corte no
processo semicontinuo influenciaria na bioproducéo de carotenoides realizou-se cortes de 25,
50 e 75% do volume do caldo fermentado. Os ensaios foram realizados em Biorreator
(Biostat B, Braun Biotech International) com volume total de 2 L. Em func¢do dos resultados
obtidos do planejamento de experimento (frascos agitados), trabalhou-se com o meio
composto por 80 g/L de glicerol bruto, 80 g/L de agua de maceracdo de milho e 20 g/L de
agua de parboilizacdo de arroz. Um volume inicial de 1 L do meio de cultura foi autoclavado

(Phoenix, modelo AV75) a 121°C por 15 min, juntamente com o biorreator.
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Os cultivos foram conduzidos em batelada simples por 96 h e depois tiveram 25, 50 e
75 % do volume de trabalho retirados do biorreator, ou seja, 250, 500 e 750 mL de caldo
fermentado, respectivamente, e submetidos, posteriormente ao rompimento celular e extragéo
dos carotenoides. Em seguida, 0 mesmo volume de meio novo foi adicionado ao biorreator,
respectivamente a cada ensaio. Os ensaios foram conduzidos por 192 h realizando apenas um

corte em 96 h de bioprodugéo, totalizando assim 2 ciclos de bioprodugéo.

3.2.3.2 Comparagcdo da bioprodug¢do com meio comercial e com meio a base de residuos

agroindustriais

Para a bioproducdo em meio comercial empregou-se o meio de bioproducgéo definido
por COLET et al. (2015) contendo 80 g/L de glicerina (glicerina bidestilada 85% PA, Merck
— Alemanha), 5 g/L de extrato de malte e 15 g/L de peptona. Para 0 meio composto por
residuos agroindustriais utilizou-se 80 g/L de glicerol bruto, 80 g/L de agua de maceracao de
milho e 20 g/L de agua de parboilizacdo de arroz. Um volume inicial de 1 L do meio de
bioprodugéo foi autoclavado no biorreator. Os cultivos foram conduzidos por 96 h e ap0s
coletou-se 50 % do volume de trabalho do biorreator. Em seguida, a mesma quantidade do
volume de meio novo esterilizado foi adicionado ao biorreator. Os ensaios foram conduzidos

por 480 h, realizando quatro cortes ap6s cada 96 h de bioproducéo, totalizando 5 ciclos.

3.2.4 Estratégia de controle do pH para a producéo de carotenoides

Com o objetivo de investigar a influéncia do controle ou ndo do pH do meio de
bioproducéo dos carotenoides em sistemas batelada alimentada e semicontinuo, ensaios foram
realizados utilizando como referéncia a melhor condicdo de producdo para 0s sistemas
batelada alimentada (80 g/L de glicerol, 5 g/L de extrato de malte e 15 g/L de peptona) e
semicontinuo (80 g/L de AMM, 80 g/L de glicerol bruto e 20 g/L de APA). Os ensaios
ocorreram em biorreator, manteve-se fixa a agitacdo de 180 rpm, a temperatura de 25 °C, a
aeracdo de 1,5vvm e o pH 4,0, que foi controlado com a adicdo de solucdo de acido
cloridrico 2 mol/L e/ou hidroxido de sédio 2 mol/L.

A Tabela 8 apresenta a descricdo dos ensaios realizados para o estudo do controle do
pH em 4,0 e a evolucdo do cultivo com e sem controle de pH nos processos de batelada

alimentada (BA) como no processo semicontinuo (SC).
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Tabela 8 — Descricédo dos ensaios realizados com e sem controle do pH.

Ensaio pH inicial pH controlado
BA 4 Né&o
BA4 4 Sim
SC 4 Né&o
SC4 4 Sim

3.3 Recuperacéo dos Carotenoides Totais

A extracdo e recuperacdo dos carotenoides totais foi realizada segundo método
descrito por VALDUGA et al. (2009b) com modificacdo, que consiste no acréscimo de uma
lavagem da célula antes da extracdo com 10 mL de éter etilico, para remocdo do glicerol
residual.

Apos a bioproducdo, o meio fermentado foi centrifugado a 5 °C, 4478 g, por 10 min
em centrifuga refrigerada (Nova Etica, modelo MT-815). Em seguida, o sobrenadante foi
coletado para analise de carbono organico total, nitrogénio e glicerol residual, e as células

(~5g) foram maceradas em graal com nitrogénio liquido (Figura 10).

Figura 10 - Aspecto das células maceradas com nitrogénio liquido.

Ao “pellet” macerado foi adicionado dimetilsulféxido (DMSO, Vetec) na relacdo 2:1,
DMSO:célula (v/v). Em seguida, o material foi vertido em tubos de centrifuga, estes foram
aquecidos em banho-maria, a 55°C, durante 30 min, homogeneizando-os periodicamente em
vortex (Phoenix AP-56). Posteriormente, adicionou-se 10 mL da mistura acetona (Vetec)
metanol (Quimex) na razdo 7:3 (v/v) e os tubos foram centrifugados novamente a 5 °C,
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4478 g por 10 min. O sobrenadante foi coletado e foram realizadas sucessivas extragdes com
a mistura acetona:metanol, até que as células ndo apresentassem coloracg&o.

Nas fases solventes (sobrenadante), obtidas da centrifugacdo, foram adicionados
10 mL de solugdo de NaCl 20 % (p/v) e 10 mL de éter de petrdleo (Dindmica). Apos agitacdo
e separacdo de fases foi realizada uma filtracdo com adicdo de sulfato de sddio (Na;SOs,
Merck), e retirada a fase sobrenadante com auxilio de pipeta, visando assim a remocdo de

possiveis interferentes na quantificagdo dos carotenoides totais (Figura 11).

Figura 11 — Aspecto visual das amostras ap0s filtracdo para retirada de interferentes.

Posteriormente, o solvente foi evaporado em evaporador rotativo (Tecnal TE-210) a
35 °C. O pigmento foi solubilizado em metanol (Quimex) para ajuste do volume em balédo

volumétrico e a quantificagdo dos carotenoides totais foi realizada por espectrofotometria.

3.4 Parametros Cinéticos e Estequiomeétricos da Bioproducgéo

Com o objetivo de obter parametros estequiométricos e verificar a cinética de
consumo de substrato (carbono, glicerol e nitrogénio), producdo celular e producdo de
carotenoides realizaram-se coletas de 50 mL a cada 12 h e de 10 mL a cada 24 h das amostras
do caldo de bioproducdo para os processos em batelada alimentada e semicontinuo
respectivamente, possibilitando a construcdo das curvas cinéticas para cada condicdo de

cultivo e pela triplicata das analises determinar os desvios.

3.4.1 Velocidades instantaneas e especificas globais

A partir dos perfis de concentracdo celular global, formacdo de produto global e

consumo de substrato global (glicerol, nitrogénio e carbono orgénico) em relacdo ao tempo, é
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possivel determinar, por um balanco de massa para cada componente, as velocidades de
crescimento microbiano (ry), formagéo de produto (rp) e consumo de substrato (rs, carbono,
nitrogénio e glicerol) descritas nas equacdes 1 a 3 (g/L.h), conforme descritas por BAILEY &
OLLIS (1986).

dX
r,=— 1
<= (1)
dP
ro=— 2
P =t (2)
__ 4@
* dt (3)

Dividindo-se as velocidades instantaneas pela concentracéo celular naquele instante,
obtém-se as velocidades especificas de crescimento (11x), formagdo de produto (1) € cCONSUMO
de substrato (us), que serdo expressas pelas equacées 4 a 6, equacéo 6, foi calculado para os
substratos carbono, nitrogénio e glicerol (h™), descritas por BAILEY & OLLIS (1986):

o= (4)
y =2 (5)
L

X (6)

As velocidades constantes (fase exponencial), foram determinadas pelo coeficiente
angular da melhor reta ajustada nas curvas que representam as cinéticas de crescimento,

consumo de glicerol e producdo de carotenoides.

3.4.2 Fatores de converséao globais

3.4.2.1 Produto

O fator de conversdo de substrato em carotenoides, Yp;s (ug de carotenoides/g de

substrato), sendo calculado para carbono, nitrogénio e glicerol, expresso pela equacéo 7:

I ds )
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3.4.2.2 Biomassa celular

O fator de conversdo de substrato global em células, Yxsc (g de células/g de substrato),
sendo calculado para carbono, nitrogénio e glicerol, expresso pela equagéo 8:

r, dX

Yyo=2=—0o 8
we == 2 ©

g

A relacdo entre a producdo de carotenoides e a producdo de células global, Yp/x (ug de
carotenoides/g de células), foi expressa pela equacdo 9:

r, dpP
Y o =P_
P/X r dX

X

(9)
Onde: ry = velocidade de crescimento das células (g/L.h);

3.4.3 Produtividade global

A produtividade global tanto em células como em carotenoides é definida, como as
velocidades rx e rp descritas por BAILEY & OLLIS (1986).

3.5 Determinacdes Analiticas
3.5.1 Carotenoides totais

A absorbancia dos pigmentos solubilizados foi medida em espectrofotometro (Agilent
8553). A concentracdo total de carotenoides foi estimada pelo valor medido da absorbancia a
448 nm, conforme equacdo 10, descrita por DAVIES (1976). O coeficiente de absorbancia
utilizado foi referente ao B-caroteno para o metanol: E*j.,= 2550 (SILVA, 2004). Os

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

(ng/L).
X=—>—7 Ey
EX x100

1cm

(10)

1%
Sendo: x = carotenoides (ug/L); y = volume da solucdo (mL); E = absorbancia; Elcm =

coeficiente de extin¢do especifico: 2550.
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3.5.2 Carotenoides especificos

Apl6s a obtencdo dos carotenoides totais e a massa de células, realizou-se a
determinacdo dos carotenoides especificos, pela razdo da concentracdo de carotenoides (ug/L)

e celulas (g/L).

3.5.3 Concentracéo de células

Apds extracdo dos carotenoides, as células foram lavadas com agua destilada,
centrifugadas (4478 g, 5°C por 10 min) e a massa celular (g/L) foi quantificada por
gravimetria em estufa (Nevoni NV- 13) a 105 °C até massa constante, conforme equacéo 11.

Biomassa (g/L)= (P,_- P1) x 1000 (1)
P

Sendo: P,: massa das células mais massa da placa; P;: massa da placa vazia; P: massa

de células “in natura”.

3.5.4 pH

O pH dos meios de cultivo foram ajustados em pH 4,0 com solucdo de HCI 2 mol/L e
acompanhado a evolucdo durante a bioproducdo, utilizando pHmetro digital (Digimed
DMPH- 2).

3.5.5 Concentracao de glicerol residual

O método utilizado para a determinacdo da concentracdo de glicerol foi descrito por
COCKS & VAN REDE (1966). O método baseia-se na reacdo da amostra que contém
glicerol com periodato de sodio em solucdo aquosa para produzir formaldeido e &cido
formico. O &cido é quantificado por titulacdo da amostra com NaOH 0,125 mol/L.

Inicialmente, preparou-se uma solucdo de periodato na concentracdo de 60 g/L.
Adicionou-se 50 mL de agua destilada e 10 mL de amostra em Erlenmeyer (300 mL).
Posteriormente, adicionaram-se 5 gotas de azul bromotimol, 1 gota de H,SO, 0,4 mol/L e
NaOH 0,05 mol/L até mudanca de coloracao (azul), e 100 mL de periodato. A amostra foi
mantida ao abrigo da luz (papel aluminio) por 30 min. Posteriormente, adicionou-se 10 mL de
etilenoglicol em cada amostra e foram mantidos ao abrigo da luz por 20 min. Apds esta etapa,

foram adicionados 300 mL de agua destilada. Em seguida, as amostras foram tituladas com
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NaOH 0,125 mol/L e o pH controlado (8,1 para as amostras e 6,5 para 0 branco). A

quantidade de glicerol foi expressa em g/L, conforme equagéo 12.

Glicerol (g/L) =9,209 x M (T; - T») x 10 (12)
W

Sendo: M = molaridade da solucéo de hidroxido de sédio; T, = volume (mL) gasto de NaOH
na amostra; T, = volume (mL) gasto de NaOH no branco; W = massa (g) ou volume (mL) da

amostra.

3.5.6 Carbono organico total (COT) e nitrogénio total (NT)

Os teores de carbono organico total (COT) e nitrogénio total (NT) foram determinados
pelo método da oxidacdo por combustédo catalitica a 680 °C para COT e 720 °C para NT com
deteccdo por infravermelho, em equipamento Shimadzu modelo TOC-VCSH. As amostras
foram diluidas 100 vezes em 4gua ultrapura (Sistema Mili-Q® Millipore), antes da leitura no
equipamento (SHIMADZU, On-Line TOC-Vcsh).

3.5.7 Determinacéao dos carotenoides

3.5.7.1 Materiais

Para o desenvolvimento do trabalho proposto foi utilizado um padréo de p-caroteno
(95 % all-trans), adquirido da Sigma-Aldrich (EUA). Os solventes metanol (MeOH) e éter
metil terc-butilico (MTBE) para uso em cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC)
foram adquiridos da Merck (Alemanha). Hidroxido de potassio (KOH) e sulfato de sédio
anidro (Na,S0O,) foram adquiridos da Labsynth (Brasil). Os demais reagentes, todos de pureza
analitica, foram também obtidos da Labsynth (Brasil). A agua destilada foi purificada pelo
sistema Milli-Q Plus (Millipore, EUA). A filtracdo dos extratos e dos solventes para anélise
por HPLC foi realizada em membranas de polietileno (Millipore, EUA), com porosidade 0,22

e 0,45 um, respectivamente.

3.5.7.2 Preparo das amostras
Os carotenoides foram extraidos das amostras com a melhor condicdo de bioproducao

nos processos em batelada, batelada alimentada e semicontinuo: com meio comercial (80 g/L
de glicerol, 5 g/L de extrato de malte e 15 g/L de peptona) e com residuo agroindustrial
(80 g/L de AMM, 80 g/L de glicerol bruto e 20 g/L de APA), para todos os sistemas, 0
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corante extraido foi seco com nitrogénio comprimido. Foi realizada o preparo das amostras
para a determinacdo dos carotenoides segundo RODRIGUES et al. (2013) onde as amostras
foram transferidas para uma mistura de éter de petrdleo / éter dietilico [1:1 (v / V)], e
saponificadas com 10% de KOH em metanol (m/v) durante a noite (16 horas) em mesa
agitadora a temperatura ambiente.

O extrato foi lavado com éagua destilada até se obter pH neutro nas amostras, depois
adicionou-se sulfato de sodio anidro para remog¢do da umidade, e o solvente foi evaporado
num evaporador rotativo (T <30 °C). O extrato seco foi armazenado a -80 °C sob uma
atmosfera de nitrogénio (99,9% de pureza) no escuro até ser realizada a andlise.

O extrato de carotenoide foi dissolvido em éter de petr6leo (solugdo estoque), e a
concentracdo total de carotenoides foi determinada espectrofotometricamente utilizando o

. e . 1%
coeficiente especifico de absorcdo do -caroteno ( Elcm = 2592).

Para determinar a composicdo dos carotenoides, um aliquota da solugdo-estoque de
cada amostra, foi evaporada sob um fluxo de N, ressuspendeu-se novamente em uma mistura
de Metanol / MTBE [50:50 (v/v)], depois foi submetida a ultrassom por 30 segundos, filtrada
e analisada por HPLC-DAD-MS. Para evitar a degradacdo dos carotenoide durante as
analises, a manipulacdo das amostras foram realizadas com pouca luz em um ambiente com

temperatura controlada (22 °C % 3).

3.5.7.3 Preparacao da curva analitica
Para o preparo da curva analitica do B-caroteno foram pesadas 5 mg de B-caroteno

(Sigma Aldrich, 98%) e diluido em 10 mL de diclorometano. Uma aliquota de 50 uL foi
transferida para um baldo de 10 mL, seca com N, e ressuspensa em éter de petréleo. Foi
realizada a leitura da absorbancia em espectrofotdmetro para o célculo da concentracdo da
solucdo-estoque. O éter de petroleo foi considerado o branco e a leitura foi realizada a 450

nm. O célculo da concentracdo da solucéo estoque esta descrito na Equacéo 13.

+10%
Concentracdo (ug/mL)= Abs 10 x Fd

Coeficiente de Absortividade

(13)
Sendo: Abs: Absorbancia maxima

Coeficiente de Absortividade: 2592 em éter de petrdleo
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O fator de diluigéo (Fd), foi calculado de acordo com a Equagéo 14.

Volume final da aliquota 103
Fd= ! 4

Volume de solu¢do estoque

(14)
A partir da solugdo estoque, foram realizadas as diluicbes para o preparo da curva
analitica. Foi adicionada a aliquota da solucdo estoque, seca com N, e ressuspensa em 4 mL
de uma solugdo de metanol:MTBE (7:3) A solucédo foi filtrada em membrana de 0.45 um,
colocada em um vial de 1.5 mL e injetada no HPLC-DAD. A curva analitica foi feita no
Excel a partir das areas dos picos nas diferentes concentracfes da curva injetada.

3.5.7.4 Andlise das solugdes padréo e das amostras por HPLC-DAD e HPLC-DAD/MS-
APCI

A andlise das solugbes padrdo e das amostras foram baseadas na combinacdo dos
seguintes parametros: ordem de eluicdo cromatografica em coluna de fase reversa C30,
caracteristicas do espectro UV-Visivel (comprimento de onda maximo (Amax), espectro de
massas (molécula protonada e fragmentos) e comparacdo com dados ja reportados pela
literatura.

As analises foram realizadas utilizando HPLC Shimadzu (Japdo), equipado com
sistema quaternario de bombeamento (modelo LC-20AD), desgaseificador on-line e sistema
de injecdo Rheodyne de 20 puL (Rheodyne LCC, EUA). O equipamento estava acoplado a um
detector de arranjo de diodos (DAD) (Shimadzu, modelo SPD-M20A) e a um espectrometro
de massas com analisador ion-trap (MS/MS) Bruker Daltonics (modelo Esquire 4000,
Alemanha) com interface de ionizacdo quimica a pressao atmosférica (APCI) operando no
modo positivo.

As amostras foram solubilizadas em MeOH:MTBE (1:1) e filtradas em membrana de
polietileno de 0,22 um (Millipore, EUA), imediatamente antes da injecdo. Considerando
colunas de fase reversa, a C30 é muito eficiente em separar isdmeros geométricos de
carotenoides assimétricos, cuja isomerizacdo pode estar localizada na mesma posicdo em
ambos os lados da molécula (Mercadante, 2008b). Por esta razdo, a separacdo dos compostos
foi realizada em coluna Cz YMC™ (5 pm, 25 cm x 4,6 mm) (Waters, EUA) com
temperatura do forno ajustada para 29 °C e eluida com fase mével de metanol (fase A) e
MTBE (fase B), & vazdo de 0,9 mL.min"de acordo com o seguinte gradiente: (0-67 min) 0
min, 5% B; 30 min, 30% B; 50 min, 50% B; 60 min, 50% B; 62 min, 5% B; 67 min, 5% B. O
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espectro UV-Visivel foi obtido entre 250 e 600 nm e os cromatogramas processados a 450
nm.

A caracterizagcdo das amostras por HPLC-DAD-MS-APCI foi baseada na comparagao
dos espectros de absorcdo e do espectro de massas com os tempos de retencdo do padréo de
[3-caroteno, bem como dados da literatura.

3.5.8 Tratamento estatistico

Os ensaios dos pré-tratamentos dos substratos foram avaliados pela analise de
variancia (Teste de Tukey), com nivel de confianga de 95 %, utilizando software
STATISTICA versao 7.0.

Os efeitos das variaveis investigadas dos planejamentos de experimentos foram
estatisticamente tratados utilizando metodologia de planejamentos, empregando software
STATISTICA versdo 8.0, com nivel de confianca de 95 %.



66

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

O presente item tem por objetivos apresentar e discutir os resultados obtidos no
decorrer deste trabalho, o qual primeiramente apresenta a maximizacédo da bioproducdo com
meio a base de residuos agroindustriais, seguido do estudo cinético e estequiométrico da
bioproducdo em batelada alimentada e semicontinuo e a identificacdo dos carotenoides.

4.1. Caracterizagdo de Matérias-Primas Agroindustriais

A Tabela 9 apresenta os resultados da densidade 6tica (D.O), carbono organico total
(COT) e nitrogénio dasmatérias-primas agroindustriais utilizados como componentes do meio

de bioproducéo de carotenoides.

Tabela 9 - Resultados de densidade otica (D.O), carbono organico total (COT) e nitrogénio
total (NT) da agua de maceracdo de milho com e sem pré-tratamento &cido, agua de
parboilizacdo de arroz e do glicerol bruto.

Tratamento D.O COT NT
(mg/L) (mg/L)
AMMSs 0,238* +0,001 21648,2° + 115 4371,3* +42,8
AMMLt 0,198° + 0,001 18979,8° + 483 3643,9° +93
APA 0,125° +0,002 743,2° +68 124,8" +0,9
Glicerol Bruto 0,009 + 0,001 434669,0* + 500 261,4° +22

*Meédia + desvio padrao, seguida de letras iguais nas colunas indicam ndo haver diferenca significativa
a nivel de 5% (Teste de Tukey); AMMs — Agua de maceracdo de milho bruta; AMMt — agua de
maceracao de milho tratada, APA — Agua de parboilizagdo de arroz bruta.

Verifica-se que a agua de maceracdo de milho pré-tratada quimicamente apresentou
diferenca significativa (p<0,05) em relacdo a densidade oOtica (DO), ao teor de carbono
organico total (COT) e ao nitrogénio total (NT), quando comparada ao substrato sem
tratamento. Em relacdo a densidade 6tica a reducdo foi de 17% para a &gua de maceracgdo de
milho. Deste modo, obteve-se, nestas condi¢es, uma reducdo de densidade Otica efetiva para
viabilizacdo da etapa de recuperacao e extracdo dos carotenoides do meio bruto fermentado.

O pré-tratamento acido da agua de maceracdo de milho acarretou perdas de 12 % na
concentracdo de carbono organico total (COT) e 7 % para 0 nitrogénio. Estes resultados

sugerem que o tratamento com acido fosforico apresentou efeito complexante de substancias
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pigmentadas e de impurezas, contribuindo assim com a clarificagdo do substrato
agroindustrial, com diminuicdo efetiva da densidade 6tica. BHOSALE (2004) justifica este
fato, mostrando que isso ocorre devido a presenca de metais pesados, ndo metais no meio e
outros interferentes (ions, sais e etc.). Alguns destes componentes podem ser responsaveis
pela inibi¢do da producdo e também dificultar posterior recuperacao de bioprodutos.

Levando em consideracdo os resultados do pré-tratamento dos residuos, optou-se
trabalhar com meio a base de 4gua de maceracdo de milho tratada, e 4gua de parboilizacdo de

arroz e glicerol sem pré-tratamento.

4.2 Bioproducgéo de Carotenoides com Residuos Agroindustriais em Frascos
Agitados

4.2.1 Efeitos da composi¢éo do meio na bioprodugéo

Com a finalidade de estudar o comportamento da levedura perante matérias-primas
agroindustriais para a bioproducdo de carotenoides, um planejamento de experimentos do tipo
Plackett Burman (Screening Design) foi realizado empregando diferentes matérias-primas
(glicerol bruto, dgua de maceracdo de milho tratada, &gua de parboilizacdo de arroz e
hidrolisado de levedura — Prodex-Lac®) em frascos agitados, conforme desmostrado na
Tabela 10. A méaxima concentracdo de carotenoides totais foi de 2044ug/L (Ensaio 3) em
meio composto por 80 g/L de AMM, 60 g/L de APA e 80 g/L de glicerol bruto, e 0 menor pH
final de 4,67 do caldo fermentado. Também obtivemos a maior producdo de carotenoides
totais (4400 pug/L) em batelada alimentada com o menor valor de pH (4,06), utilizando
peptona (15 g/L), extrato de malte (5g/L) e glicerol (80 g/L) em 96 h de bioproducao
(COLET et al. 2015).
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Tabela 10 — Matriz do planejamento fatorial do tipo Plackett Burman (Screening Design)
com valores codificados (reais) e resposta em termos de carotenoides totais (ug/L) e pH da
bioproducdo com residuos agroindustriais em frascos agitados.

Ensaio Variaveis Independentes* Respostas
X1 Xa X3 X4 Carotenoides Totais pH final
(ng/L)
1 1(80) -1(20) -1 (40) 1(5) 1057 5,67
2 1(80) 1(60) -1 (40) -1 (0) 525 4,81
3 1(80) 1(60) 1 (80) -1 (0) 2044 4,67
4 -1 (40) 1 (60) 1 (80) 1(5) 759 5,12
S 1(80) -1(20) 1 (80) 1(5) 1132 4,99
6 -1(40) 1(60) -1 (40) 1(5) 604 6,01
7 -1(40) -1(20) 1 (80) -1 (0) 929 5,14
8 -1(40) -1(20)  -1(40) -1 (0) 1148 5,06
9 0(60) 0 (40) 0 (60) 0(2,5) 1078 5,34
10 0(60) 0 (40) 0 (60) 0(2,5) 1082 53
11 0(60) 0 (40) 0 (60) 0 (2,5) 1062 5,35

*X1=AMM (g/L), X, = APA (g/L), X5 = Glicerol (g/L), X, = Prodex; Variaveis independentes fixas:
180 rpm,25 °C, 96 h e pHinicia 4,0.

Os resultados da Tabela 10 foram tratados estatisticamente e os efeitos estimados das
variaveis sobre a bioproducao de carotenoides totais com residuos agroindustriais, podem ser

melhor visualizados pelo Gréafico de Pareto apresentado na Figura 12.

Figura 12 — Gréfico de Pareto para a bioproducédo de carotenoides em frascos agitados com

residuos agroindustriais em fungéo das variaveis independentes.
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Conforme a Figura 12 observa-se que a concentragdo de AMM e de glicerol
apresentaram efeito significativo positivo (p<0,05). Por outro lado, a concentracdo do
hidrolisado de levedura - Prodex® apresentou efeito significativo negativo para a bioproducao
de carotenoides, isto pode ter ocorrido devido a alguma inibicdo gerada por componentes do
Prodex na producdo do corante desejado. A concentracdo da agua de parboilizacdo de arroz
ndo apresentou efeito significativo, porém quando este composto foi associado com o glicerol
estes apresentaram efeito significativo positivo.

Isso indica que ao aumentar-se 0s niveis de dgua de maceracdo de milho e de glicerol,
ha uma tendéncia de aumento na concentracdo de carotenoides totais. Levando em
consideracdo os resultados obtidos, a concentracdo de agua de parboilizacdo de arroz foi
fixada em 20 g/L e o hidrolisado de levedura - Prodex® foi excluido da bioproducéo, ja que

seu efeito foi negativo e o nivel (-1) a concentracéo era nula.
4.2.2 Otimizacéo da bioproducéo

Baseado nos resultados obtidos anteriormente (Tabela 10 e Figura 12), um novo
planejamento foi conduzido, planejamento fatorial completo 2%, visando otimizar a producéo
de carotenoides totais empregando residuos agroindustriais em frascos agitados. A Tabela 11

apresenta a matriz do planejamento e a resposta em carotenoides totais (ug/L).

Tabela 11 — Matriz do planejamento fatorial completo 2° (valores codificados e reais) e
resposta em carotenoides totais bioproduzidos em frascos agitados empregando residuos

agroindustriais.

Ensaios *Variaveis Independentes Carotenoides
(ng/L)
X1 XS

1 -1 (70) -1 (70) 1814
2 1(90) -1 (70) 2040
3 -1 (70) 1(90) 1906
4 1(90) 1(90) 1954
5 -1,41 (65,9) 0 (80) 1738
6 1,41 (94,1) 0 (80) 1870
7 0 (80) -1,41 (65,9) 1905
8 0 (80) 1,41 (94,1) 1927
9 0 (80) 0 (80) 2278
10 0 (80) 0 (80) 2275
11 0 (80) 0 (80) 2275

* X1= AMM,; X3= Glicerol. Variaveis fixas: 96 horas, 180 rpm, 25 °C, pHinicial 4,0, 20 g/L de &gua de
parboilizacdo de arroz.
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Verifica-se que a méxima bioproducdo de carotenoides foi de 2278 ug/L (Ensaio 9)
com 80 g/L de AMM, 80 g/L de glicerol e 20 g/L de &gua de parboilizacdo de arroz, no ponto
central do planejamento.

Os resultados da Tabela 11 foram tratados estatisticamente, e os resultados mostraram
que todas as varidveis apresentaram efeitos significativos (p<0,05), dentro da faixa estudada
(Tabela 12).

Tabela 12 — Coeficientes de regressao e erro padrdo, valores de p e t do planejamento fatorial

completo 2* para a producdo de carotenoides com residuos agroindustriais em frascos

agitados.
Coeficiente de Regressdo  Erro padréo t(2) P

Média 2275,81 0,78 2901,68 0,0000001

())AMM (L)* 57,68 0,48 119,93  0,000070
AMM (Q)* -219,52 0,57 -382,46  0,000007
(2)Glicerol(L)* 4,496 0,48 9,35 0,011254
Glicerol (Q) * -162,95 0,57 -283,89  0,000012

1L.2L* -44,50 0,68 -65,52  0,000233

*Fatores estatisticamente significativos (p<0,05)

A Equacdo 15 apresenta 0 modelo codificado de segunda ordem, que descreve a
concentracdo de carotenoides totais em funcdo das varidveis analisadas (AMM e Glicerol),
dentro da faixa estudada. O modelo foi validado pela analise de variancia (Tabela 13) e
apresentou um coeficiente de correlacdo de 0,97 e o F calculado 6,5 vezes maior que o valor
tabelado, o qual permitiu a validacdo do modelo e a construcdo das superficies de resposta e

curva de contorno apresentadas na Figura 13.

Tabela 13 — Analise de variancia para a bioproducéo de carotenoides totais do planejamento

fatorial completo 2.

Fontes de Soma dos Graus de Quadrados F
variacao quadrados liberdade médios Calculado
Regressdo 364540,2 5 72908,0 33,2
Residuo 10966,2 5 2193,2
Falta de Ajuste 10962,5 3
Erro Puro 3,7 2
Total 375506,4 10

Residuos = Falta de ajuste + Erro puro; Ftab = 5,05

Carotenoides totais (ug/L) = 2275,81 + 57,69 * X; — 219,52 % X? + 4,49 x X5 —
162,95 X3 — 44,50 * X; * X3
(15)
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Sendo: X; = Agua de maceragdo de milho (g/L); X3 = Glicerol (g/L).

A Figura 13 permite acompanhar o comportamento das variaveis na bioprodugdo de
carotenoides. Conforme observado nas Figuras 13 (a) e (b), a regido de méaxima concentracdo
de carotenoides totais, encontram-se préximas as faixas de concentracdo de 80 g/L de AMM e

80 g/L de Glicerol e com 20 g/L de APA, demonstrando a otimizacdo da bioproducdo de

carotenoides e um incremento de 12 % se comparado ao Ensaio 3 (Tabela 10) do

planejamento do tipo Plackett Burman, sendo este o meio de fermentagdo que foi utilizado
para as etapas subsequentes.

Figura 13 — Superficie de resposta (a) e curva de contorno (b) para a concentragdo de

carotenoides totais (ug/L) de Sporidiobolus salmonicolor em funcdo da agua de maceracao de

milho e glicerol, respectivamente.
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Assim, verificou-se que o glicerol bruto é uma fonte de carbono para a bioproducéo,
pois apresentou uma maior concentracdo de carbono (Tabela 9), macronutriente fundamental
para a célula microbiana, e baixa concentracdo de substancias de cor, consideradas
interferentes no meio de bioproducéo.

CARDOSO et al. (2016) observaram também que o uso de glicerol bruto foi benéfico
para a producdo de carotenoides por Sporobolomyces ruberrimus H110 em comparagdo com a
utilizacdo de glicerol puro, e esta foi atribuida a presenca de acidos graxos que ndo reagiram
durante o processo de transesterificacdo, obtendo um rendimento e uma produtividade maior
de torularrodina, principal carotenoide produzido por S. ruberrimus, aumentando de 59 %

para 69 %. SANTOS (2010) verificou que a elevacdo da concentracdo de glicerol de 10 g/L
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para 20 g/L, proporcionou 0 aumento nas taxas de formagdo de carotenoides por R. glutinis,
mostrando assim a eficiéncia do glicerol como fonte de nutrientes.

Em outros estudos, também foram realizados planejamentos sequénciais visando a
otimizacdo de carotenoides, empregando glicerol, agua de maceracdo de milho e/ou &gua de
parbolizagdo de arroz como matéria-prima. VALDUGA et al. (2014) através do planejamento
completo de segunda ordem otimizaram a bioproducéo de carotenoides por Sporidiobolus
pararoseus, obtendo-se um teor maximo de carotenoides totais de 843 pug/L com
concentracdo de 40 g/L de glicerol, 40 g/L de 4gua de maceracdo de milho e 20 g/L de &gua
de parboilizagdo de arroz, 180 rpm, 25 °C e pH inicial 4,0.

MACHADO & BURKERT (2014) estudaram os efeitos da composi¢do do meio de
cultivo com glicerol bruto (5 a 10 g/L) e dgua de maceracdo de milho (20 a 30 g/L), como
fonte de nutrientes, para a producéo de carotenoides por Sporidiobolus pararoseus, através de
um delineamento composto central rotacional 2%, a 25°C, 180 rpm por 168 h. A utilizacéo de
9 a 10 g/L de glicerol bruto e 26 a 30 g/L a4gua de maceracdo de milho levou a obtencéo
méxima de producdo em carotenoides de 640 ug/L (126,83 ug/g ) em 168 h, uma
concentracdo celular de 6,8 g/L, produtividades em carotenoides e biomassa de 4,78 g/L.h
(0,55 ug/g.h) e 0,04 g/Lh, respectivamente, obtendo um ganho de aproximadamente 49 % e
56 % na producdo de carotenoides volumétrica e especifica, respectivamente, se comparado
com o menor resultado de cada resposta, porém bioproducdo menor que VALDUGA et al.
(2014).

MANOWATTANA et al. (2012) compararam a producéo de biopigmentos utilizando
meio comercial suplementado com coproduto frente a um meio comercial, na qual a producéo
alcancada em carotenoides pela levedura S. pararoseus (TISTR5213) foi de 16,55 mg/L, 8,64
g/L de biomassa, com 34 g/L de glicerol suplementado em meio BMP. No meio comercial
(YM) obtiveram uma producéo de 4,87 mg/L com 6,68 g/L de biomassa, sendo as condi¢fes a
24°C, 200 rpm, por 120 h e pH inicial de 6,0.

4.3 Bioproducao de Carotenoides em Biorreator Batelada Alimentada

4.3.1 Batelada alimentada com diferentes volumes de alimentacao

As Figuras 14 a 16 (Tabelas 26 a 28 — Apéndice), apresentam as cinéticas de
crescimento celular (biomassa), da bioproducéo de carotenoides, a variagéo do pH e consumo

das matérias-primas dos ensaios realizados em batelada alimentada em biorreator com o0 meio
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otimizado com residuos agroindustriais (80 g/L de AMM, 80 g/L de glicerol bruto e 20 g/L de

APA).

Figura 14 - Cinética de producdo de carotenoides, biomassa e pH (a), consumo de matérias-

primas: glicerol, COT e NT(b) para o Ensaio 1 em batelada alimentada (taxa de alimentagao
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Figura 15 - Cinética de producdo de carotenoides, biomassa e pH (a), consumo de matérias-

primas: glicerol, COT e NT(b) para o Ensaio 2 em batelada alimentada (taxa de alimentacao

de 75 mL a cada 12h), respectivamente.
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Figura 16 - Cinética de producdo de carotenoides, biomassa e pH (a), consumo de matérias-
primas: glicerol, COT e NT(b) para o Ensaio 3 em batelada alimentada (taxa de alimentacdo
de 150 mL a cada 12h), respectivamente.
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A concentragdo méaxima de carotenoides totais foi de 4753 pg/L (Ensaio 1, Figura 14),
em 96 h do inicio da bioprodugdo, com uma alimentacdo de 112,5mL a cada 12 h. No

entanto, a minima concentracdo de carotenoides totais foi de 1894 pug/LL em 96 h de
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bioproducgéo no Ensaio 3 (Figura 16), ao qual se adicionou o maior volume de alimentacdo
(150 mL) a cada 12 h. Também pode-se observar que a bioproducdo de carotenoides totais
diminui ap6s 96 h de producéo e continuou o consumo de substrato apds este periodo, ndo
havendo vantagem em continuar a bioproducgéo por mais de 96 horas.

Ao se comparar a utilizacdo de meio de bioproducédo constituido somente de residuos
agroindustriais, foi obtida maior concentragdo de carotenoides totais (4753 pg/L), quando
comparado ao estudo de COLET et al. (2015) que utilizaram meio composto por glicerol,
extrato de malte e peptona, no qual obteu-se 4400 ug/L de carotenoides totais, com 0 mesmo
volume de alimentacdo (112,5 mL a cada 12 h) em 96 h de bioprodugéo. Isto torna-se
interessante, do ponto de vista econdmico, pois a composi¢do do meio de cultivo é a base de
residuos agroindustriais.

Ao correlacionar a producédo de carotenoides em batelada alimentada (Ensaio 1, Figura
14 - alimentagdo no final da fase exponencial e a cada 12 h adi¢do de 112,5 mL de meio) com
a obtida na otimizacdo do meio de bioproducdo em frascos agitados (2276 pg/L, Tabela 11),
verifica-se que houve um incremento de 108 % na bioproducdo. No entanto, ao comparar a
producdo em batelada alimentada com a obtida por COLET et al. (2015) o aumento no
rendimento foi de aproximadamente 8 % .

VALDUGA et al. (2008) obtiveram teor menores de carotenoides (1019 pg/L) com o
mesmo microrganismo (S. salmonicolor CBS 2636) em frascos agitados com concentracdes
de glicose de 40 g/L, extrato de malte de 10 g/L e peptona de 14 g/L), 180 rpm, pH inicial 4,0
e temperatura a 25°C. Ao utilizarem matérias-primas agroindustriais (d&gua de maceracgéo de
milho e melaco de cana de acucar) pre-tratados com acidos a produgdo foi de 541,5 ug/L,
porém quando as matérias-primas foram pré-tratados com carvdo ativo, a maxima
concentracdo de carotenoides totais obtida foi de 208,6 ug/L. TATSCH (2008) no estudo da
producdo de carotenoides em biorreator por S. salmonicolor a concentragdo maxima
(3426 pg/L) foi obtida em aproximadamente 90 h do inicio da biorreacdo, sendo que a partir
de 60 h, 0 aumento da concentracdo de carotenoides foi baixo.

Estes resultados, se comparados a producdo em batelada alimentada (Figura 14),
demonstram um incremento de aproximadamente 40% em relacdo a batelada simples
(TATSCH, 2008) e 133 % ao frasco agitado (Tabela 10).

SAENGE et al. (2011) também observaram a vantagem da utilizacdo do processo em
batelada alimentada, onde a producgéo de carotenoides por R. glutinis TISTR 5159 obtiveram
um incremento de aproximadamente 13 % na producdo em relacdo & batelada simples

(135,25 mg/L contrastado com a batelada simples com uma producgéo de carotenoides de
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117,38 mg/L). CHOCIAI (2002) obteve no cultivo da levedura P. rhodozyma (X.
dendrorhous) em processo descontinuo alimentado para producgdo de astaxantina (apds 48 e
72 h de alimentacdo), um incremento de 43 % contra o cultivo em batelada.

O pH é um dos pardmetros ambientais mais importantes que exercem influéncia no
crescimento celular e na formacgdo de produto. Desta forma, o pH inicial e a evolugédo do
mesmo é objeto de estudo na producdo de carotenoides. Ao se observar as Figuras 14 a 16,
verifica-se comportamento semelhante, independente do volume de alimentacdo de meio, no
qual ocorreu um aumento de pH nas primeiras 24 h de bioproducdo, depois sofrendo
pequenas oscilacdes, ao longo da bioproducdo. A carotenogénese e o crescimento foram
induzidos pela elevacao do pH (pH 4,0 a 7,8), sendo pH 7,0, 6timo para o crescimento celular
e formacdo de pigmento, com méaxima carotenogénese (4753 ug/L) em pH 7,0 (Figura 14)
nas condicdes analisadas.

No estudo de TATSCH (2008), o pH inicial 6timo para o crescimento celular e
concentracdo de carotenoides totais em biorreator por S. salmonicolor CBS 2636 em meio
comercial variando de 4,0 a 5,0, enquanto que para maximizar a producdo especifica de
carotenoides os valores foram proximos a 3,0.

O aumento do pH nas primeiras horas de bioproducdo também foi verificado por
VALDUGA et al. (2009d) ao utilizar substratos agroindustriais (dgua de maceracéo de milho,
melaco de cana-de-agucar e Prodex Lac®), sendo que a evolugédo foi progressiva de 4,2 para
7,5 nas primeiras 30 h e apds 96 h ocorreu uma elevacdo no pH para 8,5, mantendo-se até o
final da bioproducdo (120 h). Os autores atribuiram o aumento progressivo do pH, mesmo
apos as 24 h de bioproducdo, ao fendmeno que ocorre ap0s esgotamento completo do
substrato, ocasionando também a protedlise do microrganismo. De acordo com FRENGOVA
et al. (1994) a biossintese de carotenoides ocasiona mudancas do pH do meio de fermentacdo,
como consequéncia do crescimento de leveduras.

COLET et al. (2015) verificaram que independentemente do volume de alimentagédo
de meio, ocorre um aumento de pH (7,66 a 7,87) nas primeiras 24 h de bioproducédo. Apos
este periodo ocorre um decréscimo progressivo, atingindo ao final da bioproducdo valores
proximos a 4,0.

A bioproducdo de carotenoides pela levedura S. salmonicolor CBS 2636 apresenta
formacdo de carotenoides associada ao crescimento celular na fase exponencial (Figuras 14 a
16). No Ensaio 1 (Figura 14), com volume de alimentacdo de 112,5mL a cada 12 h, foi
verificada a maior concentragdo de células (7,66 g/L) em 96 h de bioproducédo. Esta alta

concentracdo se deve a batelada alimentada, pois quando se alimentam meios adicionais,
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incluindo fontes de carbono e nitrogénio, as células podem utilizar mais glicerol e
consequentemente, terem mais nutrientes para a sua manutengédo e producdo, sendo que esta
elevada concentracdo de massa celular foi convertido em maior produgdo de carotenoides
totais, e também uma maior producdo de carotenoides especificos.

Estes resultados podem ser comparados ao estudo de SAENGE et al. (2011) que
obtiveram maior biomassa, teor de lipideos, producao de lipidios e producao de carotenoides
de 10,19/L, 61%, 6,19/L e 1352 mg/L, respectivamente, quando utilizaram batelada
alimentada, sendo que a producéo de carotenoides foi 2,1 vezes superiores aos da condigéo
otimizada em batelada simples.

VALDUGA et al. (2007) observaram também que o crescimento celular em biorreator
(9,98 g/L) foi duas vezes superior aquelas obtidas em frascos agitados, sendo a concentracdo
méaxima de celulas de 5,95 g/L. Em estudo semelhante em biorreator (batelada simples) para a
maximizacdo da producédo de carotenoides com S. salmonicolor CBS 2636. VALDUGA et al.
(2011) obtiveram concentracdo maxima de células de 10,97 g/L, em meio composto por
80 g/L de glicose, 15 g/L de peptona e 5 g/L de extrato de malte, taxa de aeragdo 1,5 vwm,
180 rpm, 25° C, pH inicial de 4,0 e 90 h de bioproducéo, concentracdo celular maior que a
obtida neste trabalho (7,66 g/L).

RAZAVI & MARCH (2006) obtiveram um aumento no crescimento de S. ruberrimus
H110 de 6,81 g/L em pH 3,5 para 11,3 g/L com aumento do pH (pH = 6), sendo que a
producdo maxima de pigmentos foi geralmente observada no final da fase exponencial de
crescimento. No entanto MALISORN & SUNTORNSUK (2009) em seu estudo com a
levedura R. glutinis DM 28, obtiveram valores de crescimento celular em frascos agitados
(2,2 g/L) foram semelhantes aos obtidos em biorreator (2,6 g/L).

A maior producgdo de carotenoides especificos (620 pg/g) foi atingida no Ensaio 1
(Figura 14) em 96 h de producdo, sendo que nesta mesma condicdo se obteve a maior
producdo de carotenoides (4753 pg/L), producdo esta inferior a COLET et al. (2015) que
obtiveram uma produgdo de carotenoides especificos (817 ug/g) na mesma condigdo da
maior producdo de carotenoides em biorreator em batelada alimentada com meio composto de
80 g/L de glicerina bidestilada 85 % PA, 5 g/L de extrato de malte e 15 g/L de peptona.
Porém maior que VALDUGA et al. (2011) que otimizaram a producdo de carotenoides
especificos (313,8 ug/g) por S. salmonicolor CBS 2636 em biorreator batelada simples, em
meio composto por 80 g/L de glicose, 15 g/L de peptona e 5 g/L de extrato de malte, taxa de
aeracdo 1,5 vwm, 180 rpm, 25 °C , pH inicial de 4,0 e 90 h de bioproducéo. Avaliando
leveduras brasileiras pigmentadas, MALDONADE et al. (2008) obtiveram conteido de
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carotenoides especificos maximo de 132 pg/g para R. glutinis, 33 pug/g para R. minuta e
72 pg/g para S. roseus, o que mostra o grande potencial da cepa S. salmonicolor na produgéo
do pigmento. BUZZINI et al. (2005), em estudo com a levedura S. salmonicolor CBS 490,
obtiveram uma producdo de carotenoides totais de 613,3 pg/L, e carotenoides especificos de
34,7 ng/g em frascos agitados.

Em muitos microrganismos a carotenogénese é regulada por fatores nutricionais, tais
como a disponibilidade de nitrogénio. As taxas de consumo de carbono e nitrogénio tém
importante funcéo na sintese de metabolitos secundérios, determinando o tipo de metabdlitos
sintetizados e a extensdo da producdo (GARBAYO et al., 2003). Neste contexto, verifica-se
pelas Figuras 14 a 16 (b) que houve um consumo gradual de nitrogénio total, carbono
organico total (COT) e glicerol ao longo do processo, constatado pelo declinio das
concentragdes de carbono organico total e nitrogénio durante toda a bioproducdo. Este
comportamento sugere que as células provavelmente consomem a fonte de carbono do
glicerol e que ndo ocorre a lise celular e protedlise sob condi¢cGes de estresse, pois a
quantidade de nitrogénio solivel ndo aumentou.

Pode-se verificar ainda (Tabela 14) que houve maior consumo de nitrogénio (71 %) e
de carbono orgéanico total (42 %) no Ensaio 1, com taxa de alimentacdo de 112,5 mL (Figura
14 b) com 120 h de bioproducdo. Porém, os menores consumos de nitrogénio (~45 %) e de
carbono organico total (~24 %) foram verificados nos Ensaio 3 (Figura 16 b), com o maior

volume de alimentacao (150 mL).

Tabela 14 — Consumo de matérias-primas, em porcentagem, ao longo da bioproducdo em

batelada alimentada depois de 120 h.

Consumo de matérias-primas (%o)*

Ensaio
COoT NT Glicerol
1 42°£0,76 71°+1,76 74 +1,99
2 33°+0,53 48°+ 0,84 63°+1,39
3 24°+ 0,42 45° + 0,86 53°+ 1,05

* Média * desvio padrdo seguido de letras iguais nas colunas, indicam ndo haver diferenca

significativa a nivel de 95% (Teste de Tukey).

COLET et al. (2015) também observaram um maior consumo de 68 % de NT e 65 %

de COT no ensaio com alimentacdo de 112,5mL em 96 h. VALDUGA et a. (2014)
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constataram um aumento acentuado no consumo de nitrogénio total e carbono orgénico total
apos 8 h de producéo, chegando a 16 h de produg¢do com consumo de 47 % de nitrogénio total
e 27 % de carbono organico total. Comportamento semelhante foi verificado, também, em
outros estudos (SANTOS, 2010; VALDUGA et al., 2011) nos quais houve um consumo
constante de carbono e nitrogénio durante o processo, sendo mais acentuado no inicio da
bioprodugéo.

O gradual consumo de glicerol durante a bioproducdo esta relacionado diretamente
com o tempo de bioprodugdo e fase de crescimento microbiano. E esse crescimento pode ser
afetado pela auséncia de micronutrientes essenciais para o metabolismo celular. De acordo
com as Figuras 14 a 16 b, observa-se que a taxa de consumo de glicerol foi aumentando ao
longo da bioproducdo em todos os ensaios. Ao final de 120 h de bioproducdo no Ensaio 1
(Figura 14 b) foi observado o maior consumo de glicerol (74 %), sendo 0 menor consumo
(53 %) verificado no Ensaio 3 (Figura 16 b), possivelmente isto esteja associado a0 excesso
de glicerol residual no meio, nos ensaios nos quais 0 Vvolume de alimentacdo foi maior,
ocasionando inibicdo por excesso de substrato.

Resultados estes, similares a COLET et al. (2015) que em batelada alimentada com
112,5 mL obtiveram um consumo de 76 % de glicerol, ao utilizar um meio composto por
80 g/L de glicerina bidestilada 85 % PA, 5 g/L de extrato de malte e 15 g/L de peptona.
VALDUGA et al. (2014) observaram um menor consumo de glicerol (16 g/L) nas primeiras
16 h e apos esse periodo observaram um pequeno consumo de glicerol ao longo do tempo,
que apos 96 h de bioprodugcdo manteve-se praticamente constante, e ao final das 120 h de
bioproducéo foi observado um consumo total de 43 %.

SAENGE (2011) constatou que o consumo de glicerol foi melhorado na batelada
alimentada quando comparada com a batelada simples. SANTOS (2010) observou que a
glicerina bruta foi quase completamente consumida durante a bioproducdo, jA& que com
glicerina (P.A) foi obtido um consumo menor, devido a auséncia ou menor concentracao de

micronutrientes que poderiam ter favorecido o crescimento microbiano.

4.3.2 Batelada alimentada com iguais volumes de alimentacéo

As Figuras 17 (a) e (b), (Tabelas 29 e 30 — Apéndice) apresentam a cinética de
bioproducéo dos carotenoides do processo em batelada alimentada com volumes diferentes de

alimentacéo e a sua equivaléncia com o mesmo volume de alimentacdo dos demais ensaios,
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porém com concentracdo diferente de matérias-primas, utilizando o meio otimizado com
residuos agroindustriais (80 g/L de AMM, 80 g/L de glicerol bruto e 20 g/L de APA).

Figura 17 - Cinética da bioproducéo de carotenoides para o Ensaio 2 em batelada alimentada
com diferente (75 mL) e igual volume (112,5 mL) de alimentacédo (a); Ensaio 3 em batelada
alimentada com diferente (150 mL) e igual volume (112,5 mL) de alimentacéo (b), porém

Carotenoides Totais (ug/L)
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3500 ¢

3000

500

2000

1800

1600

1400 ¢

1200 ¢

1000

800

600

400 ¢

200

2500

2000

1500 |

1000 ¢

e 75 mL de alimentacdo
~m 112,5 mL de alimentagéo

6 g/L AMM
6 g/L glicerol
1,5 g/L APA

Tempo (h)

e 150 mL de alimentacéo
m - 112,5 mL de alimentacédo

84 96 108 120

(a)

12 g/L AMM
12 g/L glicerol
3 g/L APA

12 24 36 48 60 72
Tempo (h)

84 96 108 120

(b)



82

Observa-se que em ambos os ensaios ndo houve diferenca significativa com 95 % de
confianga (obtendo um p de 0,21 e 0,11 para os Ensaios 2 e 3, respectivamente) entre as
diferentes estratégias do volume de alimentacdo no processo em batelada alimentada, onde
independentemente se o volume final do biorreator foi 0 mesmo, porém com concentragdes

das matérias-primas diferentes, a bioproducao apresentou 0 mesmo comportamento.

4.4 Parametros Estequiométricos da Bioproducgdo em Sistema Batelada
Alimentada

A Figura 18 mostra a produtividade em carotenoides do sistema batelada alimentada
para 0s ensaios com volume de meio alimentado de 112,5 mL (Ensaio 1), 75 mL (Ensaio 2) e
150 mL (Ensaio 3) a cada 12 h de bioproducao.

Figura 18 - Produtividade em carotenoides global (Pcar) ao longo da bioprodugédo em
batelada alimentada nos Ensaios 1 (112,5 mL), Ensaio 2 (75 mL) e no Ensaio 3 (150 mL), a
1,5 vwm, 180 rpm, 25 °C, pHiniciar 4,0 € de 96 a 120 h.
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De acordo com a Figura 18, no Ensaio 1 foi verificada a maxima produtividade de
48,4 ng/L.h em 96 h. Para o Ensaio 2 observa-se que até 60 h ocorreu um decréscimo da
produtividade em carotenoides, obtendo-se um minimo de 14,4 ug/L.h. A partir deste ponto

ocorreu um incremento da produtividade até 96 h atingindo 33,3 pg/L.h. Isto pode ter
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acontecido devido aos baixos niveis de nutrientes disponiveis para 0 microrganismo, uma vez
que neste ensaio ocorreu 0 menor volume de alimentagéo a cada 12 h.

No entanto, no Ensaio 3, observa-se que a maxima produtividade em carotenoides
(19,3 pg/L.h) ocorreu em 24 h e mantendo-se praticamente constante até o final da
bioprodugdo. Isto pode ter ocorrido devido a inibicdo por excesso de substrato, pois a
alimentacédo de substrato elevada (150 mL de meio a cada 12h) influenciou na diminuicéo da
area interna livre do biorreator e consequentemente diminui a produtividade (BRANCO et al.,
2010).

COLET et al. (2015) observaram 0 mesmo comportamento perante os diferentes
volumes de alimentacgdo, obtendo a maior produtividade (45 pg/L.h) com 112,5 mL em 96 h
de bioproducdo. VALDUGA et al. (2011) observaram que até 40 h ocorreu aumento da
produtividade em carotenoides, obtendo-se um maximo de 56,0 ug/L.h em batelada simples,
sendo que a partir deste periodo ocorreu decréscimo da produtividade até o final da
biorreacdo. VALDUGA et al. (2009) obtiveram em 50 h um maximo de 56,9 pug/L/h em
frascos agitados com meio comercial.

A Figura 19 mostra a relacdo entre a producédo de carotenoides e a producéo de células

dos ensaios realizados ao longo da bioproducao.

Figura 19 — Relacdo entre a producdo de carotenoides e a producdo de células (Ypix) ao longo
da bioproducdo em batelada alimentada nos Ensaios 1 (112,5 mL), Ensaio 2 (75 mL) e no
Ensaio 3 (150 mL), a 1,5 vwm, 180 rpm, 25 °C, pHinicial 4,0 € de 96 a 120 h.
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De acordo com a Figura 19 o fator Ypx maximo de 666 pg/g foi obtido no Ensaio 2

com 96 h de bioproducdo e 639 pg/g no Ensaio 1, a 96 h, valor este superior ao observado
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por VALDUGA et al. (2011) em biorreator com batelada simples, utilizando as mesmas
condigdes operacionais, que obtiveram uma converséo de 390 pg/g e por VALDUGA et al.
(2009) em frascos agitados, que relatam uma conversdo 572,2 ug/g na segunda fase de cultivo
(desaceleracdo), mas inferior ao encontrado por COLET et al. (2015) de 859 pg/g com
112,5mL em 96 h.

Segundo LIU et al. (2006) o aumento no rendimento especifico de carotenoides é
indicativo de uma ampliacdo na biossintese de carotenoides nas células de levedura.
Possivelmente, este comportamento esteja relacionado a mudangas no metabolismo e estresse
celular. O Yp/x no Ensaio 3 decresceu ap6s 36 h de bioproducdo, isto pode estar relacionado a
maior alimentacdo de matéria-prima e ao baixo valor de producdo de carotenoides totais e de
biomassa, ocasionado pelo excesso de matéria-prima (maior taxa de alimentacdo: 150 mL a
cada 12 h).

Segundo LUNA-FLORES et al. (2010) se Yp/x diminui ao longo da bioproducao, isto
se deve ao excesso de substrato no meio e menor proporcéo de células para converté-las em
carotenoides.

A Figura 20 (a, b, c) apresenta a evolugdo da velocidade especifica de crescimento
global (ux) e da produtividade em célula global (Px) durante a bioproducdo em batelada
alimentada (Ensaios 1, 2 e 3), respectivamente.

De acordo com a Figura 20b, observou-se que a velocidade especifica maxima de
crescimento (pmax) foi 0,052 h™ (alimentacdo de 75 mL a cada 12 h, no Ensaio 2). Para o
Ensaio 1 (Figura 20a), a maxima produtividade em células (Px) foi de 0,076 g/L.hem 96 h. A
Figura 20c, onde se alimentou 150 mL a cada 12 horas, obteve-se pna de 0,046 h™ e P, de
0,049 g/L.h. Em condicdo de abundancia de substrato, os microrganismos crescem com
velocidade méaxima (umax). Quando o substrato deixa de estar em abundancia e ndo ocorrer
inibicdo por substrato, p diminui, até atingir o valor zero quando a concentracao de substrato
no meio se esgota totalmente.

COLET et al. (2015) obtiveram velocidade especifica maxima de crescimento ({imax)
de 0,05 h™ e a produtividade em células maxima (Px) de 0,085 g/L.h. VALDUGA et al.
(2011) em biorreator com batelada simples, obteve a velocidade especifica maxima de
crescimento (pmax) de 0,0456 h™ e a produtividade em células (Px) maxima de 0,090 g/L.h, e a
produtividade em carotenoides totais maxima de 56,0 pg/L.h. No entanto, em frascos
agitados, VALDUGA et al. (2009), obtiveram para o meio comercial as maiores

produtividades em relacdo ao meio agroindustrial, sendo que a produtividade em células (Px)
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méaxima foi de 0,08 g/L/h e de 0,06 g/L/h para o meio comercial e agroindustrial e a

produtividade em carotenoides totais foi de 14,2 e 10,4 pg/L/h, respectivamente.

Figura 20 — Evolucdo da velocidade especifica de crescimento (ux) e da produtividade em

célula (Px) durante a bioprodugdo em batelada alimentada no Ensaio 1 (a—112,5 mL) no
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A Figura 21 (a, b, c) apresenta os fatores de conversdo de glicerol, carbono organico
total (COT) e nitrogénio total em carotenoides (Ensaio 1, 2 e 3), respectivamente.

Figura 21 — Fatores de converséo de glicerol, COT e nitrogénio total em carotenoides ao
longo da bioproducéo em batelada alimentada no Ensaio 1 (a — 112,5 mL) no Ensaio 2 (b — 75

mL) e no Ensaio 3 (c — 150 mL), respectivamente.
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O maior fator de conversdo de glicerol, COT e nitrogénio total em carotenoides foram

obtidos no Ensaio 1 com 96 h de bioproducdo (101,7 pg/g), no Ensaio 3 em 24 h de

bioproducdo (4098 upg/g) e no Ensaio 2 em 24 h de bioproducdo (17590 ug/g),

respectivamente. Observa-se que elevados volumes de matérias-primas adicionadas no meio

ocasionaram uma queda no fator de conversdo em produto, devido a menor taxa de

transferéncia de oxigénio (BRANCO et al., 2010), isto também explica 0 comportamento

distinto entre os ensaios, sendo que neste caso o biorreator apresentava volume de 2 L,
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quando se adicionou o maior volume de alimentagdo (Ensaio 3), a taxa de transferéncia de
oxigénio deve ter diminuido consideravelmente devido & diminuicdo da area interna do
biorreator. A diminuicdo na concentracdo de células pode ter ocorrido devido ao aumento da
diluicio no momento da alimentacdo e consequentemente maior diluicdo do produto neste
momento, ocasionou menor capacidade de conversdo e a queda da velocidade especifica de
crescimento.

No Ensaio 1 (Figura 21a) observa-se que os fatores de converséo de glicerol, COT e
NT aumentam constantemente durante a bioproducgdo, comprovando assim a maior producéo
de carotenoides totais (4753 pg/L).

A Figura 22 (a, b, c) mostram a converséo de glicerol, COT e nitrogénio total em

celulas nos Ensaios 1, 2 e 3, respectivamente.

Figura 22 — Fatores de converséo de glicerol, COT e nitrogénio total em células durante a
bioprodugéo em batelada alimentada no Ensaio 1 (a—112,5 mL) no Ensaio 2 (b — 75 mL) e

no Ensaio 3 (c — 150 mL), respectivamente.
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Nas Figuras observa-se que o maior fator de conversdo de glicerol, COT e nitrogénio
total em ceélulas foi obtido no Ensaio 1 (alimentacdo de 112,5 mL a cada 12 h) em 24 h de
bioproducéo (0,27 g/g), no Ensaio 3 em 24 h (6,87 g/g) e no Ensaio 2 em 24 h de bioproducao
(30,4 g/g), respectivamente. No entanto, nos Ensaios 2 e 3 houve uma diminuicdo

considerdvel na producdo de células quando comparado ao Ensaio 1, porém nota-se que

muita matéria-prima, isso pode ser um indicativo de alguma bioconversdo para outros

Yxs, base em nitrogénio (g/g)

(b)

89
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produtos ou uma mudanca na biossintese. Ja no Ensaio 1 houve um acréscimo na conversao
dos nutrientes em carotenoides (Figura 21a) e em células (Figura 22a) comprovando assim
que o consumo das matérias-primas foi convertido em maior concentracdo celular e
consequentemente maior producdo de carotenoides ao longo da bioproducéo.

A Tabela 15 apresenta 0s maiores parametros cinéticos e estequiométricos globais do
processo de bioproducdo de carotenoides em processo de batelada alimentada pelo

microrganismo S. salmonicolor.

Tabela 15 — Méximos parametros cinéticos e estequiométricos da bioproducdo em batelada

alimentada dos ensaios em batelada alimentada

Parametros Valor maximo  Volume  Tempo de maior
obtido alimentado  conversdo (h)
(mL)
Yeis (ng/g) (Base em glicerol) 102 112,5 96
Yxss (9/g) (Base em glicerol) 0,27 112,5 24
Yris (ng/g) (Base em COT) 4098 112,5 24
Ys (9/g) (Base em COT) 6,87 150 24
Yrsis (Lg/g) (Base em nitrogénio) 17590 75 24
Ys (9/g) (Base em nitrogénio) 30,4 75 24
Yeix (1g/g) 666 75 96
Py (g/L.h) 0,076 112,5 96
wy (h™) 0,052 75 -

Os maiores fatores de conversao globais ocorreram em grande parte dos ensaios, nas
primeiras 24 h de bioproducdo (Tabela 15), nesta faixa observou-se, também, a maior
elevacdo do pH (4 para 7,8) que resultou devido ao grande consumo de matérias-primas
ocasionando a proteolise da levedura, por isso que o fator de conversdo de glicerol, COT e
nitrogénio em célula e o fator de conversdo de COT e nitrogénio em produto foram maiores
nas primeiras 24 h. Comparando os valores obtidos em frascos agitados com meio comercial
(VALDUGA et al., 2009), em biorreator em meio comercial (VALDUGA et al., 2011) com
0s obtidos neste estudo comprova-se que a diferenciacdo dos fatores de conversédo evidencia o
comportamento distinto do crescimento celular e consumo de substratos em frascos agitados e

no biorreator sistema batelada simples e alimentada.
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4.5 Producdo de Carotenoides em Sistema Semicontinuo
4.5.1 Sistema semicontinuo com cortes

A Figura 23 apresenta as curvas cinéticas de biomassa de S. salmonicolor conduzido
em biorreator em sistema semicontinuo com cortes de 25, 50 e 75 % do volume de meio de
cultivo (condicdes de cultivo: 80 g/L de glicerol bruto, 80 g/L de AMM e 20 g/L de APA,
PHinicia 4,0, 25°C, 180 rpme 1,5 vwm).

Figura 23 — Biomassa em funcao do tempo (h) durante o cultivo de Sporidiobolus

salmonicolor em processo semicontinuo com cortes de 25, 50 e 75 % do volume de meio

fermentado
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De acordo com a Figura 23, observa-se que ha uma boa reprodutibilidade entre os trés
cultivos antes do corte em 96 h. Porém apds o corte observa-se que o cultivo conduzido com
corte de 50 % necessitou menor tempo para atingir a concentracdo maxima de biomassa, do
que nos cultivos conduzidos com corte de 25 e 75 %. No processo com corte de 75 %, o
volume de meio de cultivo reposto a cada inicio de ciclo foi maior, ou seja maior quantidade
de nutrientes foi disponibilizada as células, porém isto ndo ocasionou um maior crescimento
celular, podendo ser explicado pelo tempo que o microrganismo necessitou para se adaptar e
crescer neste novo meio.

Quando se compara ao corte de 50 % com o de 25 % observa-se que a quantidade de

biomassa com corte de 25 % foi inferior, 0 que pode ter ocorrido pela pouca quantidade de
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possiveis inibidores e/ou metabdlitos toxicos retirados do caldo fermentado no processo com
corte de 25%. Isto explica as maiores velocidades especificas médximas de crescimento
(umax) no processo com corte de 75 % (0,015 e 0,014 h™ para o primeiro e segundo ciclos,
respectivamente) do que no processo com corte de 50 % (0,016 e 0,005 h™ para o primeiro e
segundo ciclos, respectivamente) e com corte de 25 % (0,013 e 0,010 h™ para o primeiro e
segundo ciclos, respectivamente).

A concentracdo maxima de biomassa, obtida em cada corte, foi maior no processo que
utilizou corte de 50 % (3,4 e 9,0 g/L para o primeiro e segundo ciclos) do que no processo que
realizou-se corte de 75% (3,4 e 4,9 g/L para o primeiro e segundo ciclos) e 25% (3,4 e
6,9 g/L para o primeiro e segundo ciclos).

A Figura 24 apresenta as curvas cinéticas de producdo de carotenoides totais por S.
salmonicolor para o sistema semicontinuo (mesmos experimentos anteriores). Observa-se,
que a partir do segundo ciclo, no sistema com corte de 50 % se obteve a concentracdo maxima
de carotenoides totais (3212 ug/L), ao se comparar com 0s bioproduzidos com cortes de 75 e
25 % (1643 e 2376 ug/L, respectivamente).

Figura 24 — Bioproducdo de carotenoides totais em fungdo do tempo (horas) durante o cultivo
de Sporidiobolus salmonicolor em processo semicontinuo com cortes de 25, 50 e 75% do

volume de caldo fermentado.
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As Figuras 23 e 24 mostram ainda que, em ambos os cultivos, os primeiros ciclos
foram mais longos para comecar a produzir biomassa e carotenoides totais, devido ao periodo
de adaptacdo do microrganismo ao meio e condi¢Ges de cultivo. Em ambos os casos, no
segundo ciclo, como esperado, 0 microrganismo ja se encontrava adaptado e, portanto, o
tempo de reproducdo das células foi menor, consequentemente se obteve maior produgdo de
carotenoides.

A Tabela 16 apresenta a produtividade global, velocidade especifica de crescimento
(ux) e a produtividade em célula (Px) obtida em cada ciclo. Observa-se que o corte de 50 %
favoreceu a produtividade global e em célula e a velocidade especifica. Portanto, para as
préximas etapas definiu-se o sistema semicontinuo com cortes de 50 %, ou seja, € possivel
estabelecer a propor¢do de carga para um processo semicontinuo em 50 % a cada 96 h de
bioproducéo para obter-se maior produtividade em carotenoides e em células.

Tabela 16 — Maximos parametros cinéticos e estequiomeétricos da bioproducdo em biorreator

dos ensaios em sistema semicontinuo em diferentes cortes a cada 96 h de bioproducéo.

Parametros Sistema de cortes
25 % 50 % 75 %
Yeix (1g/g) 347 360 339
Py (g/L.h) 0,034 0,045 0,024
uy (h™) 0,010 0,050 0,014

Outros trabalhos relatam a importancia do estudo do volume de corte do processo
semicontinuo, entre eles CHAVES et al. (2014) que num estudo de diferentes formas de
conducdo do processo de producdo de polissacarideos extracelulares por Pleurotus sp.,
observou que, em relacdo ao processo semicontinuo com cortes de 50 e 75 % do volume de
caldo fermentado, foi atingido maior produtividade global em biomassa micelial
(61,02 mg/L.h) quando utilizou-se percentual de corte de 75 % e maior produtividade global

em polissacarideos (6,06 mg/Lh) quando utilizou-se percentual de corte de 50 %.

4.5.2 Comportamento cinético e estequiométrico da bioproducdo em processo
semicontinuo com matérias-primas sintéticas e a base de residuos agroindustriais

As Figuras 25 e 26 (Tabelas 31 e 32 - Apéndice) apresentam as cinéticas de
crescimento celular (biomassa), da bioproducéo de carotenoides, a evolucdo do pH e consumo
dos substratos, dos ensaios realizados em processo semicontinuo em biorreator com meio
comercial (80 g/L de glicerina bidestilada 85 % PA, Merck, 5 g/L de extrato de malte e 15 g/L
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de peptona - COLET et al., 2015) e com meio agroindustrial otimizado (80 g/L de AMM,
80 g/L de glicerol bruto e 20 g/L de APA) com corte de 50 % a cada 96 h. A concentragédo
maxima de carotenoides totais obtido em meio comercial foi de 4376 pg/L (Figura 25) e em
meio agroindustrial foi de 7388 ug/L (Figura 26), em aproximadamente 264 e 288 h de
cultivo, respectivamente. No entanto, apds o terceiro corte se observou um decréscimo da
concentracdo de carotenoides totais até 480 h de cultivo. Porém o consumo das matérias-
primas (glicerol, carbono e nitrogénio) continuou aumentando, isso pode ser um indicativo de
alguma bioconversdo para outros produtos secundarios.

No meio comercial (Figura 25 b), ocorreu um maior consumo de glicerol (66 %) e de
carbono organico total (22 %) no terceiro corte apds 288 h de bioproducdo. Nesta fase
observou-se a maxima concentracdo de carotenoides totais (4376 pg/L), jA 0 maior consumo
de nitrogénio (60 %) ocorreu apds o quarto corte (480 h).

No entanto, na bioproducdo em sistema semicontinuo a base de matérias-primas
agroindustriais (Figura 26 b), o maior consumo de nitrogénio (62 %) foi verificado no terceiro
corte apos 288 h, correlacionada com a maior concentracdo de carotenoides totais
(7388 ug/L). Ja o maior consumo de carbono orgéanico total (23 %) ocorreu apos 96 h de
bioproducéo e de glicerol (75 %) apds o quarto corte e em 480 h.

A levedura S. salmonicolor necessitou cerca de 48 h para a adaptacdo com o meio e
inicio da fase log. Apds o primeiro (96 h), o segundo (192 h), o terceiro (288 h) e o quarto
corte (384 h) esta adaptacdo ocorreu em cerca de 12 h. Isto se deve ao menor tempo da fase
lag (pré-adaptacdo), devido o processo semicontinuo, no qual o meio nao retirado do
biorreator serviu de indculo ao meio de bioproducéo adicionado, sendo esta considerada uma
das vantagens deste processo.

Verificou-se que depois dos cortes (Figuras 25 e 26) ocorreu diminui¢do momentanea
da concentracdo da biomassa, possivelmente devido a diluicdo proveniente do meio novo
adicionado, mas ocorreu um aumento ao longo da bioproducdo, alcancando 20,86 g/L em
480 h. Porém esta alta concentracdo de biomassa ndo significou incremento da concentracdo
de carotenoides, isto pode ser explicado a fato que a medida que os cortes vao sendo
realizados a concentracdo celular aumenta, mas possiveis inibidores produzidos pelo
microrganismo acabam dificultando seu metabolismo e a producdo do produto desejado
(OTERO et al., 1998).
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Figura 25 - Cinética de producdo de carotenoides, biomassa e pH (a), consumo de matérias-
primas glicerol, COT e NT (b) para o processo semicontinuo com meio comercial (80 g/L de
glicerina, 15 g/L de peptona e 5 g/L de extrato de malte), nas condi¢fes operacionais
(1,5 vwm, 180 rpm, 25°C, pH inicial 4,0, corte de 50 % a cada 96 h até 480 h),

respectivamente.
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Figura 26 - Cinética de producdo de carotenoides, biomassa e pH (a), consumo de matérias-
primas: glicerol, COT e NT (b) para o processo semicontinuo com meio agroindustrial
(80 g/L de glicerol bruto, 80 g/L de AMM e 20 g/L de APA, nas condi¢Ges operacionais
(1,5 vwm, 180 rpm, 25°C, pH inicial 4,0, corte de 50 % a cada 96 h até 480 h),

respectivamente.
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Assim, é conveniente levar o cultivo semicontinuo até um determinado periodo,

quando as condigdes ideais de cultivo ja ndo se fazem presentes, no caso especifico do
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presente estudo, o tempo seria de aproximadamente 264 h, sendo que ap0s este periodo hd um
decréscimo da producgdo dos carotenoides e a producéo de carotenoides deixa de ser associada
a concentracao de células (Figuras 25 e 26).

O pH é um dos pardmetros ambientais mais importantes que exercem influéncia no
crescimento celular e formacéo de produto, e de forma geral este aumenta nas primeiras horas
de fermentacdo (FRENGOVA et al., 1994). O pH no meio comercial diminui ao longo da
bioproducdo, mas no momento dos cortes ocorreu 0 aumento dos mesmos, porém com
decréscimo na sequéncia chegando a maior producdo de carotenoides no menor pH de 3,03
(Figura 25).

No meio agroindustrial (Figura 26) ap6s 336 h de bioproducdo ocorreu uma elevagéo
no pH para 8,23, mantendo-se elevado até o final da bioproducéo (480 h), exceto no momento
do corte. Possivelmente, isto esteja relacionado a protedlise do microrganismo, fenémeno
natural que ocorre apos elevado consumo do substrato, principalmente quando a linhagem néo
utiliza outra fonte de carbono; como consequéncia da degradacdo de aminoacidos, ha
formacdo de amdnia e esta pode ser responsavel pela elevagédo do pH.

A Figura 27 mostra a produtividade em carotenoides do processo semicontinuo com
meio comercial e agroindustrial ao longo do cultivo. Observa-se que 0 meio agroindustrial
proporcionou a obtencdo de maiores produtividades. Desta forma, sugere-se que 0s residuos
agroindustriais utilizados apresentaram nutrientes essenciais para a producgédo de carotenoides,
dentre eles carbono e nitrogénio.

O meio agroindustrial tem maior teor de de alguns microelementos ndo presentes no
meio comercial, como ions inorganicos (MAIA, 2002). As leveduras exigem estes ions em
concentracdes tanto UM como mM para alcancar maiores aumentos de biomassa e rendimento
em produto. Os microelementos tém uma funcdo importante no metabolismo celular,
principalmente em funcdo dos seus requerimentos como cofatores para varias enzimas
(STEHLIK-TOMAS et al., 2004).

Deficiéncias ou concentracfes elevadas de tais minerais provocam alteracdes
metabolicas significativas (SCHMIDT et al., 2011), resultando em um aumento na producéo
de biomassa. MENDES et al. (2013) comprovou estes dados com um estudo sobre 0 aumento
da producdo de biomassa de levedura em propagador aerado por processo descontinuo e
semicontinuo para producdo de cachaca. A propagacéo realizada pelo processo semicontinuo
foi mais eficiente do que o de batelada simples e a utilizagdo de um meio agroindustrial

suplementado com uma fonte proteica, tal como geralmente é realizado na propagagédo de
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leveduras para producdo de cachaca de alambique, forneceu aumentos de biomassa e
melhores parametros de propagacao, quando comparado com um meio comercial.

Porém, a queda da producdo ao longo do processo pode ser explicada pela
metabolizagdo de compostos nitrogenados, liberando grande quantidade de aménia ao meio,
quando se utilizou os residuos. Esta hipdtese concorda com os resultados observados no pH
(Figura 25), nos quais se observa que hd um grande aumento deste pardmetro nos meios

agroindustriais ao contrario quando se utilizou meio comercial.

Figura 27 - Produtividade em carotenoides global (Pcar) ao longo da bioproducao em
processo semicontinuo com meio comercial e agroindustrial com corte de 50%, a 1,5 vvm,
180 rpm, 25 °C, pHinicia 4,0 € 480 h.
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O meio agroindustrial tem maior teor de de alguns microelementos ndo presentes no
meio comercial, como ions inorganicos (MAIA, 2002). As leveduras exigem estes ions em
concentragdes tanto UM como mM para alcancar maiores aumentos de biomassa e rendimento
em produto. Os microelementos tém uma funcdo importante no metabolismo celular,
principalmente em funcdo dos seus requerimentos como cofatores para varias enzimas
(STEHLIK-TOMAS et al., 2004).

Deficiéncias ou concentracfes elevadas de tais minerais provocam alteracdes
metabolicas significativas (SCHMIDT et al., 2011), resultando em um aumento na produc¢édo
de biomassa. MENDES et al. (2013) comprovou estes dados com um estudo sobre 0 aumento

da producdo de biomassa de levedura em propagador aerado por processo descontinuo e
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semicontinuo para producdo de cachaga. A propagacdo realizada pelo processo semicontinuo
foi mais eficiente do que o de batelada simples e a utilizagdo de um meio agroindustrial
suplementado com uma fonte proteica, tal como geralmente é realizado na propagagdo de
leveduras para producdo de cachaca de alambique, forneceu aumentos de biomassa e
melhores parametros de propagacao, quando comparado com um meio comercial.

Porém, a queda da producdo ao longo do processo pode ser explicada pela
metabolizagdo de compostos nitrogenados, liberando grande quantidade de aménia ao meio,
quando se utilizou os residuos. Esta hipdtese concorda com os resultados observados no pH
(Figura 25), nos quais se observa que hd um grande aumento deste pardmetro nos meios
agroindustriais ao contrario quando se utilizou meio comercial.

Nas Tabelas 17 e 18 sdo apresentados o0s principais parametros obtidos para a S.
salmonicolor, calculados para os cinco cortes com a producdo em meio comercial e a base de

residuos agroindustriais, respectivamente.

Tabela 17 — Parametros cinéticos e estequiométricos da bioproducdo de carotenoides por

Sporidiobolus salmonicolor em biorreator dos ensaios em regime semicontinuo com meio

comercial.
Meio Comercial
Parametros Valor maximo Corte Tempo de maior
obtido conversao (h)
Yris (ng/g) (Base em glicerol) 681 4 312
Ys (9/g) (Base em glicerol) 7,36 3 216
Yris (ng/g) (Base em COT) 1313 1 48
Ys (9/g) (Base em COT) 1,34 1 48
Yrss (ng/g) (Base em nitrogénio) 45324 3 240
Ys (9/g) (Base em nitrogénio) 323,50 5 432
Yeix (ng/g) 1042 1 72
Py (g/L.h) 0,058 3 264
iy (h™) 0,049 2 -
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Tabela 18 — Pardmetros cinéticos e estequiométricos da bioprodugdo de carotenoides por
Sporidiobolus salmonicolor em biorreator dos ensaios em regime semicontinuo com meio

agroindustrial.

Meio Agroindustrial

Parametros

Valor méaximo Corte Tempo de maior
obtido conversdo (h)
Yess (ng/g) (Base em glicerol) 833 3 193
Yxs (9/g) (Base em glicerol) 2,49 3 193
Yess (ng/g) (Base em COT) 990 1 48
Yxss (9/g) (Base em COT) 1,90 1 48
Yeris (ug/g) (Base em nitrogénio) 44530 4 336
Yxss (9/g) (Base em nitrogénio) 161,2 4 336
Yeix (1g/g) 522 1 48
Py (g/L.h) 0,104 1 24
uy (h™) 0,084 1 -

Nestas condigdes, observou-se que a velocidade especifica maxima de crescimento
(umax) para S. salmonicolor foi de 0,05 e 0,08 h?, respectivamente. A produtividade em
células (Px) maxima foi de 0,06 e 0,104 g/L.h e a produtividade em carotenoides totais € de
34,8 e 41,4 pg/L.h, respectivamente. Estes valores sao superiores aos reportados em outros
estudos realizados (VALDUGA et al., 2009-2014; COLET et al., 2015) em frascos agitados,
batelada simples e batelada alimentada.

Comparando os processos de batelada alimentada e semicontinuo, se observou uma
maior bioproducdo quando se utilizou processo semicontinuo (7388 ug/L) com meio
agroindustrial. Isto pode ser explicado devido os cortes terem ocorrido durante a fase
exponencial do microrganismo, podendo assim ter uma maior bioproducdo com uma mesma
quantidade de substratos (LOURENCO, 2006).

Ao se comparar a utilizacdo de meio de bioproducdo constituido somente de residuos
agroindustriais com o comercial, obteve-se uma maior concentracdo de carotenoides
(7388 pg/L) quando se utilizou meio com residuos agroindustriais. Esse resultado pode ser
explicado devido aos ricos componentes presentes nestes residuos (fonte de carbono,

nitrogénio e outros nutrientes) e a otimiza¢do dos mesmos.
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4.6 Estudo do Controle do pH para a Producgéo de Carotenoides
A Tabela 19 apresenta o resumo dos maximos parametros cinéticos e estequiomeétricos
encontrados nos quatro ensaios representados pelas Figuras 34 (a) e (b) e 35 (a) e (b).

Tabela 19 — Maximos parametros cinéticos e estequiométricos da bioprodugdo em biorreator
dos ensaios com e sem controle do pH em batelada alimentada e em processo semicontinuo.

Sistemas de Producéo de Carotenoides*

Parametros
BA BA4 e sc4
Carotenoides Totais (ug/L) 4753°+ 173 4582°+  7388°%+218 5280 °+ 195
169
Py (g/L.h) 0,076 "+ 0,074° 0,104 *+ 0,008 0,066 °+
0,004 + 0,004 0,003
iy (h™) 0,045 °+ 0,045° 0,084 2+ 0,004 0,055 "+
0,002 + 0,002 0,004
Yerx (ug/g) 639°+55 643 °+ 522 %+ 47 693+ 51
53

*BA e SC — Batelada alimentada e sistema semicontinuo sem controle do pH durante a
bioproducéo, BA4 = Batelada alimentado e semicontinuo mantendo o pH fixo em 4,0 durante
a bioproducao.

Ao se comparar a utilizacdo do controle ou ndo do pH do meio ao longo da
bioproducéo, observa-se uma diferenca significativa (p<0,05) no processo semicontinuo, onde
a concentracdo de carotenoide, a produtividade e a velocidade especifica maxima de
crescimento diminufram (5280 pg/L, 0,066 g/L.h e 0,055 h™) quando se mantém fixo o pH
(4,0) durante a bioproducdo. De acordo com FRENGOVA et al. (1994) a biossintese de
carotenoides ocasiona mudancas do pH do meio de fermenta¢do, como consequéncia do
crescimento de leveduras.

De acordo com a Figura 28 (a) e (b) observa-se que ndo existe uma diferenca
significativa entre o processo em batelada alimentada com controle e sem controle do pH ao
longo da bioproducéo, obtendo uma méxima producéo de carotenoides de 4582 pg/L e 4753
ug/L, respectivamente. VALDUGA et al. (2007; 2008) estudaram o efeito do pH inicial na
concentracdo de carotenoides e biomassa de S. salmonicolor em frascos agitados, e
verificaram que o melhor pH de crescimento se encontra entre 4,0 e 5,0, enquanto que a

méaxima producdo de carotenoides se da em pH 4,0, como a bioproducéo com controle de pH
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ocorreu nesta faixa, ndo houve diferenca significativa entre os ensaios utilizando meio

comercial.

Figura 28 - Cinética de producdo de carotenoides, biomassa, pH, consumo de matérias-
primas: glicerol, COT e NT para o Ensaio 1 em batelada alimentada sem controle de pH — BA
(a) e com controle de pH — BA4 (b) (1,5 vwm, 180 rpm, 25°C, pHinicia 4,0, 80 g/L de AMM,
80 g/L de glicerol bruto e 20 g/L de APA, taxa de alimentacdo de 112,5 mL a cada 12 h).
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Em ambos, verifica-se um comportamento associado do crescimento celular e da
bioproducéo de carotenoides. Estes resultados corroboram os resultados de FREITAS et al.
(2014) no qual concluiram que os carotenoides produzidos pela levedura Rhodosporidium
toruloides NCYC 921 séo produtos mistos, porque estdo associados ao crescimento celular e a
producéo de carotenoides.

CALDEIRA (2015) obteve a maior produtividade de carotenoides (0,29 g/L.h) por
Rhodotorula glutinis quando o pH do meio de cultura foi ajustado a 4,0 durante a fase de
crescimento da levedura. Quuando a cultura atingiu a fase estacionaria, foi novamente
ajustado para a 5,0 e utilizacdo de uma turbina adicional adaptada ao eixo do rotor do
biorreator, de modo a garantir uma transferéncia de oxigénio mais eficiente no meio de
cultura, para promover a acumulacdo de produtos lipidicos de armazenamento, tais como 0s
carotenoides.

Comparando as Figuras 29 (a) e (b) observa-se que existe uma diferenca significativa
entre 0 processo semicontinuo com controle e sem controle do pH ao longo da bioproducéo
com residuos agroindustriais, obtendo-se uma maxima producdo de carotenoides de
5280 pg/L e 7388 ng/L, respectivamente. Esta diferenca pode ser explicada ao se comparar
com os resultados obtidos na Figura 26, onde a maior bioproducao de carotenoides ocorreu no
pH 8, consequentemente controlar o pH em 4,0 ndo é favoravel quando se utiliza meio de
producéo a base de residuos agroindustriais.

Esta diferenca pode ser explicada através de alguns trabalhos que relatam que as
condicdes Otimas para a producdo de carotenoides ndo sdo as mesmas que para o0 crescimento
celular, sendo uma estratégia para aumentar a producédo de carotenoides um duplo estagio de
controle do pH.

DIAS et al. (2015) observaram que o pH ideal para a producdo de biomassa e lipidios
pela levedura vermelha R. toruloides NCYC 921 é 4,0, e para a producdo de carotenoides é
5,0. Com base nesta diferenca, um controlo de pH, na forma de duplo estagio foi estudado. Os
resultados mostraram que quando a fase de crescimento da levedura foi realizada a pH 4,0, e a
fase de acumulacdo de produtos foi realizada a pH 5,0, a biomassa, a producdo de
carotenoides totais e lipidios foram significativamente melhorados em compara¢do com o
cultivo em batelada alimentada realizado no pH fixo (4 ou 5), obtendo uma produtividade de
2,35 g/Lh, 0,29 g/Lh e 0,40 g/Lh, respectivamente.

LUO et al. (2013) estudaram a influéncia do pH inicial no crescimento e producgéo de
[-caroteno de uma levedura recombinante de vinho (Saccharomyces cerevisiae T73-63) num

meio que continha suco de uva em frascos agitados. Os ensaios foram realizados nas
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condicdes de 30 °C, 200 rpm em frascos agitados de 300 mL de meio. Os seus resultados
demonstraram que 0 pH 6timo para o crescimento e produ¢dao de B-caroteno ndo eram 0s
mesmos. A levedura cresceu melhor a pH 7 (10,1 g/L DCW) e produziu maior concentracéo
em carotenoides a pH 5 (22,38 mg/L).

Figura 29 - Cinética de producdo de carotenoides, biomassa, pH, consumo de matérias-
primas: glicerol, COT e NT para o processo semicontinuo, sem controle de pH (SC) (a) e com
controle de pH (SC4) (b) com meio agroindustrial (80 g/L de glicerol bruto, 80 g/L de AMM

e 20 g/L de APA).
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Os efeitos do pH (inicial e controlado) também foram estudados por HU et al. (2006),

durante o cultivo de X. dendrorhous para producdo de astaxantina. Na bioproducdo em
frascos agitados foram observados pH iniciais o6timos de 6,0 para crescimento celular
(17,2 g/L) e 5,0 para producéo de astaxantina (20,4 mg/L). Em relacdo ao pH controlado no
biorreator, obtiveram-se as seguintes respostas para concentracdo de astaxantina: pH 4,0 —
17,7 mg/L, pH 5,0 — 21,8 mg/L e pH 6,0 — 18,8 mg/L.

Para o crescimento celular, HU et al. (2006) obtiveram a maior concentracdo de
biomassa no pH 6,0 (17,2 ¢/L). Em funcdo da variabilidade dos resultados, os autores
desenvolveram uma estratégia de controle de pH com a finalidade de aumentar a producéo de
astaxantina. Como o fator de conversdo Ypx (1,5 mg/g) foi mais elevado em pH 4,0 e 0
maior crescimento celular foi em pH 6,0, os mesmos realizaram a bioproducdo e nas
primeiras 80 h manteve-se 0 pH em 6,0 e na sequéncia em 4,0. Com essa estratégia de cultivo,
a concentracao de astaxantina foi de 27,0 mg/L, proporcionando um aumento de 24,1 % em

comparacdo com o cultivo em pH constante.

4.7 Determinacao dos Carotenoides

O conjunto de carotenoides sintetizados pela levedura S. salmonicolor foram extraidos
e identificados conforme descrito no item 3.5.7. Nove carotenoides foram detectados por
HPLC (Figura 30) no extrato obtido por processo em batelada com meio comercial (COLET

et al. 2015), sendo 5 identificados com base nas informacgdes combinadas (ordem de eluicdo,
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tempo de retencdo, espectros de absorcao, ions moleculares e fragmentos gerados) a partir da
eluicdo cromatogréfica (0 min — 5%; 0-30 min — 30%; 30-50 min — 50%; 50-60 min — 50%;
60-62 min — 5%; 62-67 min — 5%) em uma coluna Cs, caracteristicas de UV-VIS e espectros

de massa (Tabela 20).

Figura 30 - Cromatogramas obtidos por HPLC-DAD dos carotenoides por processo em

24

21 H
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Resposta do detector (mAU)

Batelada com meio comercial.

Tempo de retencgao (min)

Tabela 20 — Composicdo dos carotenoides obtidos por Sporidiobolus salmonicolor do

processo em batelada com meio comercial conforme cromatograma da Figura 30.

Tempo de Quantificacdo [M+H] MS/MS

NUmero retencéio Amax Composicio por area (%) + (m/z) (+)
do pico (min) (nm) (m/z)
all-trans-p-apo-12°- 1,1
L 737 423 caroteno 351 333
all-trans-p-apo-10°- 0,5
2 9,64 428 caroteno 377 -
3 91 46 422/ all-trans-f3- 2,9 535/
' 4450/ 475 criptoxantina 553 461
405/ 426 2,6
4 25,51 / 451 nao identificado - -
400/ 427 2,6
S 27,39 / 452 nao identificado - -
4211450 85,2 399/
6 33,92 /476 all-trans-B-caroteno 537 444
7 36,07 446 ndo identificado 0,6 - -
422 | 442 0,9 399/
8 082 "/473 o-cis-p-caroteno 537 444
9 63,31 - ndo identificado 3.4 - -
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Trés carotenoides foram detectados por HPLC (Figura 31) no extrato obtido por
processo em batelada com meio agroindustrial (COLET et al. 2015), sendo 2 identificados
com base nas informagdes combinadas, com caracteristicas de UV-VIS e espectros de massa
(Tabela 21).

Figura 31 - Cromatogramas obtidos por HPLC-DAD dos carotenoides por processo em

Batelada com meio agroindustrial.
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Tabela 21 — Composicdo dos carotenoides obtidos por Sporidiobolus salmonicolor do

processo em batelada com meio com residuos agroindustriais conforme cromatograma da

Figura 31.
NGMero Tempo~de AMAX o Quar]tifica(;éo [M+H]+ MS/MS (+)
do pico retengao Composicdo  por area (%) (m/z) (m/z)
p (min) (nm)
1 421 /450  all-trans-f3- 30,1
33,89 / 476 caroteno 537 399 /444
5 435/ 458 all-trans-y- 9,9
50,81 / 493 caroteno 537 499 / 368
3 450/ 481 53,4
63,36 /518  ndo identificado - -

Comparando as Figuras 30 e 31 foi possivel observar algumas diferencas entre os
cromatogramas), o que confirmou a suposicdo de que a alteracdo da fonte de carbono no meio
de cultivo em batelada resultaria na sintese de diferentes carotenoides. NELIS & DE

LEENGHER (1989) afirmaram que carotenoides sintetizados por microrganismos nao-
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fototroficos podem variar de acordo com a natureza do substrato (hidrocarbdnico ou néo)
utilizado no meio de crescimento. Com isso, 0 cromatograma dos carotenoides sintetizados
em meio comercial em batelada, mostra que nesta condicdo, a levedura provavelmente
sintetizou um maior nimero de pigmentos, ja que os picos 1, 2, 3, 4, 5, 6 e 8 aparecem
exclusivamente neste caso, enquanto que no cromatograma dos carotenoides sintetizados em
meio com residuos agroindustriais, somente o pico 1 apresenta semelhanca a Figura 31, sendo
0 carotenoide majoritéario, quantificado por analise semiquantitativa, levando em consideracao
a area, com 85 % e 30 % de all-trans-B-caroteno, respectivamente.

Resultados similires foram relatados por FU et al. (2013), que observaram alteracGes
das quantidades proporcionais entre os carotenoides com a mudanca da quantidade e da
qualidade da luminosidade.

Trés carotenoides foram detectados por HPLC (Figura 32 e Figura 33), e 3
carotenoides foram identificados com base nas informagdes combinadas a partir da elui¢do
cromatografica sobre uma coluna Csp, caracteristicas de UV-VIS e espectros de massa
(Tabela 22 e 23) das amostras em batelada alimentada com meio comercial (Figura 32) e com

meio com residuo agroindustrial (Figura 33), respectivamente.

Figura 32 - Cromatogramas obtidos por HPLC-DAD dos carotenoides por processo em

Batelada Alimentada com meio comercial.
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Tabela 22 — Composicdo dos carotenoides obtidos por Sporidiobolus salmonicolor do

processo em batelada alimentada com meio comercial conforme cromatograma da Figura 32.

NGMero Tempo de _ Quantificacdo [M+H]+ MS/MS
do pico re(ter]g;ao Améax (nm) Composicdo  por area (%) (m/z)  (+) (m/z)
min
1 421/450/  all-trans-B- 55,2
33,91 476 caroteno 537 399/ 444
2 4221442/ 9-cis-pB- 10,4
36,12 473 caroteno 537 399/ 444
3 435/458/  all-trans-y- 26,1
50,85 493 caroteno 537 499 / 368

Figura 33 - Cromatogramas obtidos por HPLC-DAD dos carotenoides por processo em

Resposta do detector (mAU)
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Batelada Alimentada com meio agroindustrial.
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Nas Figuras 32 e 33 é possivel observar que ndo houve diferenca entre o0s

cromatogramas, mesmo utilizando diferentes meios de bioproducdo em processo batelada

alimentada, obtendo o carotenoide majoritario all-trans-p-caroteno (55 %) e all-trans-y-

caroteno (49 %), respectivamente.

Resultado similar a CHAGAS et al. 2015 avaliaram o

crescimento da microalga Dunaliella tertiolecta pela biofixacdo de CO, liberado pela

producdo de cerveja, onde se variou 0 tipo e a quantidade de CO, produzida pelas

fermentacdes, através da quantidade de dextrose e o tempo de cultivo. Obtendo-se em todos

os cultivos o mesmo perfil de carotenoides representando cerca de 46,7+2,0% de leteina,
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22,5+1,6% de B-caroteno, 9,50+0,66% de zeaxantina, 1,10+0,16% de a-caroteno e 20,2+3,0%

para outros.

Tabela 23 — Composicdo dos carotenoides obtidos por Sporidiobolus salmonicolor do
processo em batelada alimentada com meio com residuos agroindustriais conforme

cromatograma da Figura 33.

Quantifica [M+H MS/
¢ao por ]+ MS

Ntmero do - Tempo de retengdo Amax (nm) Composicdo area (%) (m/z) (+)

pico (min)

(m/z)

1 421/450/  all-trans-pB- 25,5 399/
33,89 476 caroteno 537 444

9 422 ] 442/ 9-cis-- 1,82 399/
36,44 473 caroteno 537 444

3 435/458/  all-trans-y- 48,8 499/
50,85 493 caroteno 537 368

Nove carotenoides foram detectados por HPLC (Figuras 34 e 35), sendo que 8
carotenoides foram identificados com base nas informacgdes combinadas a partir da elui¢do
cromatografica sobre uma coluna Csp, caracteristicas de UV-VIS e espectros de massa
(Tabela 24 e 25) das amostras em sistema semicontinuo com meio comercial (Figura 34) e

com meio com residuo agroindustrial (Figura 35), respectivamente.

Figura 34 - Cromatogramas obtidos por HPLC-DAD dos carotenoides por processo em

Semicontinuo com meio comercial.
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Tabela 24 — Composicdo dos carotenoides obtidos por Sporidiobolus salmonicolor do

processo semicontinuo com meio comercial conforme cromatograma da Figura 34.

NGMero Tempo de Amax Quantificacdo [M+H]+ MS/MS
do bi retencéo Composicéo por &rea (%) (m/z) (+) (M/2)
0 pico . (nm)
(min)
1 all-trans-p-apo- 1,2
7,64 418 12’ -caroteno 351 333
2 all-trans-p-apo- 0,5
10,07 428 10"-caroteno 377 -
3 all-trans-p-apo-8'- 0,4
18,09 441 caroteno - -
4 422 /450 all-trans-p3- 3,8
22,5 1 475 criptoxantina 553  535/461
5 25,92 459 no identificado 1.9 - -
5 400/ 427 all-trans-a- 4,7
26,66 / 452 zeacaroteno 539 455
332 /420 2,7
7 /443 /
28,69 473 15-cis-p-caroteno 537 444
3 421 /450 all-trans-f3- 83,2
35,14 / 476 caroteno 537 399/444
9 422 | 442 0,6
37,34 | 473 9-cis-p-caroteno 537 399/ 444

Resposta do detector (mAU)

Figura 35 - Cromatogramas obtidos por HPLC-DAD dos carotenoides por processo em
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Tabela 25 — Composicdo dos carotenoides obtidos por Sporidiobolus salmonicolor do
processo semicontinuo com meio com residuos agroindustriais conforme cromatograma da

Figura 35.

Tempo de Quantificacdo [M+H]+ MS/MS

Igumgro retencao hmax Composicao por area (%) (m/z)  (+) (m/z)
0 pico . (nm)
(min)
1 all-trans-p-apo- 1,8
7,32 418 12 -caroteno 351 333
2 all-trans-p-apo- 0,7
9,61 428 10"-caroteno 377 -
3 all-trans-p-apo- 0,6
18,09 440 8 -caroteno - -
4 422 /450 all-trans-p3- 4,89
21,42 1 475 criptoxantina 553 535/ 461
5 23,1 459 ndo identificado 15 - -
5 400 / 427 all-trans-a- 4,2
25,4 / 452 zeacaroteno 539 455
3321420 3,7
7 /444 |
27,3 473 15-cis-p-caroteno 537 444
8 421 /450 all-trans-f3- 81,1
33,87 | 476 caroteno 537 399/ 444
9 422 | 442 0,8
36,11 / 473 9-cis-B-caroteno 537 399 / 444

Nas Figuras 34 e 351 é possivel observar que ndao houve diferenca entre 0s
cromatogramas, mesmo utilizando diferentes meios de bioproducdo em processo
semicontinuo, obtendo o carotenoide majoritario all-trans-p-caroteno (83 % e 81 %),
respectivamente. UBEDA (2008) estudou a capacidade da bactéria Kocuria rhizophila de
sintetizar carotenoides quando submetida ao crescimento em meio de cultivo contendo
diferentes fontes de carbono: soltvel (sacarose) ou insolivel (6leo de soja). Observou que
existiu diferenca entre meios de producdo e os carotenoides identificados, onde o meio de
cultivo contendo sacarose mostra-se que a bactéria provalvelmente sintetizou um maior
namero de pigmentos.

Conclui-se através das Tabelas 20 a 25 e as Figuras 30 a 35 que o processo utilizado e
0 meio de bioproducdo de carotenoides interfere diretamente na producdo de diferentes
compostos, porém observou-se que o carotenoide majoritario em ambos 0s processos € o B-
caroteno com suas derivacgdes.

Os espectros UV-Vis obtidos para cada um dos carotenoides extraidos forneceram

importantes informacdes a respeito da estrutura fina qualitativa, apesar de ndo terem sido
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suficientes para uma identificacdo quantitativa conclusiva, onde a espectrometria de massas

apresentou interferentes.

5. CONCLUSOES

A seguir sdo apresentadas as principais conclusdes deste trabalho:

1. Ao correlacionar a producdo de carotenoides em processo de batelada alimentada e
semicontinuo empregando meio comercial (80 g/L de glicerina, 5 g/L de extrato de malte e
15 g/L de peptona), verifica-se uma maior concentragdo de carotenoides totais (4400 pg/L)
em batelada alimentada, sendo 1,5 % superior ao atingido pelo sistema semicontinuo (4376
ug/L) com corte de 50 % (V/v).

2. No processo em batelada alimentada observa-se que ndo existe diferenca significativa no
uso de diferentes volumes de alimentacdo para bioproducéo de carotenoides, ou seja, pode-se
utilizar volumes diferentes ou equivaléncia da concentracdo das matérias-primas num mesmo
volume de alimentacdo, que o resultado ndo varia estatisticamente.

3. A maxima producdo de carotenoides em sistema semicontinuo foi de 7388 pg/L em 288 h,
com corte de 50 % a cada 96 h, ao utilizar meio otimizado a base de residuos agroindustriais
(80 g/L de AMM, 80 g/L de glicerol bruto e 20 g/L de APA), demonstrando um incremento
de aproximadamente 55 % na concentracdo quando comparado ao processo de batelada
alimentada (4753 ug/L em 96 h).

4. O processo semicontinuo apresenta-se como uma alternativa para o aumento da
bioproducéo de carotenoides em biorreator, sendo obtida uma produtividade em células (Px)
de 0,104 g/L.h e em carotenoides totais de 41,4 pg/L.h, com velocidade especifica maxima de
crescimento (uméx) para S. salmonicolor igual 0,08 h™.

5. No processo semicontinuo apos o terceiro corte a bioproducdo de carotenoides reduziu
devido a possiveis inibidores produzidos pelos microrganismos.

6. O controle do pH ao longo da bioproducdo de carotenoides ndo apresenta diferenca
significativa no processo que utiliza meio comercial, porém no caso do meio a base de
residuos agroindustriais, o controle do pH em 4,0 apresentou uma queda de aproximadamente

40 % na producéo de carotenoides quando comparado ao processo sem controle de pH.
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7. O processo utilizado (batelada, batelada alimentada e semicontinuo) e o meio de
bioproducéo (comercial ou com residuos agroindustriais) interferem diretamente na producdo
e identificacdo dos carotenoides produzidos por Sporodiobolus salmonicolor. O carotenoide
majoritario em ambos 0s processos € o all-trans-p-caroteno, com 85 %, 45 % e 83 %,
respectivamente para o meio comercial e com 30 %, 49 % e 81 %, respectivamente para 0
meio com res’iduos agroindustriais.

8. A producéo de carotenoides, usando como meio os residuos agroindustriais, torna-se uma
alternativa para o aproveitamento do glicerol bruto, residuo da indistria de biodiesel,
substrato rico em carbono, de baixo custo e abundante no Brasil, e também de agua de

maceracgdo de milho e de agua de parboilizacdo de arroz.

6. SUGESTOES DE TRABALHOS FUTUROS

Através da experiéncia adquirida neste trabalho acerca da bioproducéo de carotenoides

em biorreator, podem-se sugerir alguns temas para trabalhos futuros:

1. Realizar bioproducao com alteracfes no pH durante as fases de bioproducéo;

2. Realizar a quantificacdo dos carotenoides nos trés sistemas de bioproducao;

3. Avaliar os efeitos da luminosidade sobre o crescimento celular da levedura S. salmonicolor
(CBS 2636) e producao de carotenoides;

4. Modelagem matematica do processo otimizado;

5. Realizar o microencapsulamento dos carotenoides produzidos.
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Tabela 26 — Cinética da bioproducdo de carotenoides, biomassa da levedura Sporidiobolus

salmonicolor, evolucdo do pH e consumo de carbono organico total, nitrogénio e glicerol

para Ensaio 1 em batelada alimentada com residuo agroindustrial.

Tempo Biomassa pH Carotendides Totais  Carbono Organico Nitrogénio  Glicerol

(h) (g/L) (Mg/L) Total (g/L) Total (g/L) (o/L)

0 0,39 4,07 109 32,9 0,953 62,8
24 1,15 6,68 285 30,6 0,864 59,9
24' 0,97 5,91 197 34,3 0,970 66,93
36 1,95 6,80 746 28,9 0,717 45,7
36' 1,52 6,03 665 32,3 0,822 52,75
48 2,47 6,95 1032 27,4 0,686 39,9
48' 1,98 6,21 881 31,0 0,789 46,96
60 3,98 7,05 2101 24,9 0,581 31,4
60' 3,06 6,38 1848 28,7 0,690 38,42
72 4,90 7,04 2550 22,5 0,426 25,7
72 411 6,51 2232 26,2 0,532 32,79
84 6,59 7,00 3612 22,2 0,338 22,8
84' 5,51 6,43 3106 25,6 0,445 29,80
96 7,66 6,99 4753 20,1 0,302 17,1
96' 6,97 6,45 4187 23,6 0,406 24,14
108 7,78 6,97 4671 19,5 0,287 16,9
108! 7,02 6,42 4091 22,9 0,395 23,97
120 7,81 6,96 4615 18,9 0,272 16,6
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Tabela 27 — Cinética da bioproducdo de carotenoides, biomassa da levedura Sporidiobolus

salmonicolor, evolugdo do pH e consumo de carbono organico total, nitrogénio e glicerol

para o Ensaio 2 em batelada alimentada com residuo agroindustrial.

Tempo Biomassa pH Carotenoides Totais  Carbono Organico Nitrogénio  Glicerol

(h) (g/L) (Mg/L) Total (g/L) Total (g/L) (o/L)

0 0,4 4,02 111 33,5 0,949 61,3
24 1,4 6,61 672 31,0 0,921 57,1
24' 0,9 5,97 614 33,5 0,991 61,8
36 1,5 7,1 698 30,5 0,892 51,4
36' 1,1 6,34 642 33,2 0,954 56,2
48 1,9 7,42 843 28,1 0,854 45,7
48' 1,6 6,91 792 30,7 0,926 50,4
60 2,2 7,74 975 27,0 0,795 42,8
60' 1,8 7,12 918 30,0 0,867 47,5
72 3,0 7,56 1576 25,1 0,753 40,0
72' 2.4 6,87 1524 27,4 0,819 44,7
84 3,9 7,35 2192 23,7 0,700 34,3
84' 3,2 6,89 1952 26,2 0,779 39,0
96 5,2 7,02 3306 23,0 0,529 25,7
96' 4,8 6,53 2930 25,5 0,596 30,7
108 5,7 6,99 3071 22,6 0,507 24,1
108’ 5,1 6,51 2859 24,9 0,576 29,1
120 6,0 6,95 2924 22,4 0,493 22,4
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Tabela 28 — Cinética da bioproducdo de carotenoides, biomassa da levedura Sporidiobolus
salmonicolor, evolucdo do pH e consumo de carbono organico total, nitrogénio e glicerol

para o Ensaio 3 em batelada alimentada com residuo agroindustrial.

Tempo Biomassa pH Carotenoides Totais  Carbono Organico Nitrogénio  Glicerol

(h) (g/L) (ng/L) Total (g/L) Total (g/L) (o/L)
0 0,36 4,09 108 35,6 0,913 56,4
24 1,2 6,68 572 32,8 0,849 45,7
24 1,0 6,43 541 37,7 0,990 55,2
36 1,4 6,97 769 32,0 0,824 42,8
36' 1,2 6,72 743 27,2 0,964 51,9
48 1,9 6,99 849 31,0 0,798 40,0
48' 1,6 6,81 816 35,2 0,945 49,4
60 2,8 7 1224 30,6 0,635 37,1
60' 2,4 6,76 1198 35,2 0,779 46,2
72 3,0 7,25 1267 30,3 0,605 34,3
72' 2,6 7,02 1217 34,9 0,752 43,5
84 3,8 7,23 1518 29,2 0,569 31,4
84' 3,5 7,03 1490 34,1 0,709 40,8
96 5,1 7,12 1894 28,4 0,537 28,5
96' 47 7 1878 32,5 0,685 38,3
108 5,6 7,10 1843 27,8 0,516 27,2
108’ 5,1 6,96 1827 32,4 0,658 36,4
120 5,9 7,07 1792 27,2 0,504 26,5

Tabela 29 — Cinética da bioproducdo de carotenoides para 0 Ensaio 2 em batelada alimentada
com diferente e igual volume de alimentacdo, porém com equivaléncia de matérias-primas

utilizando meio com residuo agroindustrial.

Tempo (h) Carotenoides Totais (ug/L) Carotenoides Totais (ug/L)
P 75 mL de Alimentacao 112,5 mL de Alimentacéo
0 111 114
24 672 653
36 698 707
48 843 852
60 975 961
72 1576 1548
84 2192 2212
96 3306 3294

108 3071 3011

120 2924 2918
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Tabela 30 — Cinética da bioproducéo de carotenoides para o Ensaio 3 em batelada alimentada
com diferente e igual volume de alimentagdo, porém com equivaléncia de matérias-primas

utilizando meio com residuo agroindustrial.

Tempo (h) Carotenoides Totais (ug/L) Carotenoides Totais (Mg/L)
P 150 mL de Alimentagdo 112,5 mL de Alimentagéo
0 109 105
24 572 566
36 768 763
48 849 852
60 1224 1230
72 1267 1257
84 1518 1522
96 1894 1879

108 1721 1717

120 1473 1469
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Tabela 31 - Cinética da bioproducdo de carotenoides, biomassa da levedura Sporidiobolus
salmonicolor, evolucdo do pH e consumo de carbono organico total, nitrogénio e glicerol

para 0 processo semicontinuo com meio comercial.

Tempo Biomassa pH  Carotendides  Carbono Organico  Nitrogénio  Glicerol

(h) (g/L) Totais (ug/L) Total (g/L) Total (g/L) (g/L)

0 0,32 4,05 135 31,5 0,932 59,6
24 1,2 7,50 880 32,9 0,934 57,1
48 2,1 7,40 1778 31,7 0,812 48,5
72 2,3 6,27 2099 31,0 0,689 40,0
96 3,4 5,29 2543 28,0 0,548 34,3
97 1,6 4,17 1347 447 1,172 74,2
120 49 4,78 2544 44,5 0,924 51,4
144 6,3 6,59 2755 42,8 0,875 42,8
168 7,9 5,13 3071 39,8 0,798 34,3
192 9,0 4,56 3212 38,4 0,615 31,4
193 4,9 4,09 1614 55,2 1,275 65,7
216 10,9 3,86 3438 55,2 1,091 61,4
240 12,7 3,35 3916 52,9 0,869 45,7
264 15,8 3,02 4376 46,0 0,604 31,4
288 15,5 3,03 4224 44,9 0,543 30,0
289 7,6 3,54 2053 62,6 1,137 61,4
312 16,5 3,79 3995 61,2 1,019 57,1
336 17,7 5,87 3166 60,0 0,854 45,7
360 18,1 4,60 2668 58,4 0,732 31,4
384 18,7 4,85 2325 56,2 0,68 22,8
385 9,8 4,68 1191 73,6 1,254 57,1
408 18,9 4,64 2103 72,7 1,156 54,2
432 19,8 4,61 2007 70,7 0,893 42,8
456 20,1 4,54 1933 69,6 0,805 25,7

480 20,9 4,52 1871 67,8 0,664 20,0
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Tabela 32 - Cinética da bioproducdo de carotenoides, biomassa da levedura Sporidiobolus
salmonicolor, evolugdo do pH e consumo de carbono organico total, nitrogénio e glicerol

para 0 processo semicontinuo com meio agroindustrial.

Tempo Biomassa pH  Carotendides  Carbono Organico  Nitrogénio  Glicerol

(h) (g/L) Totais (ug/L) Total (g/L) Total (g/L) (g/L)

0 0,42 4,07 129 34,6 0,921 60,7
24 2,9 6,68 914 32,9 0,839 51,4
48 4,2 6,7 2098 30,9 0,678 42,8
72 5,8 6,63 2582 29,3 0,527 34,3
96 6,2 6,52 3106 26,1 0,486 28,5
97 3,1 4,81 1505 43,1 1,062 57,1
120 6,6 57 2105 42,6 0,962 54,2
144 9,6 6,2 3455 39,7 0,753 42,8
168 12,4 6,54 4349 37,1 0,566 28,5
192 13,5 6,48 4771 35,7 0,495 25,7
193 7,5 4,75 2488 52,9 1,052 60,0
216 13,8 6,98 4063 52,8 0,971 55,7
240 19,8 6,72 5945 49,8 0,7 45,7
264 21,6 6,51 6575 46,1 0,647 31,4
288 23,0 6,51 7388 43,0 0,421 21,4
289 12,3 4,81 3528 62,0 1,091 57,1
312 23,6 7,49 7067 61,8 0,98 51,4
336 24,9 8,23 6877 58,7 0,801 40,0
360 25,3 8,37 6471 55,7 0,712 25,7
384 27,7 8,75 5247 51,9 0,513 17,1
385 12,9 5,12 2694 73,2 1,159 54,2
408 26,0 8,81 4866 71,4 0,989 48,5
432 26,9 8,89 4454 69,0 0,739 37,1
456 27,4 8,89 3973 65,7 0,587 20,0

480 28,5 8,92 3741 64,5 0,522 14,3
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Figura 36 - Linearizagdo do crescimento celular da levedura Sporidiobolus salmonicolor

(CBS 2636) no Ensaio 1 (a) e no Ensaio 2 (b) em batelada alimentada com residuo

agroindustrial.
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Figura 37 - Linearizacao do crescimento celular da levedura Sporidiobolus salmonicolor

(CBS 2636) no Ensaio 3 em batelada alimentada com residuo agroindustrial.
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Figura 38 - Linearizagdo do crescimento celular da levedura Sporidiobolus salmonicolor

In(X)

(CBS 2636) no processo semicontinuo com meio comercial.
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Figura 39 - Linearizagdo do crescimento celular da levedura Sporidiobolus salmonicolor

In(X)

(CBS 2636) no processo semicontinuo com meio agroindustrial.
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Figura 40 - Determinagéo do fator de conversao Y x;s com base em glicerol para o Ensaio 1(a)
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Figura 41 - Determinacéo do fator de conversdo Y x;scom base em glicerol para o Ensaio 3
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Figura 42 - Determinacédo do fator de conversédo Y x;s com base em glicerol para o processo

semicontinuo com meio comercial.
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Figura 43 - Determinacédo do fator de conversdo Y x;s com base em glicerol para o processo

semicontinuo com meio agroindustrial.
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Figura 44 - Determinagéo do fator de conversao Yps com base em glicerol para o Ensaio 1(a)

e para o Ensaio 2 (b) em batelada alimentada com residuo agroindustrial.

5000 -+
4500 A
4000 A
3500 -
3000 -+
2500 -
2000 -
1500 ~

Carotenoides (ug/L)

1000 -
500 A

y =-101,41x + 58846
R?=0,8997

Glicerol (g/L)

(a)

Carotenoides (ug/L)

3500

3000 -+

2500 -

2000 -

1500 ~

1000 -

500 A

* y =-80,863x + 4910,1
R?=10,9322

20 40 60 80
Glicerol (g/L)

(b)

Figura 45 - Determinacédo do fator de conversdo Yp;s com base em glicerol para o Ensaio 3
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Figura 46 - Determinacédo do fator de converséo Yps com base em glicerol para o processo
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Figura 47 - Determinacéo do fator de conversdo Yp;s com base em glicerol para o processo
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Figura 48 - Determinacédo do fator de converséo Y xscom base em COT para o Ensaio 1(a) e

para o Ensaio 2 (b) em batelada alimentada com residuo agroindustrial.
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Figura 49 - Determinacédo do fator de conversdo Y x;scom base em COT para 0 Ensaio 3 em

batelada alimentada com residuo agroindustrial.
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Figura 50 - Determinacédo do fator de converséo Y xscom base em COT para 0 processo

semicontinuo com meio comercial.
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Figura 51 - Determinacédo do fator de conversédo Y x;s com base em COT para 0 processo

semicontinuo com meio agroindustrial.
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Figura 52 - Determinacédo do fator de converséo Yps com base em COT para o Ensaio 1(a) e
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Figura 53 - Determinacédo do fator de converséo Yp;s com base em COT para o Ensaio 3 em
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Figura 54 - Determinacédo do fator de converséo Yps com base em COT para 0 processo

semicontinuo com meio comercial.
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Figura 55 - Determinacédo do fator de conversdo Yp;s com base em COT para 0 processo

semicontinuo com meio agroindustrial.
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Figura 56 - Determinacédo do fator de converséo Y x;s com base em nitrogénio total para o

Ensaio 1 (a) e para o Ensaio 2 (b) em batelada alimentada com residuo agroindustrial.
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Figura 57 - Determinacédo do fator de conversédo Y x;s com base em nitrogénio total para o

Ensaio 3 em batelada alimentada com residuo agroindustrial.
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Figura 58 - Determinacédo do fator de converséo Y x;s com base em nitrogénio total para o

processo semicontinuo com meio comercial.
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Figura 59 - Determinacédo do fator de conversédo Y x;s com base em nitrogénio total para o

processo semicontinuo com meio agroindustrial.
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Figura 60 - Determinagédo do fator de conversdo Yps com base em nitrogénio total para o

Ensaio 1 (a) e para o Ensaio 2 (b) em batelada alimentada com residuo agroindustrial.

5000 -
4500 A
4000 A
3500 -
3000 -
2500 -
2000 -
1500 +
1000 +

500 -

Carotenoides (ug/L)

y =-7165,1x + 6335,2
R?=0,9392

05 1 1.5
Nitrogénio Total (g/L)

(a)

3500

3000

2500

2000 -

1500

1000

Carotenoides (ug/L)

500 A

y =-6460,1x + 6412,8

R?=0,9622

Nitrogénio Total (g/L)

0,5

(b)

Figura 61 - Determinacédo do fator de conversdo Yp;s com base em nitrogénio total para o
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Figura 62 - Determinacéo do fator de converséo Yp;s com base em nitrogénio total para o
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