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RESUMO

A producdo biotecnologica de carotenoides resulta em produtos seguros para
aplicacdo em alimentos, sendo considerados produtos naturais, além disso é possivel
controlar a producédo independente da matéria prima, estacdo do ano, de condicdes
ambientais e permite a utilizacdo de substratos de baixo custo, tais como residuos
agroindustriais. Assim, este trabalho teve por objetivo a obtencéo de carotenoides por
Phaffia rhodozyma Y-17268 utilizando substratos agroindustriais (Agua de maceragao
de milho- AMM, agua de parboilizacdo de arroz- APA, hidrolisado de levedura-
Prodex® e glicerol bruto) em frascos agitados, biorreator batelada simples e
alimentada. Inicialmente avaliou-se os efeitos da composi¢cdo do meio de cultivo em
frascos agitados, e das condi¢cdes operacionais (agitacdo e aeracdo) em biorreator
batelada simples empregando metodologia de planejamento de experimentos, e
posteriormente em sistema batelada alimentada avaliando-se o volume de
alimentacdo em tempos intermitentes (50, 75, 112,5 e 150 mL a cada 12 h). Nos
sistemas foram avaliados parametros cinéticos (consumo de substratos, producao
celular e de carotenoides) e estequiométricos (produtividade de carotenoides e célula,
velocidade especifica de crescimento e os fatores de conversdo de substrato em
carotenoides e células). Um planejamento fatorial completo 22 permitiu a otimizacdo
da producédo de carotenoides em frascos agitados onde a maxima concentracdo de
carotenoides especificos foi de 335,7 ug/g em meio composto por 100 g/L de AMM,
100 g/L de glicerol e 20 g/L de APA, 25°C, 180 rpm, 96 h e pH inicial de 4,0. No
sistema biorreator batelada simples e batelada alimentada a maxima producédo de
carotenoides especificos foram de 638,79 ug/g e 835,34 ug/g, utilizando 1,5 vwm de
aeracdo e 250 rpm de agitacdo em meio composto por 100 g/L de AMM, 100 g/L de
glicerol e 20 g/L de APA, 25°C, 96 h, pH inicial de 4,0 e na batelada alimentada foi
adicionado 75 mL de meio a cada 12 h, respetivamente. O sistema em biorreator em
batelada alimentada foi eficiente quando comparado aos demais sistemas estudados,
apresentando uma producao 87% e 175% maior em relacdo a batelada simples e aos
frascos agitados, respectivamente, se tratando de carotenoides totais, quanto aos
especificos, o incremento foi de 32% e 149% em relacdo a batelada simples e frascos
agitados, respectivamente. Os carotenoides identificados foram (-caroteno e y-
caroteno, sendo o 3-caroteno o0 composto majoritario, representando juntamente com
seus isébmeros cis e trans em média 95%. Dessa forma, a utilizacdo do sistema
batelada alimentada foi uma estratégia eficiente de aumento de escala pois ocasionou
um incremento na bioproducdo de carotenoides. Além disso, 0 uso de residuos
agroindustrais torna o processo economicamente viavel e industrialmente praticavel.

Palavras-chave: Carotenoides. Biorreator. Residuos agroindustriais. Batelada
alimentada.



ABSTRACT

The biotechnological production of carotenoids results in safe products for food
application, being considered as natural products, in addition it is possible to control
the independent production of the raw material, season of environmental conditions
and allows the use of substrates of low cost, such as agro-industrial waste. Thus, this
study aimed to obtain carotenoids from Phaffia rhodozyma Y-17268 using agro-
industrial substrates (corn steep liquor - CSL, rice parboiling water — RPW, hydrolyzate
yeast - Prodex® and crude glycerol) in shaken flasks, batch and fed-batch in
bioreactor. Initially the effects of the composition of the culture medium on shaken
flasks, and the operational conditions (agitation and aeration) in simple bioreactor
using experiment planning methodology were evaluated and afterwards the feeding
volume in intermittent times (75, 112,5 150 and 50 mL every 12 hours). Kinetic
parameters (substrate consumption, cell and carotenoid production) and stoichiometric
parameters (carotenoid and cell productivity, specific growth rate, and carotenoid and
cell conversion factors) were evaluated in the systems. A complete 22 factorial design
allowed the carotenoids production optimization in shaken flasks being the maximum
specific carotenoids concentration (335,7 pg/g) obtained in medium composed by
100 g/L of CSL, 100 g/L of glycerol and 20 g/L of RPW and 25°C, 180 rpm, 96 h, initial
pH 4,0). In simple and fed batch bioreactor system the maximum production of specific
carotenoids were 638,79 ug/g and 835,34 ug/g, using 1,5 vwvm of aeration and 250 rpm
of agitation in medium composed 100 g/L of CSL, 100 g/L of glycerol and 20 g/L of
RPW and 25°C, 180 rpm, 96 h, initial pH 4,0, and in the fed batch was added 75 ml of
medium every 12 h, respectively. The system bioreactor in fed-batch was efficient
when compared to other systems studied, with a production 87% and 175% higher
than in simple batch and shake flasks, respectively, in the case of total carotenoids, as
to the specific, the increase was of 32% and 149% in relation to the simple batch and
shaken flasks, respectively. The carotenoids identified were [(-carotene and y-
carotene, with B-carotene being the major compound, together with its cis and trans
isomers on average 95%. Thus, the use of the fed batch system was an efficient scale-
up strategy because it caused an increase in the bioproduction of carotenoids. In
addition, the use of agro industrial wastes makes the process economically viable and
industrially feasible.

Keywords: Carotenoids. Bioreactor. Agro-industrial wastes. Fed-batch.
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1 INTRODUCAO

A vasta aplicabilidade dos carotenoides, resultam no aumento de sua demanda
pelas industrias de alimentos, cosméticos e farmacos, cujo mercado mundial foi
avaliado em 1,2 bilhées em 2010, com uma expectativa de crescimento para 1,4
bilhGes em 2018 com uma taxa composta de crescimento anual de 2.3%. O [3-caroteno
€ o carotenoide de maior consumo, com um valor de mercado de 261 milhdes de
dolares em 2010, apresentando um crescimento anual de 3,1%. Em seguida no
mercado de consumo encontram-se a luteina e astaxantina (BCC, 2015).0 que levou
a um maior interesse dos pesquisadores em descobrir novas fontes, processos e
técnicas que pudessem ser empregadas para intensificar o aumento da producéo
destes pigmentos por micro-organismos. Além disso, os carotenoides bioproduzidos
a partir de microalgas, bactérias, leveduras e fungos séo considerados naturais e 0s
obtidos por sintese quimica ou da extracao de algumas plantas, envolvem um grande
namero de reagdes complexas (FABREGAS et al., 2001; BHOSALE, 2004; HUI et al.,
2007; MATA-GOMEZ et al., 2014; CARDOSO et al., 2016).

Os carotenoides estdo amplamente distribuidos na natureza, mas mesmo
assim, em todo o mundo, o volume de producao é dominado pelos métodos sintéticos.
No entanto, o impacto negativo causado por compostos sintéticos em produtos
alimenticios, esta forcando as inddstrias a buscarem uma alternativa, e a producao
biotecnolégica vem sendo uma opcéo para esses mercados (MATTEA, MARTIN e
COCERO, 2008). Na ultima década, a aplicacao de produtos naturais em alimentos
tem ganhado interesse devido aos efeitos benéficos a salde que esses compostos
apresentam (URSACHE et al., 2018). Uma das caracteristicas mais importantes dos
carotenoides € sua habilidade de agir como antioxidante protegendo células e tecidos
dos radicais livres (MATA-GOMEZ et al., 2014). Sdo também precursores de vitamina
A, reduzindo o risco de doencas degenerativas e alguns tipos de cancer (PONKA, et
al., 2015; GRANADO-LORENCIO et al., 2017).

A producdo de carotenoides por micro-organismos, através dos processos
fermentativos, apresenta algumas vantagens: 0s pigmentos sintetizados séao
considerados naturais, alguns micro-organismos sao capazes de se desenvolver em
substratos de baixo custo, € necessario pequeno espago para a etapa de sintese, esta
nao se encontra sujeita a alteragdes climéticas e, além disso, as condi¢des de cultivo

podem ser manipuladas de forma a estimular a producdo de um carotenoide
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especifico. Desta forma, varios estudos estao direcionados a encontrar alternativas
que possam induzir a sintese de carotenoides e/ou aumentar a eficiéncia destes
sistemas biologicos de forma que eles sejam comercialmente viaveis (AUSICH, 1997;
BHOSALE, 2004; MATA-GOMEZ et al., 2014).

Para a producdo de biocompostos existem varios processos de obtencdo. Os
processos em batelada sdo os mais empregados, sendo também o mais seguro
qgquando se trata de contaminacdo, mas pode levar a baixos rendimentos. Os
processos em biorreator batelada alimentada sdo considerados eficientes e versateis
em termos de produtividade em células e biocompostos, além de ser interessante por
possibilitar a manutencéo da velocidade de crescimento em valores controlados, ja
gue a alimentac&o garante um controle das fontes necessarias ao crescimento, assim
minimizando os efeitos de inibicdo pelo substrato com potencial para a producédo de
carotenoides (SCHMIDELL et al., 2001).

Além disso, h& possibilidade, neste caso, de utilizar coprodutos agroindustriais
de baixo custo na bioproducéo de carotenoides como forma de reduzir os custos de
producdo e a emissdo destes subprodutos industriais e agroindustriais no ambiente,
considerando que estes sao ricos em aclUcares e matéria organica. No contexto
nacional, o Brasil é rico em subprodutos desta natureza o que facilita estes estudos.
Dentre esses, podem ser utilizados o soro de queijo (VALDUGA et al., 2009), mosto
de uva (BUZZINI e MARTINI, 1999), derivados do processamento da cana-de-acucar
(VALDUGA et al., 2008), do processamento de milho (VALDUGA et al., 2008; LOSS,
2009; HOFER et al., 2018); da producao de azeite de oliva (BORRONI et al., 2017),
da producdo de biodiesel (RIBEIRO, 2011; SAENGE et al.,, 2011, MACHADO e
BURKERT, 2014; CARDOSO et al., 2016) e da parboilizacdo de arroz (COLET et al.,
2015; COLET et al.,2017).

Sendo assim, o presente trabalho tem como objetivo produzir e caracterizar
carotenoides por Phaffia rhodozyma com residuos agroindustriais em frascos
agitados, em biorreator batelada e batelada alimentada, pelo desenvolvimento dos

seguintes objetivos especificos:

o Otimizar o meio de bioproducédo a base de residuos agroindustriais (dgua de
maceracdo de milho, agua de parboilizacdo de arroz e glicerol bruto) em frascos

agitados;
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o Avaliar a bioproducdo em biorreator batelada utilizando diferentes taxas de
aeracao e agitacao;

o Maximizar a bioprodugcdo em biorreator batelada através da utilizacdo da
melhor condi¢do de aeracéo e agitacao;

o Avaliar a bioprodugéo em batelada alimentada utilizando diferentes volumes de
alimentacao de substrato;

o Avaliar a variagao do pH ao longo da bioproducéo;

o Obter os parametros cinéticos e estequiométricos de crescimento, da
bioproducédo de carotenoides e de consumo de substrato nos sistemas batelada e
batelada alimentada;

o Identificar os carotenoides produzidos na melhor condicdo, através de HPLC-
DAD/MS-APCI.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

Neste capitulo serdo abordados aspectos gerais sobre carotenoides, suas
propriedades e funcdes, producéo biotecnolégica, além de fatores que influenciam a
sua producao. Serdo identificados também substratos alternativos de baixo custo que
podem ser utilizados na producédo biotecnoldgica de carotenoides e os sistemas de
producado disponiveis (batelada, batelada alimentada), bem como aspectos sobre a

recuperacao, identificacdo e caracterizacao dos carotenoides.

2.1 Carotenoides

Carotenoides sdo pigmentos lipossoluveis, sendo encontrados em fungos,
bactérias, tecidos de plantas verdes e também em animais (MEZZOMO e FERREIRA,
2016). Apresentam capacidade corante, que provem da presenca de uma longa série
de duplas ligacBes conjugadas, que € também responsavel por suas propriedades
antioxidantes (MACIAS-SANCHEZ et al., 2010).

Os pigmentos compreendem duas classes principais, 0s carotenos e as
xantofilas (Figura 1). Os carotenos consistem em hidrocarbonetos poliénicos ciclicos
ou lineares, enquanto as xantofilas sdo carotenos com pelo menos um atomo de
oxigénio funcional (-OH e =0O) em sua molécula e representam a grande maioria dos
carotenoides. Cada carotenoide consiste em diferentes isbmeros cis e trans. As
xantofilas, os derivados oxigenados dos carotenos (apenas hidrocarbonetos) sao

compostos relativamente hidrofilicos devido a presenca do grupo hidroxila (LA

FUENTE et al., 2006; GONG e BASSI, 2016).

Os carotenoides sdo os pigmentos mais difundidos na natureza, sendo 0s mais
importantes 3-caroteno, luteina e zeaxantina. Na literatura séo reportadas mais de 600
variantes estruturais desta familia de pigmentos, que se encontram em fontes naturais
(FILHO et al.,, 2008; AUSICH, 1997). Os carotenoides sao corantes naturais
responsaveis pelas cores vermelha, amarela e laranja, muito empregadas nas
industrias alimenticias, farmacéutica, de cosmeéticos e até mesmo de racdo animal
(RODRIGUES-AMAYA, KIMURA, AMAYA-FARFAN, 2008; ESTEBAN et al., 2015).

Alguns carotenoides primarios como a luteina servem como pigmentos

acessorios podendo transferir energia absorvida para clorofilas, expandindo assim, o
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espectro de absorcao de luz de algas ou plantas. Os carotenoides secundarios como
a astaxatina e a cantaxantina desempenham papel nos mecanismos de protecao
celular. Ao contrario dos carotenoides primarios que estdo associados a componentes
estruturais e funcionais, os secundarios sao produzidos a niveis elevados e séo
distribuidos em gotas oleosas. Eles funcionam para formar uma camada protetora
quando as células sdo submetidas a condi¢des de estresse. Alguns carotenoides sédo
encontrados em forma de éster, portanto a saponificacdo (etapa de extracdo com o
objetivo de remover clorofilas e lipidios para liberar carotenoides para uma melhor

andlise, livre de formas conjugadas) € necessaria ap0s a extracdo de pigmentos

(GONG e BASSI, 2016).

A saponificacdo também é utilizada para hidrélise de formas esterificadas de
carotenoides. As xantofilas esterificadas sdo menos solUveis em agua do que sua
forma livre, assim como os carotenos. A estabilidade dos carotenoides aumenta, visto
que, ésteres de xantofilas sdo mais estaveis do que carotenoides livres
(MERCADANTE et al., 2017).

Figura 1- Estrutura quimica dos pigmentos carotenoides.
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Fonte: LA FUENTE et al. (2006).
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2.1.1 Propriedades e fungdes dos carotenoides

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

Nas industrias de alimentos, o principal objetivo na utilizacdo dos carotenoides
€ colorir ou repor a cor dos alimentos perdida durante processamento ou
armazenamento, e uniformizar a coloracdo de alguns produtos, levando em
consideracdo que a cor é vista como um indicador de qualidade e consequente
aceitacdo do produto (MALDONADE et al., 2008; JANISZEWSKA-TURAK, 2017).
Além disso, uma das caracteristicas mais importantes dos carotenoides, é a sua
capacidade de atuar como antioxidante, protegendo células e tecidos da acao dos
radicais livres (SOWMYA; SACHINDRA, 2012; MATA-GOMEZ et al., 2014), precursor
de vitamina A, podendo diminuir o risco de doencas degenerativas, tipos especificos
de cancer e formacédo de catarata (RODRIGUEZ-AMAYA et al., 2008; PONKA et al.,
2015; GRANADO-LORENCIO et al., 2017; SEABRA e PEDROSA, 2010; GOTO et al.,
2015).

2.2 Producdo biotecnolégica de carotenoides

Varios micro-organismos tem a capacidade de produzir carotenoides tais como:
Halobacillus halophilus (OSAWA et al., 2010), Thermus thermophilus (TAKANO et al.,
2011), Phaffia rhodozyma devido as modernas técnicas de biologia molecular, essa
foi reclassificada e pode ser utilizada também a nomenclatura de Xanthophyllomyces
dendrorhous (WOZNIAK et al., 2011; MICHELON et al., 2012; SILVA et al., 2016),
Rhodotorula glutinis (TASKIN e ERDAL, 2011), Rhodotorula mucilaginosa (MOLINE
et al., 2010; YO et al.,, 2016), Sporobolomyces poonsookiae (SA et al., 2013),
Sporidiobolus pararoseus (VALDUGA et al., 2014), Sporidiobolus pararoseus isolada
do ecossistema sul-riograndense (MACHADO e BURKERT, 2014), Sporidiobolus
salmonicolor (COLET et al., 2015 ; COLET et al., 2017 ; VALDUGA et al., 2011).
Porém na literatura raros sdo 0S micro-organismos que sao investigados para

producdo em biorreator, destacam-se a Rhodobacter sphaeroides (NG et al., 2011),



19

Saccaromyces cerevisiae (YUAN et al., 2011), S. salmonicolor (COLET et al., 2015)
R. toluroides (DIAS et al., 2015) e R. glutinis (SAENGE et al., 2011).

A levedura Phaffia rhodozyma pertence a classe dos basideomicetos,
apresentando células vegetativas elipticas isoladas, podendo formar cadeias curtas
ou aos pares. Possui parede celular multicamada, com composi¢do polissacaridica
(MILLER et al., 1976). S&o micro-organismos aerébios facultativos formadores de
colénias vermelho alaranjadas (WAGNER, RAMBLA e LEGARRETA, 2008).

A levedura Phaffia rhodozyma se destaca na producao de carotenoides devido
a sua capacidade de assimilar diferentes fontes de carbono como substrato, possuir
um metabolismo heterotrofico com taxa de crescimento relativamente rapida,
habilidade de atingir alta densidade celular, além de ter sido certificada como GRAS

(generally recognized as safe) (SILVA et al., 2016).

2.2.1 Principais fatores que influenciam a producéo de carotenoides

A producao de carotenoides por micro-organismos € afetada por fatores fisicos
(temperatura, luminosidade, aeracdo, agitacdo e/ou teor de oxigénio) e pela
composicado do meio de cultivo (fonte de carbono e nitrogénio), os quais variam em
intensidade e concentracdo de acordo com as necessidades que cada micro-
organismo possui. Sendo assim, a mudanca nesses fatores pode influenciar positiva
ou negativamente a biossintese de pigmentos (BUZZINI et al., 2005; DAS et al., 2007).

A temperatura e o pH exercem influéncia no crescimento microbiano,
metabolismo e na viabilidade celular, causando alteragbes em muitas vias
biossintéticas, inclusive na carotenogénese (ZENI, 2009; MALISORN e
SUNTORNSUK, 2008). Na biossintese de carotenoides naturalmente ocorrem
mudancas do pH do meio de bioproducdo, como consequéncia do crescimento do
micro-organismo. De modo geral, em leveduras o pH do meio fermentativo decresce
nas primeiras 72 h de fermentacéo, seguido de uma elevacdo durante a fase intensa
de carotenogénese (COLET et al., 2015).

Hu et al. (2006) investigaram o efeito do pH no processo de producéo de
carotenoides pela levedura P. rhodozyma (X. dendrorhous), com meio de cultivo
contendo 80 g/L de glicose e 8 g/L de extrato de levedura, com cultivo em agitador

rotatério a 200 rpm, 20°C durante 7 dias, avaliando os pH iniciais de: 3,5; 4,0; 4,5; 5,0;
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5,5; 6,0 e 6,5. O pH adequado para o crescimento celular e producédo de astaxantina
especifica (1,52 mg/qg) foi de 6,0.

Hu et al. (2007) estudaram a bioproducdo de astaxantina pela levedura P.
rhodozyma (X. dendrorhous) em batelada alimentada com a estratégia de mudanca
do pH, em meio YM- Yeast Malt Extract- (10 g/L de glicose, 3 g/L de extratos de malte
e levedura e 5 g/L de peptona), sendo que a maxima concentracdo de astaxantina foi
de 39,47 mg/L em pH 5,0.

A temperatura também exerce influéncia na producdo celular e de
carotenoides. Aksu e Eren (2007) estudando a producédo de carotenoides com R.
glutinis, perceberam que a taxa de crescimento especifico (125 mg/L) da levedura
aumentou com a elevacdo da temperatura de 25°C para 30°C. A producdo de
carotenoides também foi influenciada pelo aumento da temperatura, onde até 30 °C
foi observado um crescimento acentuado na concentracdo de carotenoides totais.
Estes resultados também corroboram com os obtidos por Ramirez et al. (2001) na
producdo de astaxantina (810 pg/L) por P. rhodozyma (X. dendrorhous), onde a
temperatura (19,7°C) foi o fator que mais causou influéncia.

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

A aeracdo € um parametro importante, visto que, a carotenogénese € um
processo aerébico. Desse modo, o fluxo de ar no cultivo com leveduras é essencial
para a assimilacdo do substrato e consequente crescimento (MATA-GOMEZ et al.,
2014). Esse efeito foi estudado por Davioli et al. (2004) na utilizacdo da levedura S.
roseus, onde um aumento na aeragdo causou um incremento significativo
(aproximadamente 370%) na concentracéo de carotenoides. Em estudo realizado por
Liu et al. (2006), houve evidéncias de que o aumento da agitacao (200 para 250 rpm)
e a diminuicdo no volume de liquido (50 para 20 mL) ocasionaram elevagdao no
crescimento celular e produgéo de carotenoides (7,4 mg/L para 15,5 mg/L), sendo que
a mudanca na velocidade de agitacdo apresentou maiores efeitos no rendimento de

carotenoides nos maiores volumes de liquido.
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Maldonade et al. (2008) estudando a composicdo de carotenoides, das
leveduras isoladas no Brasil e cultivadas em meio YM, 200 rpm, 25°C por 5 dias, sem
iluminagdo, encontrou concentracdes de carotenoides totais de 881 ug/L para R.
glutinis, 594 ug/L para R. graminis-125, 590 ug/L para R. mucilaginosa-137, 545 ug/L
para R. mucilaginosa-135, 168 pg/L para R. minuta e 237 ug/L para Sporobolomyces
sp. Os principais pigmentos encontrados nestas linhagens foram toruleno e (-
caroteno, sendo o [3- caroteno predominante em R. graminis-125, R. glutinis e
Sporobolomyces sp., enquanto que o toruleno foi o carotenoide principal de R.
mucilaginosa.

A composicdo do meio de cultivo influencia na producgdo celular e de
carotenoides. A sacarose e a glicose sao as formas de carbono mais comumente
utilizadas na bioproducéo de carotenoides. Sutherland et al. (1996) verificaram que
concentracOes altas de glicose inibem a carotenogénese, enquanto que a sacarose,
maltose e celobiose foram os dissacarideos que produziram melhores resultados na
producgéo de astaxantina por P. rhodozyma (X. dendrorhous).

Em cultivo de S. salmonicolor CBS 2636 em frascos agitados, Valduga et al.
(2009b) verificaram que o teor de carotenoides totais e a producdo especifica
aumentaram com a elevacdo das concentracOes de glicose, extrato de malte e
peptona, obtendo o teor méximo de carotenoides totais de 1019 pg/L no ensaio com
40 g/L de glicose, 10 g/L de extrato de malte e 14 g/L de peptona. Valduga et al. (2008)
ao utilizarem substratos agroindustriais pré-tratados na bioproducdo por S.
salmonicolor, obtiveram um teor de carotenoides totais de 541,5 ug/L, com
concentracdes de melaco de cana-de-agucar de 10 g/L, agua de maceracao de milho
de 5 g/L e hidrolisado de levedura de 5 g/L.

Fontes de nitrogénio também afetam o crescimento e a pigmentacdo em P.
rhodozyma (X. dendrorhous). A peptona foi considerada melhor fonte de nitrogénio
para pigmentacao, entretanto, estudos relataram que o uso do extrato de leveduras
como fonte de nitrogénio aumentou a concentracdo de carotenoides totais (MEYER e
PREEZ, 1994).

A sintese dos carotenoides comeca no final da fase logaritmica seguindo para
a fase estacionaria. A presenca de uma fonte de carbono duravel é de extrema
importancia para a biossintese durante a fase estacionaria (RAMIREZ et al., 2006;
LATHA et al., 2005).
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O uso de substratos industriais de menor custo como fonte de nutrientes e a
adequacao das caracteristicas de meio de cultivo fazem com que esse processo se
torne industrialmente praticavel, reduzindo assim o custo de producéao (DAS et al.,
2007; BUZZINI et al., 2005). Ha também, relatos da utilizacdo de outros substratos
alternativos como melago (BHOSALE e GADRE, 2001; VALDUGA et al., 2008), soro
de queijo (FRENGOVA et al., 1994; AKSU e EREN, 2005; VALDUGA et al., 2009), o
mosto de uva (BUZZINI e MARTINI, 1999), derivados do processamento da cana-de-
acucar (FONTANA et al., 1996; VALDUGA et al., 2008) e glicerol (CARDOSO et al.,
2016).

O aumento na producao de biocombustiveis como fonte alternativa de energia
tem contribuido para a geracéo de residuos de glicerol. Estima-se que a cada ano, a
producdo de biodiesel aumentara em torno de 42% (STASIAK-ROSANSKA et al.,
2017). Dessa forma, destinar esse residuo para utilizacdo como substrato pode ajudar
a evitar um problema ambiental. Além disso, o glicerol tem se destacado por ser
considerado uma fonte de carbono altamente reduzida e assimilavel por bactérias e
leveduras sob condi¢cdes aerdbicas e anaerObicas para a obtencdo de energia
metabdlica, como regulador do potencial redox e para a reciclagem de fosfato
inorganico dentro da célula (ITO et al., 2005; CHENG et al., 2007).

Cardoso et al. (2016), em estudo de producéo de carotenoides da levedura S.
ruberrimus utilizando glicerol, obtiveram melhores resultados de concentracao
(0,51 g/L) e produtividade (0,0064 g/L h) de carotenoides quando glicerol bruto foi
utilizado como fonte de carbono, o que representou aumento de 27% e 1,5 vezes, em
relacédo ao glicerol comercial, respectivamente.

Outro substrato alternativo com potencial € a agua de maceracao de milho, um
coproduto do processamento de milho contendo 40% de sélidos totais, constitui uma
excelente fonte de nitrogénio, carboidratos, aminoacidos, peptideos, minerais, metais
vitaminas e fosfato, tornando-se um substrato favoravel aos processos fermentativos
se comparada ao extrato de levedura (meio sintético utilizado como fonte de
nitrogénio) (RIVAS et al., 2004; LIU et al., 2015).

Outro substrato alternativo com potencial para a producédo de biocompostos &
a agua de parboilizacdo de arroz. O Brasil € gerador de grande quantidade deste
residuo agroindustrial sendo em média 0,83 L de efluente por quilo de arroz em casca.
Este substrato contém grandes quantidades de substancias organicas e nutrientes
como nitrogénio e fosforo (FARIA et al., 2006; MUKHERJEE et al., 2016).



23

2.2.2 Sistemas de bioproducédo de carotenoides

A maioria dos processos biotecnologicos tém sido desenvolvidos em frascos
agitados e a utilizacdo industrial dependera da capacidade de ampliar esses
processos. Os biorreatores apresentam-se, assim, como uma alternativa ao
desenvolvimento dos bioprocessos pois fornecem um ambiente favoravel ao
crescimento dos micro-organismos (MANOWATTANA et al., 2018).

Quando se trata de bioproducdo em reatores, diversos sistemas podem ser
adotados: descontinuo (batelada), semi-continuo, descontinuo alimentado (batelada
alimentada) ou continuo. Os processos em batelada sdo os mais empregados para a
obtencdo de biocompostos, é o mais seguro quando se trata de contaminacdo, mas
pode levar a baixos rendimentos, pois algumas vezes, ha excesso de substrato no
processo que pode causar efeitos de inibicdo ou producdo de compostos secundarios
gue néo interessam ao processo. No entanto, o processo em batelada como a adicéo
de nutrientes é realizada em periodos intermitentes de cultivo, neste caso possui a
capacidade de controlar a concentracdo de substrato no biorreator, levando ao
acumulo de um produto especifico (desejado). No processo semicontinuo, tanto o
fluxo de entrada do meio no reator quando o de saida, sdo intermitentes. Quando se
trata de fermentacdo continua, h4 uma vazéo constante de alimentacdo de meio de
cultura e uma retirada continua do produto ja fermentado, esse processo pode ser
operado por longos periodos em estado estacionario, no entanto, nem sempre é
interessante de acordo com o produto de interesse (SCHMIDELL et al., 2001; LUNA-
FLORES et al., 2010).

2.2.3.1 Sistema batelada simples

Os processos descontinuos ou chamados de bateladas podem ser operadas
da seguinte maneira: no instante inicial o mosto preparado esterilizado no fermentador
€ inoculado com micro-organismos e incubado de maneira a permitir que a
fermentacao ocorra sob condi¢des controladas. No decorrer do processo fermentativo
nada € adicionado exceto oxigénio, no caso de processos aerébicos, antiespumante,
acido ou base para controle do pH. Ao final do processo fermentativo descarrega-se

a dorna e o meio fermentado segue para os tratamentos finais.
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A fermentacdo descontinua apresenta menores riscos de contaminagao
(quando comparados com processos continuos de fermentacao), grande flexibilidade
de operacédo, devido ao fato de poder utilizar os fermentadores para fabricacdo de
diferentes produtos, a possibilidade de realizar fases sucessivas no mesmo recipiente,
condicdo de controle mais estreito da estabilidade genética do micro-organismo,
assim como a capacidade de identificar todos os materiais relacionados quando se
estd desenvolvendo um determinado lote de produto (SCHMIDELL et al., 2001;
MATA-GOMEZ et al., 2014).

2.2.3.2 Sistema batelada alimentada

O sistema batelada alimentada € a técnica utilizada em processos microbianos
na qual um ou mais nutrientes sdo alimentados ao reator durante o cultivo enquanto
0s produtos permanecem no seu interior até o final do processo (SILVA et al., 2008).
Esse processo € utilizado com objetivo de superar os problemas para obtencdo de
carotenoides em relacéo a inibicdo da producédo pela concentracdo de substrato ou
por repressao catabdlica.

O principal propésito da batelada alimentada € controlar a concentracao do
substrato no meio de cultura. Para isso, faz-se necessario definir o tipo de nutriente a
ser disponibilizado e o modo de alimentagdo. A batelada alimentada pode ser dividida
em relacdo a velocidade de alimentacdo em: constante, exponencial e otimizada. Uma
boa estratégia para conducéo da fermentacdo em batelada alimentada com diversos
tipos de micro-organismos é a alimentacdo de substrato limitante na mesma
velocidade que este é utilizado pelo micro-organismo (MEARS et al., 2017).

A caracteristica basica dos processos microbianos em batelada alimentada é
gue as concentracdes de nutrientes alimentados no biorreator podem ser controladas
por mudancas na velocidade de alimentagéo. O uso do glicerol bruto foi estudado por
Saenge et al. (2011), como a Unica fonte de carbono para a producao de lipideos e
carotenoides pela levedura R. glutinis. A maior concentragéo de biomassa obtida em
8,5% de glicerol e propor¢céo de carbono/nitrogénio de 60, enquanto que para teores
de lipidios e producdo de carotenoides a concentracéo de glicerol foi de 9,5 % e a
relacdo C/N de 85. Em fermentacao em batelada alimentada, iniciada no meio da fase

exponencial e a cada 12 h para manter a concentracao de glicerol, foram adicionados
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50 mL de glicerol bruto até completar 48 h de fermentacdo. Uma maior producéo de
lipidios (6,05 g/L) e de carotenoides (135,25 mg/L) foram obtidos, comparando-se com
o cultivo em batelada convencional (producéo de carotenoides de 117,38 mg/L).

Colet et al. (2015), utilizando batelada alimentada na bioproducdo de
carotenoides de S. salmonicolor, obteve maxima concentracao de carotenoides totais
(4400 pg/L) em 96 horas de processo, com uma alimentacdo de 112,5 mL acada 12 h,
sendo que a primeira alimentacao foi feita com 24 h de processo. O rendimento na
batelada alimentada foi 29% maior do que o obtido em batelada simples.

Dessa forma, a op¢ao de conduzir a bioproducdo de carotenoides utilizando
batelada alimentada leva a uma melhoria na producdo do metabdlito de interesse,
fazendo com que esse tipo de processo resulte em um incremento na produtividade

final.

2.3 Recuperacao de biocompostos

Héa interesse comercial na bioproducédo industrial de carotenoides e por
metodologias de recuperacdo eficazes e de baixo custo, no entanto, as etapas de
recuperacdo e extracdo do produto ainda carecem de técnicas alternativas
principalmente em processos de produgcdo de carotenoides intracelular, visando a
otimizacdo da recuperacdo e, consequentemente contribuindo para a reducédo de
custos operacionais.

A parede celular é uma camada relativamente rigida presente nas células de
vegetais e micro-organismos como bactérias, algas, fungos e leveduras. Ela fornece
suporte osmoético e determina o formato da célula, além de estar relacionada a
sinalizacao celular, adesao e digestéo extracelular (MAGNELLI et al., 2005).

As leveduras sdo envolvidas por uma rigida parede celular, representando
cerca de 20 a 25% do peso seco da célula. Em uma grande parte das leveduras, a
parede celular consiste em 85 a 90% de polissacarideos e 10 a 15% de proteinas
(NGUYEN; FLEET e ROGERS, 1998). A maior parte dos carotenoides bioproduzidos
se encontram na parte interna das células, sendo assim para que os carotenoides
possam ser extraidos, essa parede devera ser eficazmente quebrada (MICHELON et
al., 2012).
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O processo de extracdo de carotenoides com solventes organicos é um dos
métodos mais utilizados (ZAGHDOUDI et al., 2015). Park et al. (2007) relataram que
a extracdo do carotenoide presente na parede celular do micro-organismo depende
da habilidade de permeabilizacdo do solvente através da parede celular e da
solubilidade dos carotenoides com o solvente utilizado. Porém, com o aumento da
restricdo ao uso de solventes, por vezes toxicos, o interesse dos consumidores por
produtos naturais, promoveu a busca por outros métodos de extracdo (SUN e
TEMELLI, 2006).

Michelon et al. (2012) comparou o efeito de diferentes técnicas de ruptura
celular (fisicos, quimicos, enzimaticos e métodos combinados) para extracdo de
carotenoides de Phaffia rhodozyma, obtendo melhores resultados (195,35ug/g) ao
empregar técnica combinada de maceracdo de biomassa congelada com terra
diatomécea e lise enzimética.

Outra técnica que pode ser empregada no rompimento celular € o sistema
ultrassénico, que consiste em um processo que utiliza energia das ondas
ultrassoénicas que séo transmitidas em frequéncia superior a da capacidade auditiva
humana (acima de 20 kHz). As ondas de ultrassom se propagam na matéria, criando
meios de compressao e expansao, fazendo com que as moléculas se afastem e se
aproximem (LUQUE-GARCIA e DE CASTRO, 2003; LUENGO et al., 2014). O
ultrassom aumenta a permeabilidade da parede celular, a producdo de cavitacao,
resultando em um forte estresse dinamico, e consequentemente o aumento do
estresse mecéanico das células, também chamado de friccdo interfacial. As ondas
ultrassonicas rompem as paredes celulares, aumentando a penetragdo do solvente e
0 contato entre as fases soluto/solvente e assim, facilitando a liberacdo dos extratos
(JACQUES et al., 2007; MA et al., 2008; SHIRSATH et al., 2012). Além disso, o
ultrassom pode ser utilizado para melhorar efetivamente a taxa de extracéo,
aumentando as taxas de transferéncia de massa e possivel ruptura da parede celular
devido a formacao de microcavidades levando a maiores rendimentos com tempos e
consumo de solventes reduzidos (SHIRSATH et al., 2012).

Em estudo de extracdo de carotenoides de X. dendrorhous, Urnau et al. (2017),
obteve teores maximos de recuperacdo 697 ug/g, em meio de bioproducao
empregando para ruptura celular o sistema ultrassénico (40 KHz, 56 min e 22°C), e

extragcdo com a mistura acetona: metanol (7:3, v/v).
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Silva (2009), avaliando ruptura celular da levedura P. rhodozyma, utilizando o
método de autdlise de células liofilizadas com dimetilsulfoxido (DMSO) e
homogeneizacdo em voOrtex obteve niveis maximos de recuperacdo de 538 pg/g de
carotenoides especificos.

Apo6s o rompimento celular, os carotenoides devem ser extraidos a partir da
célula microbiana. Como os carotenoides s&o lipossoluveis, geralmente sdo extraidos
com solventes organicos, como acetona, éter de petroleo, hexano, etanol (MENDES-
PINTO et al., 2010). A selecdo de um solvente é de extrema importancia para
obtencdo de extratos de boa qualidade e, além disso, ndo deve ser inflamavel, ndo
téxico e nao volatil. No entanto, até hoje, ndo tem se encontrado solvente com tais
caracteristicas (CAMARGO, 2010).

Alguns estudos tém testado a habilidade dos solventes para isolar carotenoides
de células microbianas. A maioria desses estudos estdo focados em testar a
recuperacdo de carotenoides utilizando apenas um solvente. Uma area que tem
recebido atencdo € a mistura sinérgica desses solventes, com o objetivo de uma
melhor extracdo (LIM et al., 2002). Monks et al. (2011) testaram mistura de acetona:
metanol (7:3 v/v), etanol: diclorometano (1:3 v/v) e etanol: acetato de etila (1:3 v/v),
obtendo melhores resultados para acetona: metanol, com um contetdo de
carotenoides de 2875,23 ug/L.

2.4 Caracterizacao de carotenoides

A instabilidade devido a presenca de luz, oxigénio e calor, pode dificultar a
identificacdo dos carotenoides. Os carotenoides de estrutura conhecida podem ser
conclusivamente identificados mediante, no minimo andlises cromatograficas,
espectro de absorcdo UV-Visivel (UV-Vis) e espectro de massas (MS). Algumas
derivatizacdes quimicas também podem ser usadas para confirmar a presenca e
namero de grupos funcionais em xantofilas, além da comparacgéo desses parametros
com padrbes auténticos (DELGADO-VARGAS e PAREDES-LOPEZ, 2003;
MERCADANTE, 2008; RODRIGUES et al., 2016).

Técnicas como a cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada aos
detectores de arranjo de diodos e espectrbmetro de massas (HPLC-DAD-MS)

fornecem, concomitantemente, informacfes a respeito do cromoéforo e do peso
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molecular de cada composto individualmente (FARIA et al.,, 2009; ZEPKA e
MERCADANTE, 2009). A identificacdo de carotenoides pode ser realizada pela
comparacdo dos tempos de retencdo e espectro de absorcdo dos picos
desconhecidos com a comparacao aos padrdes de referéncia. Para a quantificacao
dos carotenoides sé&o utilizadas curvas analiticas com solu¢6es padrédo dos compostos

na absor¢ao especifica maxima.

2.5 Considerac0Oes Finais

Apés as consideracBes apresentadas, verifica-se a importancia de se obter
carotenoides de fontes biotecnoldgicas e naturais, tendo em vista seu grande emprego
na area alimenticia e farmacéutica. Além disso, estratégias de reducdo de custos
através da utilizacdo de meios de menor custo tais como residuos agroindustriais e o
aumento da escala de produtividade.

Constatou-se a possibilidade do uso de residuos e subprodutos como fonte de
nutrientes na producéo de carotenoides, buscando a reducéo de custos de producéo
dos pigmentos. O glicerol apresenta-se como uma fonte de carbono menos
dispendiosa além de abundante, devido a sua geracdo como coproduto na producao
de biodiesel. Outras fontes de relevante importancia sdo a agua de maceracao de
milho e de parboilizacdo de arroz, considerando-se que o Brasil € grande produtor
desses cereais.

Os processos em biorreator, tanto batelada quanto batelada alimentada,
surgem para contribuir com a producdo de corantes através de micro-organismos
considerando a necessidade de reducdo de custos de producdo e aumento no

rendimento, buscando a equiparacéo da bioproducédo com a sintese quimica.

Dessa forma, o presente trabalho apresenta grande relevancia, visto que, a
producdo de corantes naturais € uma alternativa ao uso de compostos sintéticos,
bastante prejudiciais a saude. Além disso, nesse tipo de producéo € possivel utilizar
subprodutos agroindustriais como fonte de nutrientes, tornando o processo menos
dispendioso e sustentavel. O estudo de diferentes processos (batelada e batelada

alimentada) permite o scale-up do processo, o que o torna industrialmente praticavel.
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3 MATERIAL E METODOS

Neste capitulo serdo descritos os materiais e métodos utilizados, bem como
os procedimentos laboratoriais realizados durante a fase experimental deste trabalho,
relacionados a producdo de carotenoides por P. rhodozyma em frascos agitados,
biorreator batelada simples e alimentada utilizando residuos agroindustriais. Também
seréo detalhadas as etapas de identificacao e caracterizacdo dos carotenoides.

Primeiramente sera descrita a bioprodugcdo em frascos agitados e a
otimizacdo do meio de cultura com utilizacdo de residuos agroindustriais.
Posteriormente serdo avaliados os parametros agitacéo e aeracédo em biorreator, afim
de maximizar a bioproducao. Utilizando os valores 6timos de agitacdo e aeracao sera
realizada uma bioproducdo em processo batelada simples, onde serdo coletadas
amostras do meio a cada 12 h a fim de construir curva cinética e obter parametros
estequiométricos. Em seguida, com o intuito de obter maiores rendimentos, sera
realizada a bioproducdo em regime batelada alimentada, em que serdo utilizados
diferentes volumes de alimentacao (50, 75, 112,5 e 150 mL) objetivando o estudo de
consumo de substrato, producdo de biomassa e carotenoides, e da mesma forma,

construir curva cinética e obter parametros estequiométricos.

3.1 Micro-organismo e meio de cultura
3.1.1 Micro-organismo

A producéao de carotenoides foi realizada com a levedura Phaffia rhodozyma Y-
17268, gentilmente cedida pelo Laboratério de Engenharia de Bioprocessos da
FURG-Universidade Federal de Rio Grande.

3.1.2 Manutencéo e reativacéo da cultura microbiana

A levedura foi mantida em agar YMA (3 g/L de extrato de levedura, 3 g/L de
extrato de malte, 5 g/L de peptona, 10 g/L de glicose e 20 g/L de agar) inclinado,
adicionados de KNOs a 4°C. Para a reativagdo a partir da cultura estoque foram
realizados repiques para tubos de ensaio com o mesmo meio e incubados por

48 h/25°C. Em seguida, realizou-se uma resuspenséo celular em 1 mL de agua
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peptonada e a mesma foi adicionada em 9 mL de meio YM, sendo incubadas nas

mesmas condi¢des descritas anteriormente.

3.1.3 Preparo do inoculo

Para o preparo do inoculo, uma alcada de células da cultura estoque foi
transferida para um erlenmeyer de 250 mL contendo 100 mL de meio YM (Yeast Malt
Extract) composto por: 3 g/L de extrato de levedura (Vetec), 3 g/L de extrato de malte
(Acumedia), 5 g/L de peptona (Himedia) e 10 g/L de glicose (Vetec). O meio foi
previamente esterilizado em autoclave a 121°C por 15 min, e entdo, realizou-se a

incubacéo em agitador orbital a 25°C, 180 rpm por aproximadamente 48 h.

3.1.4 Meio de bioproducéao

O meio de bioproducdo foi constituido por misturas de subprodutos
agroindustriais: agua de maceracdo de milho (AMM), cedida pela Corn Products —
Mogi Guacu/SP, agua de parboilizacdo do arroz (APA), cedida pela Industria Nelson
Wendt de Pelotas/RS, glicerol bruto (Lote 1- subproduto da producédo de biodiesel
produzido no Laboratério de Termodinamica Aplicada da URI Erechim, Lote 2- cedido
pela Olfar) e Prodex Lac® Sd (hidrolisado de levedura), cedida pela Empresa Bio
Springer de Valinhos/SP.

Um pré-tratamento com objetivo de remover constituintes indesejaveis nao
comprometendo a obtencdo de carotenoides foi realizado quando os substratos
apresentavam-se com coloracdo escura e/ou com presenca de materiais em
suspensao, devido ao fato de os meios agroindustriais apresentarem composicao
complexa, e alguns de seus componentes poderem ser responsaveis pela inibicdo da
producado de carotenoides, ou ainda, dificultarem sua posterior recuperacéo devido a
formacao de precipitados no meio de bioproducéo e/ou pela presenca de pigmentos
que poderdo ser extraidos com os carotenoides.

No pré-tratamento realizado na agua de maceracao de milho foi empregado um
tratamento com &cido, conforme método descrito por VALDUGA et al. (2007).
Inicialmente, uma concentracdo de 100 g/L de agua de maceracdo de milho foi
ajustada a pH 3,0 utilizando acido fosférico (Nuclear) 1 mol/L. A mistura permaneceu
em repouso por 24 h a 24°C; sendo entdo centrifugada a 2650 x g por 15 min e

ajustou-se o pH para 5,5 com solugao de NaOH (Vetec) 2 mol/L.
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A agua de parboilizacéo de arroz e o glicerol bruto ndo passaram pela etapa de
pré-tratamento, pois apresentavam-se sem materiais em suspensao e aparentemente
sem residuos adicionais que pudessem interferir na producdo e/ou extracdo dos

carotenoides.

3.1.4.1 Caracterizagao dos substratos agroindustriais

Para caracterizar os residuos agroindustriais brutos e apos os pré-tratamentos

com &cido efetuaram-se as seguintes andlises fisico-quimicas:

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

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

3.2. Bioproducéao de carotenoides

3.2.1 Maximizacéao da bioproducdo em frascos agitados

Para estudar os efeitos dos diferentes residuos agroindustriais na bioproducéo
de carotenoides, um planejamento do tipo Plackett Burman (Screening Design) foi
realizado em frascos agitados. A cada frasco foram transferidos 10 mL do inoculo,
contendo 90 mL de meio de cultura com composicao definida conforme os niveis do
planejamento (Tabela 1) e fixando-se as variaveis temperatura (25°C), agitacédo
(150 rpm), tempo de bioproducgéo (96 h) e pH inicial de 4,0 (URNAU et al., 2018).

As faixas utilizadas no planejamento basearam-se em trabalhos anteriores do

grupo.
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Tabela 1- Variaveis e niveis estudados no planejamento do tipo Plackett Burman

(Screening design) para a bioproducéo de carotenoides utilizando frascos agitados.

L Caodigos Niveis
Variaveis Independentes* -1 0 1
Agua de Macerac&o de Milho (g/L) - AMM X1 40 60 80
Agua de parboilizacéo de Arroz (g/L) - APA X2 20 40 60
Glicerol (g/L) X3 40 60 80
Extrato de levedura - Prodex® (g/L) X4 0 25 5

*Variaveis independentes fixas: 150 rpm, 25°C, 96 h e pH inicial 4,0.

Baseado nos resultados obtidos no planejamento do tipo Placket Burman
(Tabela 1), planejamento sequencial - planejamento fatorial completo 22 foi realizado
visando maximizar e/ou otimizar a bioproducao de carotenoides (Tabela 2). A variavel

dependente (resposta) foi a concentracdo de carotenoides especificos.

Tabela 2- Variaveis independentes e niveis utilizados no planejamento fatorial

completo 22 para a bioproducéo de carotenoides utilizando frascos agitados.

. q q . £ di Niveis
Variaveis Independentes Codigos 141 1 0 1 141
Agua de maceracéo de milho X1 71,8 80 100 120 1282
(g/L) - AMM
Glicerol g/L X2 71,8 80 100 120 1282

*Variaveis Independentes Fixas: 180 rpm, 25°C, pH inicial 4,0, 96 h e APA 20 g/L.

3.2.2 Bioprodugao em biorreator

Os ensaios da bioproducédo de carotenoides em sistema batelada simples
foram realizados em Biorreator Biostat B (Braun Biotech International) de 2 L, por 96 h,
em ambiente com 1,2 lux, conforme mostra a Figura 2. Os parametros monitorados
foram agitacdo e aeragdao. O antiespumante FG 10 Dow Corning utilizado, foi

previamente esterilizado em frasco em ultravioleta durante 40 min.
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Figura 2- Imagem do biorreator utilizado na bioproducéo de carotenoides.

Fonte: Colet (2016).

Baseado nos resultados dos planejamentos experimentais em frascos
agitados, definiu-se o meio da bioproducdo em biorreator. Um volume inicial de
900 mL do meio de cultura (100 g/L de glicerol, 100 g/L de AMM e 20 g/L de APA)
adicionado no frasco do biorreator foi autoclavado (Phoenix, modelo AV75). Ap6s o
resfriamento do sistema, foram adicionados 100 mL do pré-inéculo, e as condi¢cdes no
biorreator foram ajustadas em pH inicial 4,0, temperatura de 25°C, a agitagdo e
aeracdo foram variadas utilizando-se um planejamento fatorial completo 22 (Tabela 3).
A variavel dependente (resposta) foi a concentracéo de carotenoides especificos. Os
niveis foram definidos a partir de trabalhos anteriores do grupo.

Tabela 3- Variaveis independentes e niveis utilizados no planejamento fatorial

completo 22 para bioproducédo de carotenoides em biorreator batelada simples por P.

rhodozyma.
Niveis
Variaveis Independentes* Caddigos -1,41 -1 0 1 1,41
Aeracéo (vvm) X1 0,8 1 15 2 2,2
Agitacao (rpm) X2 25 70 180 290 335

*Variaveis Independentes Fixas: 25°C, pH inicial 4,0, 96 h.
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3.2.3 Bioproducao em biorreator batelada alimentada

Os ensaios da bioproducdo de carotenoides em batelada alimentada foram
realizados em Biorreator Biostat B (Braun Biotech International) com volume total de
2 L por 96 h.

Baseado nos resultados do planejamento experimental em batelada, definiram-
se 0s parametros agitacéo e aeracao utilizando o mesmo meio de cultivo.

O sistema de batelada alimentada foi conduzido com adi¢cdo do meio de cultivo
a cada 12 h (Tabela 4) considerando os resultados na curva de crescimento (definida
em estudos anteriores), onde a biomassa mantinha-se praticamente constante (Figura
3), sendo este ponto o final da fase exponencial (12 h) de crescimento celular. As
respostas avaliadas foram o teor de carotenoides totais e especificos.

Tabela 4- Volume de alimentag&o de meio no biorreator a cada 12 h de bioproducgéao.

Volume de Alimentacgéo

Ensaios (mL/12h)*
1 50
2 75
3 1125
4 150

*Variaveis fixas: aeracédo de 1,5 vwvm, 250 rpm, 25°C, 96 h, pH inicial de 4,0.
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Figura 3- Curva de crescimento celular da levedura Phaffia rhodozyma durante 50 h

de cultivo em frascos agitados com meio YM em funcédo da densidade o6tica (DO).
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Fonte: URNAU, 2014.

3.3 Recuperacao de carotenoides

Inicialmente, as amostras foram centrifugadas a 4478 x g, 5°C por 10 min e
realizada lavagem com éter etilico para remocéao de residuos de glicerol na célula. As
mesmas foram congeladas em freezer a -80°C por 5 h e secas em liofilizador (Edward)
por 36 h. Apoés a liofilizagéo, a quantidade de biomassa produzida foi quantificada em
balanca semi-analitica (Shimadzu AY220).

Para o rompimento celular utilizou-se 0,05 g de células liofilizadas, nas quais
adicionou-se 2 mL de dimetilsufoxido — DMSO. As amostras foram submetidas a
homogeneizacdo em agitador orbital (Newbruswick) a 150 rpm, 35°C por 60 min
(URNAU et al., 2017). Em seguida, foram adicionados 4 mL de acetona, seguido de
centrifugacdes (Elettrofor MPW 351R) (4478 x g, 5°C, 10 min). O sobrenadante foi
separado e realizaram-se extracdes sucessivas, até que o solvente e as células

apresentam-se sem coloracdo. Nas fases solventes (sobrenadante) foram
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adicionados 10 mL da solucdo de cloreto de sédio 20% (p/v) e 10 mL de éter de
petrdleo. Apos agitacdo e separacao de fases foi realizado uma filtragdo com a adicéo
de 2 g de sulfato de sodio e retirada a fase sobrenadante com o auxilio de uma pipeta
(BONFIM, 1999). Posteriormente, os pigmentos foram quantificados pelo método

espectrofotométrico.

3.4 Determinacgfes analiticas

3.4.1 Determinacao dos carotenoides especificos

A absorbancia da amostra apos extracdo foi medida em espectrofotbmetro
(Agilent). A concentracao total de carotenoides foi estimada através do valor medido
da maxima absorbancia a 474 nm, utilizando a equacao descrita por Davies (1976).
Os coeficientes de absorbancia utilizados foram referentes a astaxantina: (E;%, =
2100) e ao beta-caroteno (E1%, = 2592) para o éter de petrleo (DAVIES, 1976).

Os resultados da concentracéo de carotenoides foram expressos em termos

de carotenoides especificos através da Equacéo 1:

A*V*10°
CE=—/— 1
A% *100*m (1)

Onde:

CE é a concentracdo de carotenoides especificos (ug/g). A € a absorbancia, V é o
volume de corante produzido, A% é o coeficiente de extincdo e m é a massa de

amostra utilizada.

3.4.2 Determinacao de carotenoides totais

Para determinacgao de carotenoides totais (ug/L) levou-se em consideragao o
teor de carotenoides especificos (ug/g) e a producéo de células em um litro de meio
de cultura (g/L).
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3.4.3 pH

A evolucao doo pH durante a bioprodugéao foi acompanhada utilizando pHmetro
digital (Digimed DMPH- 2) e o pH inicial dos meios de cultivo foi ajustado em 4,0 com

solucéo de HCI 2 mol/L.

3.4.4 Teor de glicerol do meio

A determinacdo da concentracdo de glicerol seguiu 0 método descrito por
Cocks e Van Rede (1966). O método baseia-se na reagdo da amostra que contém
glicerol com periodato de sédio em solucdo aquosa para produzir formaldeido e acido
férmico. O acido foi quantificado por titulacdo da amostra com hidroxido de sodio
(NaOH) 0,125 mol/L.

Inicialmente, adicionou-se 50 mL de agua destilada e 10 mL de amostra em
Erlenmeyer, 5 gotas de azul bromotimol, 1 gota de H2SO4 0,4 mol/L e NaOH 0,05
mol/L até mudanca de coloracédo (azul), e 100 mL de periodato (concentracdo de
60 g/L). 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. Apdés esta etapa, foram adicionados 300 mL de
agua destilada. Em seguida, as amostras foram tituladas com NaOH 0,125 mol/L e o
pH controlado (8,1 para as amostras e 6,5 para o branco). A quantidade de glicerol foi
expressa em g/L, conforme Equacgéo 2.

Glicerol = 9,209xM (;‘Vl—Tz)x 10 @)

Onde:

M = molaridade da solucdo de hidréxido de sodio; T1 = volume (mL) gasto de NaOH

na amostra; T2 = volume (mL) gasto de NaOH no branco; W = massa (g) da amostra.
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3.4.5 Carbono organico total (COT) e Nitrogénio total (NT)

Os teores de Carbono Organico Total (COT) e Nitrogénio Total (NT) foram

determinados conforme metodologia descrita no item 3.1.3.1.

3.5 Parametros cinéticos e estequiomeétricos da bioproducéao

Com o objetivo de obter parametros estequiométricos e verificar a cinética de
consumo de substrato (carbono, glicerol e nitrogénio), producao celular e producéo de
carotenoides realizaram-se coletas de 50 mL de meio a cada 12 h no processo
batelada, 50 mL a cada 12 h antes da alimentacdo e 25 mL a cada 12 h apés
alimentacdo, para o processo de batelada alimentada, das amostras do meio de
bioproducéo, possibilitando assim, a posterior constru¢cao das curvas cinéticas para
cada condicédo de cultivo.

3.5.1 Velocidades instantaneas e especificas globais

A partir dos perfis de concentragéo celular global, formagéo de produto global
e consumo de substrato global (glicerol, nitrogénio e carbono organico) em relacao ao
tempo, é possivel determinar, por um balanco de massa para cada componente, as
velocidades de crescimento microbiano (rx), formacao de produto (rp) e consumo de
substrato (rg, rn € rc) descritas nas Equacdes 3 a 7, conforme descritas por Bailey e
Ollis (1986).

= ©
= @
=0 ©)
r, = N (6)
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fce=—— (7)

Dividindo-se as velocidades instantaneas pela concentracdo celular naquele
instante, obtém-se as velocidades especificas de crescimento (ux), formacdo de
produto (up) e consumo de substrato (g, Une Jc), que serao expressas pelas equacoes
8 a 12 (h1), descritas por Bailey e Ollis (1986):

o= ()
y = (©)
=< (10)
= (12)
o= (12)

Para velocidades constantes (fase exponencial), estas foram determinadas
através do coeficiente angular da melhor reta ajustada nas curvas que representam

as cinéticas de crescimento, consumo de glicerol e producédo de carotenoides.

3.5.2 Fatores de converséao global

3.5.2.1 Produto

O fator de converséo de glicerol global em carotenoides produto, Yric (Ng de
carotenoides/g de glicerol), foi expresso pela Equacéo 13.
ro dP

Y = = —
P/G r dG (13)
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O fator de conversdao de nitrogénio global em carotenoides, Ypn (ug de
carotenoides/g de nitrogénio), foi expresso pela Equacéo 14.
r dP

Y = — = ——
PIN =T N (14)

n

O fator de conversao de carbono organico global em carotenoides, Ypic (ug de
carotenoides/g de carbono organico), foi expresso pela Equagéao 15.
ry dP

Yy —FP__"T
T (15)

3.5.2.2 Fatores de conversao celular

O fator de conversdo de glicerol global em células, Yxc (g de células/g de
glicerol), foi expresso pela Equacgao 16.
no_aX
r, dG

9

Yyie = (16)
O fator de conversao de nitrogénio global em células, Yxn (g de células/g de
nitrogénio), foi expresso pela Equacao 17.
r dX

Yo xR~
o == )

n

O fator de conversdo de carbono organico global em células, Yxc (g de

células/g de carbono organico), foi expresso pela Equacéo 18.

n,_ dX

x A 18
e dC ( )

Yxic =
A relacéo entre a producéo de carotenoides e a producéo de células global,

Yr/x (Ug de carotenoides/g de células), foi expressa pela Equacao 19.

fp _dP
r. dX

X

P/X

(19)



41

Onde:

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

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

r = velocidade de consumo de nitrogénio (g/L.h);

rc = velocidade de consumo de carbono organico (g/L.h);

ro = velocidade de producgéo de carotenoides (ug/L.h).

3.5.3 Produtividade global

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

as velocidades rx e rp descritas por Bailey e Ollis (1986).

3.6 Andlise dos carotenoides por HPLC

3.6.1 Preparo das amostras

Os carotenoides foram extraidos das amostras com as melhores condicfes de
bioproducéo para os sistemas. Do extrato foi evaporado o solvente através de injecao
de nitrogénio comprimido. O preparo das amostras seguiu metodologia descrita por
Rodrigues et al. (2013) onde as mesmas foram transferidas para uma mistura de éter
de petroleo/éter dietilico (1:1, v/v), e saponificadas com 10% de hidréxido de potassio
(KOH) em metanol (m/v) por 16 h, em mesa agitadora a temperatura de 22+2°C.
Posteriormente, o extrato foi lavado com agua destilada até obter-se pH neutro nas
amostras, com subsequente adicdo de sulfato de sédio anidro para remocado da
umidade, e remocédo de solvente em evaporador rotativo (T <30 °C). O extrato seco
ficou armazenado a -80 °C sob atmosfera de nitrogénio (99,9% de pureza) em ultra
freezer em frasco ambar envolto com papel aluminio (ao abrigo da luz) até a realizacéo
das analises.

Para determinar a composicéo dos carotenoides, a amostra foi evaporada sob
um fluxo de N2, e foi novamente suspensa em uma mistura de metanol e éter metil

terc-butilico (MTBE) (50:50, v/v), submetida a ultrassom por 30 segundos, filtrada com
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filtro de membrana (PVDF- 0,45 um) analisada por HPLC-DAD-MS. Para evitar a
degradacdo dos carotenoides durante as andlises, a manipulacdo das amostras foi

feita com pouca luz em um ambiente com temperatura controlada (22°C * 3).

3.6.2 Preparo da curva analitica

Para o preparo da curva analitica do 3-caroteno foram pesadas 5 mg de [3-
caroteno (Sigma Aldrich, 98%) e diluido em 10 mL de diclorometano. Uma aliquota de
50 pL foi transferida para um bal&o de 10 mL, seca com N2z e ressuspensa em éter de
petréleo. Foi realizada a leitura da absorbancia em espectrofotbmetro para o célculo
da concentracdo da solugcéo-estoque. O éter de petroleo foi considerado o branco e a
leitura foi realizada a 450 nm. A partir da solucdo estoque, foram realizadas as
diluicBes para o preparo da curva analitica. Foi adicionada a aliquota da solucao
estoque, seca com N2, e ressuspensa em 4 mL de uma solugdo de metanol:MTBE
(1:1) A solucao foi filtrada em membrana de 0.45 pm, 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 concentracdes da curva injetada.

3.6.3 Analise por cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada ao espectro de
massas (HPLC-DAD e HPLC-DAD/MS-APCI)

A andlise da solucdo padrdo (B-caroteno) e das amostras foi baseada na
combinacdo dos seguintes parametros: ordem de eluicdo cromatografica em coluna
de fase reversa Cazo, caracteristicas do espectro UV-Visivel (comprimento de onda
maximo (Amax), espectro de massas (molécula protonada e fragmentos) e comparacao
com dados ja reportados pela literatura (DIPRAT et al., 2016; DA SILVA et al., 2014;
COLET etal., 2017; MURILLO, 2018; WANG et al., 2018).

As andlises foram realizadas utilizando HPLC Shimadzu, equipado com
sistema quaternario de bombeamento (modelo LC-20AD), desgaseificador on-line e
sistema de injecdo Rheodyne de 20 uL (Rheodyne LCC, EUA). O equipamento foi
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 ionizagdo quimica a pressao

atmosférica (APCI) operando no modo positivo.
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As amostras foram solubilizadas em metanol: MTBE (1:1 v:v) e filtradas em
membrana de polietileno de 0,22 um (Millipore, EUA), antes da andlise. Considerando
colunas de fase reversa, a Cso € muito eficiente em separar isbmeros geometricos de
carotenoides assimeétricos, cuja isomerizacdo pode estar localizada na mesma
posicdo em ambos os lados da molécula (MERCADANTE, 2008). Por esta razao, a
separacdo dos compostos foi realizada em coluna Cs YMCTM (5 um, 25 cm X
4,6 mm) (Waters, EUA) com temperatura do forno ajustada para 29°C e eluida com
fase movel de metanol (fase A) e MTBE (fase B), a vazdo de 0,9 mL/min de acordo
com o seguinte gradiente: (0-67 min) 0 min, 5 % fase B; 30 min, 30 % fase B; 50 min,
50 % fase B; 60 min, 50 % fase B; 62 min, 5 % fase B; 67 min, 5 % fase B.

A caracterizacdo das amostras por HPLC-DAD-MS-APCI foi baseada na
comparacao dos espectros de absorcdo e do espectro de massas com 0s tempos de

retencdo do padréo de 3-caroteno.

3.7 Andlise estatistica

Os ensaios dos pré-tratamentos dos substratos foram avaliados pela anélise
de variancia (Teste de Tukey), com nivel de confianca de 95 %, utilizando software
STATISTICA verséo 5.0.

Os efeitos das variaveis investigadas dos planejamentos de experimentos
foram estatisticamente tratados utilizando metodologia de planejamentos,

empregando software STATISTICA versédo 5.0, com nivel de confianca de 95%.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Este capitulo apresenta os resultados obtidos, bem como discussédo em relacdo
a dados ja reportados na literatura. Inicialmente sdo apresentados dados sobre a
maximizacdo da bioproducdo em frascos agitados utilizando diferentes residuos
agroindustriais como substrato. Em seguida, resultados em biorreator variando-se
agitacdo e aeracdo, parametros cinéticos e estequiométricos também s&o
apresentados, além de dados referentes a producdo em biorreator regime batelada

alimentada utilizando diferentes volumes de alimentacéao.

4.1 Caracterizacdo de substratos agroindustriais

A Tabela 5 apresenta os resultados da densidade optica (D.O), carbono
organico total (COT) e nitrogénio dos substratos agroindustriais (brutos e/ou pré

tratados) utilizados como componentes do meio de bioproducédo de carotenoides.

Tabela 5- Densidade optica (D.O), carbono organico total (COT) e nitrogénio total (NT)
da agua de maceracao de milho com tratamento (AMMt) e sem tratamento (AMMSs)

acido, 4gua de parboilizacdo de arroz (APA) e do glicerol bruto.

Tratamento D.O COoT NT

(448 nm) (mg/L) (mg/L)
AMMs 0,238 + 0,001 21648,2° +115,0 4371,3* +128
AMMt 0,198° + 0,001 18979,8° + 182,8 3643,9° +92,7
APA 0,125° + 0,001 743,2¢ +68,5 124,8¢ +0,9
Glicerol Bruto (L1) 0,009+ 0,001 434669,0* £ 300,0 261,4° +22,0
Glicerol Bruto (L) 0,0072¢ + 0,002 390252,52 +£ 231,0 247,24°+ 27,0

*Média + desvio padrdo, seguida de letras iguais nas colunas indicam néo haver diferenca significativa
a nivel de 5% (Teste de Tukey). Li: residuo da producéo de biodiesel do laboratério de Termodinamica

da URI Erechim; L2: residuo da producédo de biodiesel, gentilmente cedido pela Olfar/ Erechim-RS.
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Verifica-se que a 4gua de maceracdo de milho pré-tratada quimicamente
apresentou diferenca significativa (p<0,05) em relagdo a D.O, ao teor de COT e ao
NT, quando comparada ao substrato sem tratamento.

O pré-tratamento acido da agua de maceracdo de milho acarretou perdas de
12,33 % na concentracdo de COT, 16,64 % para o NT e 16,7 % para a D.O. Estes
resultados demonstram que o tratamento com acido fosférico apresentou efeito
complexante de substancias pigmentadas e de impurezas, contribuindo assim com a
clarificacdo do substrato agroindustrial, com diminuicao efetiva da D.O. Dessa forma,
optou-se pela utilizacdo da AMM tratada. Bhosale (2004) justifica o fato, mostrando
que isso ocorre devido a presenca de metais pesados no meio e outros interferentes
(ions, sais e etc.). Alguns destes componentes podem ser responsaveis pela inibicao
da producédo e também dificultar posterior recuperacéo de bioprodutos.

De acordo com a tabela 5 pode-se perceber que ndo houve diferenca
significativa na caracterizacdo dos diferentes lotes de glicerol utilizados na realizagao
dos experimentos. Tal fato apresentou efeito positivo, pois 0 uso de diferentes lotes

nao apresentou interferéncia nos resultados obtidos.

4.2 Batelada simples em frascos agitados

Com a finalidade de estudar o comportamento da levedura perante substratos
agroindustriais para a bioproducdo de carotenoides, um planejamento de
experimentos do tipo Plackett Burman (Screening Design) foi realizado empregando
diferentes substratos (glicerol, AMM tratada, agua de parboilizacdo de arroz e prodex)
em frascos agitados, sendo que os resultados sao apresentados na Tabela 6, onde a
maxima concentracdo de carotenoides especificos e totais foi de 195,51 pg/g e
508,32 ug/L (Ensaio 3) respectivamente, em meio composto por 80 g/L de AMM,
60 g/L de APA e 80 g/L de glicerol.
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Tabela 6- Matriz do planejamento fatorial do tipo Plackett Burman (Screening Design)
com valores codificados (reais) e resposta em termos de carotenoides especificos
(ug/g) e totais (ug/L) produzidos por P. rhodozyma Y-17268 em frascos agitados.

Variaveis Independentes*

Ensaios Carotenoides Carotenoides

X1 X2 X3 X4 Especificos Totais

(1g/g) (ngh)

1 1(80) -1(20) -1(40) 1(5) 111,15 222,30
2 1(80) 1(60) -1(40) -1(0) 93,67 159,24
3 1(80) 1(60) 1(80) -1(0) 195,51 508,32
4 1(40) 1(60) 1(80) 1(5) 22,61 11,30
5 1(80) -1(20) 1(80) 1(5) 22.80 12,04
6 1(40) 1(60) -1(40) 1(5) 58,33 62,41
7 1(40) -1(20) 1(80) -1(0) 175,37 420,89
8 1(40) -1(20) -1(40) -1(0) 96,52 166,98
9 0(60) 0(40) 0(60) O (2,5) 73,37 95,38
10 0(60) 0(40) 0(60) 0 (2,5) 82,12 114,97
11 0(60) 0(40) 0(60) O (2,5) 88,12 120,72

*X1=AMM, X2=APA, Xs=glicerol, Xs=hidrolisado de levedura (prodex). Variaveis independentes fixas:
180 rpm, 25 °C, 96 h e pH inicial de 4,0.

Assim, verificou-se que o glicerol representa uma fonte de carbono adequada
para a bioproducdo, pois apresentou uma maior concentragdo de carbono,
macronutriente fundamental para a célula microbiana, e baixa concentracdo de
substancias de cor, consideradas interferentes no meio de bioproducdo. Santos
(2010) constatou que o aumento da concentracdo de glicerol de 10 g/L para 20 g/L,
proporcionou 0 aumento nas taxas de formacéo de carotenoides por R. glutinis.

Os dados obtidos na Tabela 6 foram tratados estatisticamente e o efeito estimado das
variaveis sobre a bioproducdo de carotenoides totais com residuos agroindustriais
pode ser melhor visualizado pelo Grafico de Pareto (Figura 4). Observa-se que as
variaveis AMM e Glicerol apresentaram efeito significativo positivo, considerando
95 % de confianca, indicando que ao aumentar-se 0s niveis dos mesmos, ha uma
tendéncia de aumento na concentracdo de carotenoides. Por outro lado, o extrato de
levedura (Prodex®) apresentou efeito significativo negativo para a bioproducéo de

carotenoides tendo sido excluido do meio, j& que no nivel (-1) a concentragdo do
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mesmo era nula. A dgua de parboilizacéo de arroz ndo apresentou efeito significativo,
porém, como h& um alto consumo de nitrogénio pelo micro-organismo, e a mesma é
uma das principais fontes desse nutriente, a concentracédo de APA foi fixada em 20 g/L

(menor nivel).

Figura 4- Grafico de Pareto para a bioproducdo de carotenoides especificos em
frascos agitados com residuos agroindustriais em funcdo das variaveis

independentes.

s

(4)Prodex (g/L) 40,79

(1)AMM (g/L)

(3)Glicerol (g/L)

(2)APA (g/L)

Efeito Estimado (Valor Absoluto)

Baseado nestes resultados um novo planejamento (planejamento fatorial
completo 22) foi conduzido visando otimizar e/ou maximizar a concentracdo de
carotenoides empregando residuos agroindustriais em frascos agitados. A Tabela 7
apresenta a matriz do planejamento e a resposta em carotenoides especificos (ug/g)

e carotenoides totais (ug/L).
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Tabela 7- Matriz do planejamento fatorial completo 22 (valores codificados e reais) e

resposta em carotenoides especificos (ug/g) e totais (ug/L) em frascos agitados.

*Variaveis Independentes Carotenoides Carotenoides totais

Ensaios Especificos (ng/L)
X1 X (Ho/g)
1 -1 (80) -1 (80) 278,7 1125,94
2 1 (120) -1 (80) 270,02 1071,98
3 -1 (80) 1 (120) 294,1 1199,93
4 1 (120) 1 (120) 267,9 1044,81
5 -1,41 (71,8) 0 (100) 270,3 1064,98
6 1,41 (128,2) 0 (100) 212,3 806,74
7 0 (100) -1,41 (71,8) 215,3 826,76
8 0 (100) 1,41 (128,2) 209,9 791,13
9 0 (100) 0 (100) 335,07 1494,41
10 0 (100) 0 (100) 322,77 1362,09
11 0 (100) 0 (100) 310,47 1344,33

*X1= AMM (g/L); X2= Glicerol (g/L). Variaveis independentes fixas: 20 g/L de APA, pH inicial 4, 180 rpm,
25°C, 96 h.

De acordo com a Tabela 7, € possivel verificar que no Ensaio 9 (ponto central),
utilizando-se concentracdes de 100 g/L de glicerol e agua de maceracdo de milho
obteve-se a maior producdo de carotenoides especificos (335,07 ug/g) e totais
(1494,41 pgl/L).

Os resultados foram tratados estatisticamente e as Tabelas Al e A2 (Apéndice
A) apresentam os coeficientes de regressao, erro padrao, valores de p, t(2) e a analise
de variancia — ANOVA do delineamento composto central rotacional (DCCR) 22, para
a recuperacdo de carotenoides especificos. A Equacdo 20 apresenta o modelo
codificado de segunda ordem, que descreve os carotenoides especificos em funcéo
das variaveis analisadas (concentragdo de AMM e concentracdo de glicerol), dentro
das faixas estudadas. Observa-se que a concentracdo de agua de maceracdo de
milho e concentracdo de glicerol mostraram uma influéncia significativa positiva
(p<0,05) sobre os carotenoides especificos. Os fatores nao significativos foram
adicionados a falta de ajuste para a analise de variancia - ANOVA. O modelo foi

validado pela analise de variancia, onde obteve-se um coeficiente de correlagéo de
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0,84 e o F calculado de 1,32 vezes maior que F tabelado, os quais permitiram a
construcdo de superficie de resposta e de curva de contorno apresentadas na Figura
5.

CE = 322,64 - 56,02 X1? - 84,09 X»? (20)

Onde:

CE = Carotenoides especificos (ug/g); X1= AMM (g/L); X2= Glicerol (g/L)
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Figura 5- Superficie de resposta (a) e curva de contorno (b) para recuperacdo de

carotenoides especificos (ug/g) em funcdo da concentracdo de agua de maceragao
de milho (g/L) concentracdo de glicerol (g/L), respectivamente.
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Conforme observado na Figura 5 (a e b), h4 uma regido de maxima producédo
de carotenoides na faixa préxima a 100 g/L de agua de maceracao de milho e glicerol,
demonstrando a otimizacdo da bioproducédo de carotenoides em frascos agitados.

A Tabela 8 apresenta os valores experimentais, 0s previstos pelo modelo para

carotenoides totais, os desvios e 0s desvios relativos para cada ensaio do DCCR.

Tabela 8- Valores de carotenoides totais experimentais, previstos pelo modelo e
desvios para o DCCR.

Ensaios CE CE previsto Desvio Desvio
experimental relativo
(ug/9)
(ug/9) (%)
1 278,70 182,53 96,17 34,50
2 270,02 182,53 87,49 32,40
3 294,10 182,53 111,57 37,93
4 267,90 182,53 85,37 31,87
5 270,30 211,26 59,04 21,84
6 212,30 211,26 1,04 0,49
7 215,30 155,46 59,84 27,79
8 209,90 155,46 54,44 25,94
9 335,07 322,64 12,43 3,71
10 322,77 322,64 0,13 0,040
11 310,40 322,64 -12,17 -3,92

Pode-se observar que os desvios foram baixos na regido desejada (regido de
interesse) em gue a recuperacao de carotenoides esta maximizada. Nessa faixa, o
desvio é inferior a 5%, conforme o adequado.

Silva et al. (2016), realizaram producdo de carotenoides a partir de X.
dendrorhous em frascos agitados (25°C e 150 rpm por 168 horas). As variaveis
estudadas foram a concentracdo de glicerol bruto, 4gua de parboilizacdo de arroz,
glicose, peptona, extrato de malte, extrato de levedura e pH. A maxima recuperagao

de carotenoides foi obtida (326,8 ug/g) no ensaio com 10 g/L de glicerol, 10 g/L de
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glicose, 10 g/L de extrato de levedura, 10 g/L de extrato de malte e 1 g/L de peptona
em pH 6,0. Os resultados obtidos sdo muito similares aos encontrados no presente
estudo (335,07 ug/g), onde foram utilizados apenas residuos agroindustriais com um
tempo de producao mais baixo (96 h), levando em consideracdo que 0 mesmo micro-
organismo foi utilizado na bioproducéo

Em estudo semelhante, porém com outra cepa de levedura Cardoso et al.
(2016) destacam que a levedura S. ruberrimus H110 foi capaz de utilizar glicerol bruto
como fonte de carbono. Concentracfes mais altas e maiores produtividades foram
obtidas com o uso de glicerol obtido da producéo de biodiesel em relagéo ao glicerol
puro. Além disso, a producao de torularrodina, principal carotenoide produzido por S.
ruberrimus, aumentou 69% contra 59% quando utilizado glicerol puro.

Juszczyk et al. (2013) demonstraram uma potencial aplicabilidade do residuo
de glicerol gerado durante a producgéo de biodiesel. Foram selecionadas 8 cepas de
Yarrowia lipolytica para producdo em biorreator. Foram obtidos 11,7 e 12,3 g/L de
biomassa e 1,30 e 1,37 g/L de produtividade, quando utilizados glicerol comercial
(98% pureza) e glicerol bruto (residuo), respectivamente, demonstrando assim, um
incremento na producdo de biomassa com a aplicacdo do residuo.

Valduga et al. (2014), avaliaram a producdo de carotenoides da levedura S.
pararoseus utilizando residuos agroindustriais como substratos (glicerol bruto, agua
de maceracdo de milho, agua de parboilizacdo de arroz). Foi utilizada técnica de
delineamento experimental para otimizacédo da bioproducao de carotenoides, onde, a
maxima concentracdo (843 pg/L) foi obtida em meio contendo 40 g/L de glicerol,
40 g/L de AMM e 20 g/L de APA, nas condi¢Oes de 25°C, pH inicial de 4,0 e 180 rpm.

Colet (2016) estudando a otimizagdo da bioproducdo de carotenoides de S.
salmonicolor CBS 2636 empregando residuos agroindustriais em frascos agitados,
obteve méxima producéo (2278 ug/L) de carotenoides totais quando meio composto
por 80 g/L de &gua de maceracdo de milho, 80 g/L de glicerol e 20 g/L de agua de
parboilizacdo de arroz foi utilizado.

Em estudo sobre a otimizacdo de meio composto por residuos agroindustriais
na producao de carotenoides por S. pararoseus, Machado e Burkert (2015) obtiveram
maxima producdo em 168 horas de processo (779,6 pug/L) com 30 g/L de glicerol bruto
(da producéo de biodiesel) e 52,9 g/L de agua de maceracdo de milho, obtendo um
aumento de aproximadamente 50% na producdo, quando comparado ao menor

resultado de resposta.
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Baseado nos resultados obtidos em frascos agitados, 0os ensaios em biorreator
foram conduzidos com meio composto por 100 g/L de agua de maceracao de milho,

100 g/L de glicerol e 20 g/L de agua de parboilizacdo de arroz.

4.3 Biorreator batelada simples

A Tabela 9 apresenta os valores reais e codificados do planejamento completo
22 e as respostas em carotenoides especificos (ug/g) e carotenoides totais (ug/L) da

producdo em biorreator batelada simples.

Tabela 9- Matriz do planejamento fatorial completo 22 (valores codificados e reais) e
resposta em carotenoides especificos e totais por P. rhodozyma Y-17268, apés

bioproducéo em biorreator batelada simples.

*Variaveis Independentes Carotenoides Carotenoides totais

Ensaios Especificos (ng/L)
X1 X2 (g/9)
1 -1 (1) -1 (70) 204,11 1067,44
2 1(2) -1 (70) 305,31 742,61
3 -1 (1) 1 (290) 488,42 2179,82
4 1(2) 1 (290) 419,56 2045,51
5 -1,41 (0,8) 0 (180) 247,71 1295,37
6 1,41 (2,2) 0 (180) 319,42 1776,01
7 0(1,5) -1,41 (25) 275,3 1120,33
8 0(1,5) 1,41 (335) 262,85 1421,96
9 0(1,5) 0 (180) 360,09 2068,54
10 0(1,5) 0 (180) 350,71 2173,53
11 0(1,5) 0 (180) 355,39 2121,03

*X1= Aeracao (vvm); X2= Agitacao (rpm). Variaveis independentes fixas:T° 25°C, 96 h, pH Inicial de 4,0.

De acordo com a Tabela 9, ao utilizar 1,0 vwm e 290 rpm (Ensaio 3) houve
maxima producdo de carotenoides totais de 2179,82 ug/L e especificos de
488,42 ug/g.

Os resultados foram tratados estatisticamente e as Tabelas B1 e B2 (Apéndice
B) apresentam os coeficientes de regressao, erro padréo, valores de p, t(2) e a analise
de variancia — ANOVA do delineamento composto central rotacional (DCCR) 22, para

a recuperacédo de carotenoides totais. A Equacéo 21 apresenta o modelo codificado
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de segunda ordem, que descreve os carotenoides totais em fungcdo das variaveis
analisadas (aeracdo e agitacao), dentro das faixas estudadas. Observa-se que a
aeracao e agitacdo mostraram influéncia sobre os carotenoides totais. Os fatores nédo
significativos foram adicionados a falta de ajuste para a analise de variancia - ANOVA.
O modelo foi validado pela andlise de variancia, onde obteve-se um coeficiente de
correlacdo de 0,85 e o F calculado de 1,29 vezes maior que F tabelado, os quais
permitiram a construcdo de superficie de resposta e de curva de contorno
apresentadas na Figura 6.

De acordo com a Figura 6, a maxima producdo de carotenoides encontra-se
em uma ampla faixa, na regido proxima a uma agitacao de 250 rpm e aeracao de

1,5 vwm.

CT = 2120,401 - 253,93 X12 + 381,20 X2 - 387,01 X22 (21)

Onde:

CT = Carotenoides totais (ug/L); X1= aeragéo (vvm); Xz= Agitagdo (rpm)
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Figura 6- Superficie de resposta (a) e curva de contorno (b) para os carotenoides

totais (ug/g) em funcdo da aeracédo (vvm) e agitacdo (rpm) em biorreator batelada
simples, respectivamente.
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A Tabela 10 apresenta os valores experimentais, 0s previstos pelo modelo

para carotenoides totais, 0s desvios e 0s desvios relativos para cada ensaio do DCCR.

Tabela 10- Valores de carotenoides totais experimentais, previstos pelo modelo e

desvios para o DCCR.

) Carotenoides totais
Ensaios

Carotenoides totais

Desvio

Desvio relativo

experimental (ug/L) previsto (ug/L) (%)
1 1067,44 1089,26 -21,82 -2,04
2 742,61 1089,26 -346,65 -46,67
3 2179,82 1860,66 519,16 21,81
4 2045,51 1860,66 184,91 9,03
5 1295,37 1615,56 -320,19 -24,71
6 1776,01 1615,56 160,45 9,03
7 1120,33 813,49 306,84 27,38
8 1421,96 1888,47 -466,51 -32,80
9 2068,54 2120,40 -51,86 -2,51
10 2173,53 2120,40 53,13 2,45
11 2121,03 2120,40 0,63 0,029

Pode-se observar que os desvios foram baixos na regido desejada em que a

recuperacdo de carotenoides estd maximizada. O resultado previsto pelo modelo é

2120,4 pg/L (Tabela 10) e o experimental foi 2200, 3 pg/L, ou seja o desvio relativo foi

4%, o que é considerado positivo.

Para a producdo de carotenoides especificos verifica-se maxima producao

quando empregada uma agitacdo de 290 rpm e aeracdo de 1,0 vwm. A Figura 7

apresenta o Grafico de Pareto com os efeitos estimados das variaveis estudadas,

onde verifica-se que a agitacdo e aeracao apresentaram efeito linear significativo

(p<0,05) positivo.
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Figura 7- Grafico de Pareto para a bioproducéo de carotenoides especificos (ug/g) em

biorreator em batelada simples em funcéo das variaveis independentes.

(2)Agitac&o (rpm)(L) 28,74
1Lby2L // 18,11
AgitacEo (rpm)(Q) // 11,76
(1)Aeracgo (wm)(L) /// 10,04
Aeraco (wm)(Q) % 7.97

p=,05

Efeito Estimado (Valor Absoluta)

De acordo com os resultados obtidos para os carotenoides totais, a maior
producdo ocorreu na faixa de aeracdo e agitacdo de 1,5vvm e 250 rpm,
respectivamente, tendo sido utilizada para execucao de experimentos subsequentes.
Comparando-se o0s resultados obtidos em frascos agitados (335,07 ug/g de
carotenoides especificos) com os alcancados em biorreator batelada simples
(488,42 pg/g de carotenoides especificos), verifica-se um incremento de 45% na
bioproducéo, o que demonstra que o controle de agitacao e aeracao foram eficazes,
visto que, o meio utilizado na bioprodu¢cdo em ambos os casos foi 0 mesmo.

Mantzouridou et al. (2002) estudaram o efeito da taxa de aeracéo e velocidade
de agitagdo na producdo de B-caroteno e na morfologia de Blakeslea trispora em
biorreator de tanque agitado. Tanto a agitacdo quanto a aeracdo afetaram
significativamente a concentragdo de [B-caroteno, a produtividade, a biomassa e o

coeficiente volumétrico de transferéncia de massa. A maior concentragcao de [B-
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caroteno (1,5 kg/m?) e a maior produtividade (0,08 kg/m? por dia) foram obtidas com
uma agitacao de 150 rpm e aeracdo de 1,5 vwvm. Além disso, a maxima produtividade
(0,08 kg/m? por dia) e biomassa em peso seco (26,4 kg/m?) foram obtidas com uma
alta velocidade de agitacdo (500 rpm) e taxa de aeracdo moderada (1,0 vwm). Por
outro lado, o maior coeficiente volumétrico de transferéncia de massa (0,33 s?) foi
obtido com alta agitacao (500 rpm) e alta taxa de aeracéo (1,5 vvm).

4.3.1 Estudo cinético da bioproducédo de carotenoides em biorreator batelada simples

A Figura 8 (Tabela C1 no Apéndice C), apresenta as cinéticas de crescimento
celular (biomassa), da bioproducdo de carotenoides totais, a evolucdo do pH e
consumo dos substratos dos ensaios realizados em batelada em biorreator com o
meio otimizado com residuos agroindustriais (100 g/L de AMM, 100 g/L de glicerol e
20 g/L de APA). Segundo andlise da Figura 8, a concentracdo maxima de
carotenoides totais foi de 2200,29 pg/L obtida em aproximadamente 60 h do inicio da
bioproducdo. Com relacdo a producdo de biomassa, a mesma apresentou-se
crescente durante praticamente todo o processo (96 h), assim como o consumo de
substrato. A diminuicdo na producéo de carotenoides totais apds 60 h, mesmo com
aumento da biomassa até o fim do processo pode estar relacionada a formacgéo de
compostos secundarios, como por exemplo a B-ionona que é formada pela oxidacao
dos carotenoides (VALDUGA, 2008).

Quando comparado aos frascos agitados (335,07 pg/g), a producédo de
carotenoides especificos em biorreator batelada simples (638,79 ug/g) incrementou
aproximadamente em 48%.

Silva et al. (2016) em estudo similar, utilizando residuos agroindustriais (glicerol
bruto e AMM) na producdo de carotenoides de P. rhodozyma em frascos agitados
durante 168 h obteve maxima concentracdo de carotenoides especificos de
326,8 pg/g. Quando comparam-se esses resultados aos obtidos no presente estudo
em biorreator batelada simples, verifica-se que a producdo teve um incremento de

aproximadamente 50%.
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Figura 8- Cinética de producao de carotenoides totais, biomassa e pH (a), consumo

de matérias primas: glicerol, COT e NT (b) para ensaio em biorreator batelada simples.
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Houve maior consumo de nitrogénio total (56,83%) em relagdo aos outros
nutrientes (COT- 37,53% e glicerol- 33,47%). Ao final da bioprodug&o ainda haviam
elevadas concentracfes de carbono organico total e glicerol, aproximadamente 62 e
66%, respectivamente, indicando que ndo ocorreu caréncia de substrato no meio. O
pH variou de 4,0 até o maximo de 6,55, mantendo-se praticamente estavel depois de
36 h de processo.

Em estudo em biorreator batelada simples, Tatsch (2008) ao produzir
carotenoides de S. salmonicolor em biorreator obteve concentragdo maxima de
3426 pug/L, em tempo de bioproducéo de 90 h. O consumo de nitrogénio foi de 7% e
o de glicose de 53%. Além disso, o pH apresentou pequena variacao (4,13 a 3,61).

4.3.2 Parametros Estequiométricos

A Figura 9 (a) apresenta a produtividade em carotenoides do ensaio otimizado
em biorreator batelada simples e a Figura 9 (b) apresenta fator de conversdo de
células em carotenoides. Observa-se que a maxima produtividade de carotenoides foi
de 28,42 ug/Lh e o fator de converséo de células em carotenoides foi de 644,5 ug/g e
ocorrem em 60 h de processo, respectivamente, o que pode ser visualizado e
correlacionado na Figura 8, onde em 60 h houve a maior producdo de carotenoides
totais bem como maiores conversfes de células em produtos. Valduga et al. (2011)
observaram que até 40 h ocorreu aumento da produtividade em carotenoides por S.
salmonicolor, obtendo-se um maximo de 56,0 yg/L.h em batelada simples. Tatsch
(2008) observou um aumento da produtividade até 50 h (maximo de 56,9 pg/Lh) por

S. salmonicolor.
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Figura 9 - Produtividade em carotenoides global (Pcar) (a) e fator de converséo de

células em carotenoides (Ypx) (b) em biorreator batelada simples (96 h, 1,5 vvm,

250 rpm, 25 °C e pH inicial 4,0).
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Ao comparar com trabalhos da literatura o fator de conversdo em célula em

carotenoides por P. rhodozyma foram superiores aos relatados para outros micro-

organismos. Valduga et al. (2011) em producé&o de carotenoides de S. salmonicolor
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em biorreator, nas condi¢des de 1,5 vwvm de aeracéo, 180 rpm de agitacdo, pH inicial
de 4,0 e temperatura de 25°C obtiveram um fator maximo de 390 pug/g em
aproximadamente 60 horas de reacédo, utilizando meio sintético (80 g/L de glicose,
15 g/L de peptona e 5 g/L de extrato de malte). De acordo com Liu et al. (2006), em
trabalho realizado com P. rhodozyma quando um aumento no rendimento especifico
de carotenoides é observado, hd uma ampliagdo na biossintese de carotenoides na
célula da levedura. Comportamento esse que pode estar relacionado a mudancas no
metabolismo e possivel estresse celular. Além disso, Luna-Flores et al. (2010) relatam
que, se Ypix diminui ao longo da bioproducao, ha um excesso de substrato no meio e
menor proporcdo de células para conversdo em produto final (carotenoides por X.
dendrorhous).

A Figura 10 apresenta a evolucdo da velocidade especifica de crescimento
global (ux) e da produtividade em célula global (Px) durante a bioproducdo em
biorreator batelada simples.

Figura 10 - Evolucao da velocidade especifica de crescimento (ux) e da produtividade
em célula (Px) durante a bioproducéo em biorreator batelada simples.
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De acordo com a Figura 10, observou-se que a maxima velocidade especifica
de crescimento (Umax) foi de 0,139 h't com 24 h de processo. A maxima produtividade
em células (Px) foi de aproximadamente 0,049 g/L.h em 96 h. Quando ha abundéancia



63

de substrato, os micro-organismos crescem com velocidade maxima (Umax). Quando
0 substrato ndo se apresenta mais em abundancia e n&o ocorre inibigéo por substrato,
M diminui, até atingir o valor zero quando a concentracdo de substrato no meio se
esgota totalmente.

Valduga et al. (2011) obteve a velocidade especifica méxima de crescimento
(Umax) de 0,0456 ht e a produtividade em células (Px) maxima de 0,090 g/L.h, em
estudo com S. salmonicolor em substratos sintéticos.

A Figura 11 apresenta os fatores de conversao de substratos (glicerol, carbono

organico total (COT) e nitrogénio total) em carotenoides.

Figura 11- Fatores de conversao de glicerol, COT e nitrogénio total em carotenoides

totais ao longo da bioproduc&o em biorreator batelada simples.
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O maior fator de conversao de glicerol, COT e nitrogénio em carotenoides totais
foram 249,9 ug/g (60 h), 369 pg/g (60 h) e 26204,7 ug/g (72 h), respectivamente.
Esses resultados estéo correlacionados com aqueles obtidos na Figura 8 (parametros
cinéticos), onde no mesmo tempo (60 h) de maiores conversdes de substrato em
produto (carotenoides totais) houve a maior bioproducéo de carotenoides.

A Figura 12 mostra a converséao de glicerol, COT e nitrogénio total em células.
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Figura 12- Fatores de conversao de glicerol, COT e nitrogénio total em células durante
a bioproducao em biorreator batelada simples.
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De acordo com a Figura 12, verifica-se que o maior fator de conversao foi obtido
com 72 h de bioproducédo utilizando 0,45 g/g glicerol, 0,67 g/g COT e 51,77 g/g
nitrogénio total em células.

A Tabela 11 apresenta 0os maiores parametros cinéticos e estequiométricos
globais do processo de bioproducéao de carotenoides em processo de batelada pelo
microorganismo P. rhodozyma Y-17268.
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Tabela 11- Parametros cinéticos e estequiométricos da bioproducdo em biorreator
batelada simples em fungdo dos tempos de bioconversdo, com producdo pela
levedura P. rhodozyma Y-17268.

Parametros Valor Maximo cotlirgfsoég?h)
Yess (Ug/g de glicerol) 249,9 60
Yxis (g/g de glicerol) 0,45 72
Yris (Ug/g de COT) 369 60
Yxs (g/g de COT) 0,67 72
Yris (Ug/g de nitrogénio) 26204,7 72
Yws (g/g de nitrogénio) 51,77 72
Yeix (MO/Q) 644,5 60
Px (9/L.h) 0,049 96
px (h™h) 0,139 24

As maiores conversdes de substrato (glicerol, COT e NT) ocorreram em 72 h
de processo, a0 mesmo tempo que ocorreu a maior producdo de carotenoides
especificos, onde o substrato foi assimilado.

Para os fatores de conversédo Ypis, @ maior conversdo observada foi a de
nitrogénio em carotenoides quando comparada as demais, o que pode ser explicado

pelo maior consumo de nitrogénio (em %).

4.4 Bioproducgéao de carotenoides em biorreator batelada alimentada

As Figuras 13 a 16 (Tabelas C2 a C5 do Apéndice C), apresentam as cinéticas
de crescimento celular (biomassa), da bioproducdo de carotenoides totais e
especificos, a evolucdo do pH e o consumo dos substratos realizados em batelada
alimentada nos diferentes volumes de alimentacao (50, 75, 112,5 e 150 mL) a cada
12 h.



66

Figura 13- Cinética de producao de carotenoides totais, biomassa e pH (a), consumo

de substratos: glicerol, COT e NT (b) para ensaio em batelada alimentada (1) com

uma taxa de alimentacédo de 50 mL a cada 12 h.
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Figura 14- Cinética de producao de carotenoides totais, biomassa e pH (a), consumo
de substratos: glicerol, COT e NT (b) para ensaio em batelada alimentada (2) com
uma taxa de alimentacéo de 75 mL a cada 12 h.
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Figura 15- Cinética de producao de carotenoides totais, biomassa e pH (a), consumo

de substrato: glicerol, COT e NT (b) para ensaio em batelada alimentada (3) com uma

taxa de alimentacdo de 112,5 mL a cada 12 h.
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Figura 16- Cinética de producao de carotenoides totais, biomassa e pH (a), consumo

de substrato: glicerol, COT e NT (b) para ensaio em batelada alimentada (4) com uma
taxa de alimentacdo de 150 mL a cada 12 h.
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A concentracdo méxima de carotenoides foi de 4118,18 pg/L (Ensaio 2- Figura
14a) em 96 h de bioproducdo, com uma alimentacdo de 75 mL a cada 12 h. No
entanto com a alimentacdo de 150 mL a cada 12 h, e em 96 h de bioproducéo houve
a maior concentracdo de carotenoides (1807,42 pg/L). Porém cerca de 2,4 vezes
inferior ao anterior, 0 que demonstra que a utilizacdo de maior volume de alimentagao
nao levou a um aumento na producgéo de carotenoides. Esse fato pode estar presenca
de inibidores no meio, onde o excesso de nutrientes adicionados acarretou no
estacionamento da bioproducdo, comprovado pela alta quantidade de COT residual,
que pode estar relacionado a rota metabdlica do micro-organismo.

Ao correlacionar a produgdo em batelada alimentada (méaxima concentracdo de
carotenoides totais) com a obtida na otimizacdo em batelada simples (2200,29 ug/L-
Figura 8a) verifica-se que houve um incremento de aproximadamente 87%,
demonstrando que a adicdo controlada de nutrientes e consequente assimilacao de
substrato, resultou em maior producao de biomassa e carotenoides totais.

Resultados similares foram obtido em trabalhos do grupo. Colet et al. (2015)
em estudo da producéo de carotenoides a partir de S. salmonicolor em batelada
alimentada, utilizando como substrato residuos agroindustriais (80 g/L de AMM, 80 g/L
de glicerol bruto e 20 g/L de APA), obtiveram maxima producao de 4400 pg/L em 96 h
de processo, com uma taxa de alimentacdo de 112,5 mL a cada 12 h.

Um dos parametros que influenciam o crescimento celular e a formacédo de
produto € o pH, o que torna a sua evolucdo em objeto de estudo na producado de
carotenoides. Observando-se as Figuras 13 a 16 verifica-se comportamento
semelhante, independente do volume de alimentag&o de meio, no qual o pH manteve-
se constante durante as primeiras 24 h, quando apresentou um aumento, sendo que,
apos esse tempo de bioproducdo, pequenas variacbes foram observadas. A
carotenogénese e o crescimento celular acompanharam a elevacao do pH (4,0 a 6,5),
sendo que a maxima producédo de carotenoides (4118,18 ug/L) foi verificada em pH
5,63.

Em estudo similar, Colet et al. (2015) da mesma forma verificaram que ha um
aumento no pH independentemente do volume de meio a ser alimentado. Observaram
um aumento de até 7,68 nas primeiras 24 h de bioproducdo, ocorrendo apos esse
periodo um decréscimo progressivo até valores proximos de 4,0, no fim do processo.

Em estudo para aumento da producdo de lipidios e carotenoides de

Rhodosporidium toruloides com a utilizagao de batelada alimentada, Dias et al. (2015)
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analisaram o controle do pH, e verificaram que quando a fase de crescimento da
levedura foi conduzida em pH 4,0 e a fase de acumulo de produto em pH 5,0, a
produtividade de biomassa, de acidos graxos totais e de carotenoides foi
significativamente maior quando comparada com a producdo em batelada simples
com pH fixo (4,0 ou 5,0).

A bioproducdo de carotenoides por P. rhodozyma apresenta formacdo de
carotenoides parcialmente associada ao crescimento celular. No Ensaio 2 (Figura 14),
com volume de alimentacéo de 75 mL a cada 12 h foi verificada a maior concentracao
de células (4,93 g/L) em 96 h de bioproducado. Esse aumento na concentragdo quando
comparado a batelada simples (cerca de 15%), se deve ao fato de alimentar
periodicamente o substrato durante o processo. Desta forma as células podem utilizar
maiores fontes de carbono e nitrogénio para sua manutencdo e producao,
convertendo-se também, em maior producao de carotenoides totais e especificos.

A Tabela 12 apresenta o consumo de substrato nos diferentes ensaios em

biorreator em batelada alimentada.

Tabela 12- Consumo de substrato (%) ao longo da bioproducéo em biorreator batelada

alimentada ao final de cada ensaio.

Ensaio Consumo de substratos (%)
CoT NT Glicerol
1- 50 mL - 30,11+0,25 16,43+0,5
2-75mL - 71,91+0,7 9,11+0,38
3-112,5mL  44,12+0,75 53,44+0,21 14,34+1,23
4-150 mL - 61,79+0,69 20,39+0,2

Em todos os ensaios houve maior consumo de NT em relacdo aos outros
nutrientes. Nos Ensaios 1, 2 e 4 a concentracdo final de carbono orgénico total foi
superior a inicial, devido a alimentacdo de nutrientes durante o processo, causando

assim, um acumulo de substrato no meio.
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4.4.1 Parametros Estequiométricos

A Figura 17 apresenta a produtividade em carotenoides do sistema batelada
alimentada para os ensaios com volume de meio alimentado de 50 mL (Ensaio 1),
75 mL (Ensaio 2), 112,5 mL (Ensaio 3) e 150 mL (Ensaio 4).

Figura 17- Produtividade em carotenoides global (Pcar) ao longo da produgédo em
biorreator batelada alimentada nos Ensaiosl (50 mL), 2 (75 mL), 3 (112,5mL), e 4
(150 mL).
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De acordo com a Figura 17 no Ensaio 2 foi verificada a maxima produtividade
de 42,87 ug/L.h em 96 h. No entanto, no Ensaio 3 verifica-se uma maior regido de alta
produtividade (36 até 72 h) obtendo-se a maxima produtividade (35,20 pg/L.h) com
36 h de producédo. Apds esse tempo houve uma variacdo, sendo que apés 60 h a
produtividade decresceu constantemente, obtendo-se um minimo de 18,8 ug/L.h. Ja
no Ensaio 4, a produtividade aumentou até 36 h, mantendo-se praticamente constante
até 84 h de processo, quando apresentou um pequeno incremento, atingindo seu
méaximo (31,05 pg/L.h) em 96 h de bioprodugcdo. O Ensaio 1 apresentou a menor

produtividade (16, 75 pg/L.h) em 96 h de processo.
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Quando comparada a produtividade em 60 horas, dos Ensaios 2 e 3, o Ensaio
3 apresenta um melhor resultado, o que pode ser explicado pela producdo de
carotenoides especificos (Figura 18) que também €& superior no Ensaio 3 com um
tempo de reacdo de 36 h, ao contrario da producdo de carotenoides totais que foi
superior em 72 h de produc¢éo do Ensaio 2.

Colet et al. (2015), utilizando a levedura S. salmonicolor em bioproducdo em
batelada alimentada, obteve maior produtividade (45 pg/L.h) em 96 h de bioproducéo,
com um volume de alimentacédo de 112,5 mL a cada 12 h.

A Figura 18 mostra a relagéo entre a producéo de carotenoides e a produgéo
de células dos ensaios realizados ao longo da bioproducéo.

Figura 18- Relacdo entre a producao de carotenoides e a producao de células ao longo
da bioproducdo em batelada alimentada nos Ensaios 1 (50 mL), 2 (75 mL), 3
(112,5 mL) e no 4 (150 mL).
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De acordo com a Figura 18, o fator Yp/x maximo foi de 888,82 ug/g obtido no
Ensaio 3 com 36 h e 828,15 ug/g e no Ensaio 2 em 96 h de bioproducéo.
A Figura 19 (a, b, c, d) apresenta a evolugdo da velocidade especifica de
crescimento global (ux) e da produtividade em célula global (Px) durante a bioproducéo
em batelada alimentada (Ensaios 1, 2, 3 e 4), respectivamente.
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Figura 19- Evolugéo da velocidade especifica de crescimento (ux) e da produtividade
em célula (Px) durante a bioprodug&do em batelada alimentada no Ensaio 1 (a — 50 mL)
no Ensaio 2 (b — 75 mL), no Ensaio 3 (c —=112,5mL) e no Ensaio 4 (d- 150 mL),

respectlvamente.
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De acordo com a Figura 19b, observou-se gque a velocidade especifica maxima
de crescimento (Umax) foi 0,188 h'! (alimentagdo de 75 mL a cada 12 h, no Ensaio 2)
em 24 h e a produtividade em células (Px) foi de 0,05 g/L.h em 96 h. Na Figura 19d,
guando foi realizada uma alimentacao de 150 mL de substrato a cada 12 h, obteve-se
Umax de 0,07 h't e Pxde 0,04 g/L.h. Em condicéo de alta concentracédo de substrato, o
micro-organismo cresce com velocidade maxima (pmax), j& quando o mesmo diminui,
sem ocorréncia de inibicdo de substrato, yu diminui até atingir valor zero (substrato

esgotado), como é verificado na Figura 19.
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Luna-Flores et al. (2010) realizando producdo de carotenoides de X.
dendrorhous em batelada alimentada obteve um pmax de 0,1258 hl, valor esse
semelhante com o Ensaio 1 obtido no presente trabalho, e também dentro da faixa
reportada por outros autores (Yuan-Shuai e Jiang-Yong, 2008).

A Figura 20 (a, b, c, d) apresenta os fatores de converséo de glicerol, carbono
organico total (COT) e nitrogénio total em carotenoides (Ensaio 1, 2, 3 e 4),
respectivamente.

Os maiores fatores de conversdo de glicerol, COT e nitrogénio total em
carotenoides foram de 1058,1 ug/g, 394,57 ug/g e 33938 ug/g no para os Ensaio 2
(96 h), Ensaio 4 (48 h) e Ensaio 1 (96 h), respectivamente.
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Figura 20- Fatores de converséo de glicerol, COT e nitrogénio total em carotenoides
ao longo da bioproducgéo em batelada alimentada no Ensaio 1 (a — 50 mL), no Ensaio
2 (b—75mL), no Ensaio 3 (c—112,5 mL) e no Ensaio 4 (d- 150 mL), respectivamente.
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A Figuras 21 (a, b, ¢, d) mostram a conversao de glicerol, COT e nitrogénio total

em células nos Ensaios 1, 2, 3 e 4, respectivamente.



78

Figura 21- Fatores de conversao de glicerol, COT e nitrogénio total em células durante
a bioproducédo em batelada alimentada no Ensaio 1 (a — 50 mL), no Ensaio 2 (b —
75 mL), Ensaio 3 (c — 112,5 mL) e no Ensaio 4 (d- 150 mL), respectivamente.
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Na Figura 21 observa-se que os maiores fatores de conversao de glicerol, COT
e nitrogénio total em células foram obtidos no Ensaio 2 (alimentag&o de 75 mL a cada
12 h) em 96 h de bioproducédo (1,25 g/g), no Ensaio 4 com 48 h de bioproducéo
(0,67 g/g) e no Ensaio 1 (alimentagcédo de 50 mL a cada 12 h) em 96 h de bioproducéo
(66,28 g/g), respectivamente.

Em processos fermentativos, esses fatores de conversao dificilmente serdo
constantes. Embora dependam do micro-organismo utilizado em relacdo a um
determinado substrato, ndo dependem apenas disto, os demais componentes do meio
também influenciam nessas conversfes, assim como o tempo de agitacdo e a
transferéncia de oxigénio no biorreator (SCHMIDELL et al., 2001).

A Tabela 13 apresenta 0s maiores parametros cinéticos e estequiomeétricos
globais do processo de bioproducdo de carotenoides em processo de batelada

alimentada pelo microrganismo P. rhodozyma Y-17268.

Tabela 13- Maximos parametros cinéticos e estequiométricos da bioproducédo de

carotenoides em batelada alimentada.

o Tempo de

Parametros Yt AIim\e/r?'::crinoe(mL) commaor -
Yris (Mg/g de glicerol) 1058,1 75 96
Yxs (g/g de glicerol) 1,25 75 96
Yris (Lg/g de COT) 394,57 150 48
Yws (g/g de COT) 0,67 150 48
Yris (Ug/g de nitrogénio) 33938 50 96
Yxs (g/g de nitrogénio) 66,28 50 96
Yeix (LO/Q) 888,82 1125 36
Px (g/L.h) 0,05 75 96
px (b 0,188 75 24

Os fatores de conversao, quando comparados aos obtidos em batelada simples
foram todos superiores, demonstrando que, a utilizacdo da batelada alimentada foi
eficaz no aumento da bioproducéo.
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4.5 Comparagéao entre os sistemas

A Tabela 14 apresenta os valores maximos de recuperagdo de carotenoides
obtidos nos diferentes processos estudados.

Tabela 14- Maxima recuperacdo de carotenoides especificos e totais obtidas em

diferentes sistemas.

Carotenoides Carotenoides

Sistema Especificos Totais Te(rrr]l)po
(Mg/9) (Mg/L)

Frascos Agitados 335,07 1494,41 96
Biorreator Batelada 629,47 2200,29 60
Biorreator Batelada alimentada (50 mL) 494,89 1612,07 96
Biorreator Batelada alimentada (75mL) 835,34 4118,19 96
Biorreator Batelada alimentada (112,5 mL) 682,09 2070,16 84
Biorreator Batelada alimentada (150 mL) 781,52 2985,42 96

Quando se compara o processo em batelada simples ao processo em frascos
agitados, tém-se um incremento de 88% em relacdo aos carotenoides especificos e
47% em relacdo aos carotenoides totais. O processo batelada alimentada (75 mL)
ocasionou um aumento na bioproducéo de carotenoides totais de 175 e 87% quando
comparado ao processo em frascos agitados e batelada simples, respectivamente, e
na bioproducdo de carotenoides especificos de 149 e 32% quando comparado ao

processo em frascos agitados e batelada simples, respectivamente.

4.6 Identificacéo e quantificacdo dos carotenoides

Realizou-se a identificacdo dos carotenoides produzidos em biorreator batelada
alimentada com volume de alimentacdo de 75 mL a cada 12 h que apresentou maior
recuperacao.

A Figura 22 e Tabela 15 apresentam o cromatograma obtido por HPLC-DAD
dos carotenoides obtidos pelo sistema batelada alimentada e os compostos
identificados, respectivamente. Observa-se a separacao de quatro carotenoides, que.
foram identificados baseados na ordem de eluicéo, tempo de retencéo, espectros de

absorcdo, ions moleculares e fragmentos gerados. Os dados referentes a
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concentracéo (pg/g de peso seco) e quantificacdo por area (%) foram obtidos a partir
da curva do padrio -caroteno.

Figura 22- Cromatograma obtido por HPLC-DAD dos carotenoides por processo de
batelada alimentada.
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Tabela 15- Composicao dos carotenoides obtidos por P. rhodozyma Y-17268 em batelada alimentada dos picos do cromatograma.

Concentracéao t,c Quantificacdo [M+H]* MS/MS
Pico? Carotenoide (Mg/g peso seco)®  (min) Amax? (nm) o e YoAs/Af por area’ (miz) (m/z)
(%)
1 (132)-B-caroteno 5,08 284 338, 443, 469 5 41 1113 537 444[M-92]
2 (all-E)-B-caroteno 10,24 34,9 451, 476 22 0 75,92 537 444]M-92]*
3 (92)-B-caroteno 3,42 37,1 345, 447, 471 24 6 7,43 537 n.i.h
4 y-caroteno 3,02 51,8 460, 491 50 0 5,52 537 n.i.h

@ Numerado de acordo com o cromatograma da Figura 22.

b Picos quantificados quanto ao B-caroteno.

¢ Tempo de retencéo na coluna Cso.

d Gradiente linear de metanol: MTBE..

¢ Estrutura fina espectral: relagdo entre a altura do pico com absor¢&o do maior comprimento de onda (l1l) e o pico de média absorcao (l1).
fRelacdo entre o pico cis (AB) e o pico de média absorcéo (Il).

9 Porcentagem em relacao a area geral do cromatograma da Figura 22.

h Nd: fragmentos nao identificado.
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De acordo com a Tabela 15 e Figura 22 observam-se a presencga de 3-caroteno
(e seus isOmeros) e y-caroteno. O [-caroteno foi identificado como composto
majoritario, representando em meédia 76% do total de carotenoides e uma
concentracdo de 10,24 pg/g (peso seco). Um percentual significativamente inferior foi
observado para y-caroteno, representando em média 5% (3,02 pg/g).

Tais resultados discordam da maioria dos relatos da literatura, onde o composto
majoritario produzido pela levedura P. rhodozyma € a astaxantina (JIANG et al., 2017,
DU et al.,2016; XIAO et al., 2015; YIN et al., 2013; BHATT et al., 2013; FONTANA et
al., 1996; MEYER e PREEZ, 1994).

Estes resultados podem estar relacionados com o tipo cepa, bem como as
condicbes operacionais utilizadas na bioproducdo (biorreator com 75 mL de
alimentacéo a cada 12 h, 1,5 vwm de aeracao, 250 rpm de agitacéo, 25°C por 96 h) e
com o meio composto por residuos agroindustriais (20 g/L de APA, 100 g/L de AMM
e 100 g/L de glicerol).

No entanto, os resultados obtidos estdo de acordo com o encontrado por
Cipolatti et al. (2015) que em avaliacdo do perfil carotenogénico do extrato obtido do
cultivo de P. rhodozyma, verifica a presenga de B-caroteno, luteina e astaxantina,
sendo o 3-caroteno quantificado como majoritario.

Desta forma, nas condi¢cdes empregadas de processo, com a dada cepa, 0
carotenoide produzido majoritariamente é o 3-caroteno, levando em consideracédo ndo
apenas o pico obtido, mas também o espectro de massas.

Como o carotenoide majoritario € o B-caroteno representando juntamente com
seus isdmeros cis e trans, em média 95% do total de carotenoides. Neste caso, 0
resultado otimizado em sistema batelada alimentada para os carotenoides totais e
especificos foram convertidos levando em consideracéo coeficiente de absortividade
do B-caroteno em éter de petroleo (Ei% = 2592). Na Tabela 16 s&o apresentados os
resultados para carotenoides especificos e carotenoides totais em funcdo do

carotenoide majoritario (B-caroteno).
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Tabela 16- Cinética da bioproducao de carotenoides especificos e totais para ensaio

em batelada alimentada com volume de alimentacéo de 75 mL a cada 12 h, expresso

em termos do B-caroteno.

Tempo Biomassa Carotenoides Carotenoides
(h) (g/L) pH Especificos (ug/g) Totais (pg/L)
0 0,06 4,02 20,68 1,65
12 0,07 3,86 88,73 5,76
12’ 0,11 3,86 104,08 10,30
24 0,67 4,06 215,05 144,08
24 0,81 4,06 330,09 267,80
36 1,52 6,29 360,67 548,21
36’ 1,54 6,05 427,84 658,87
48 2,01 6,41 510,03 1030,27
48’ 1,93 6,11 490,15 958,74
60 2,48 6,14 407,33 1018,33
60’ 2,31 5,87 369,59 853,78
72 2,64 6,12 401,89 1060,98
72 2,61 5,86 347,76 907,65
84 3,79 5,77 402,78 1530,55
84’ 3,22 5,31 447,31 1444,76
96 4,93 5,63 676,78 3336,53
108 4,97 5,37 544,78 2707,53
108’ 4,99 5,6 465,35 2322,07
120 4,99 5,31 430,62 2148,80
120’ 5,03 5,47 429,55 2160,65
132 5,05 5,2 429,52 2169,03
132 5,07 54 425,65 2158,03

*tempos acompanhados do simbolo sobrescrito sdo referentes as coletas apoés a

alimentacéo.
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Figura 23- Cinética de producao de carotenoides totais e biomassa de P. rhodozyma
para ensaio em batelada alimentada com uma taxa de alimentagéo de 75 mL a cada

12 h em funcéo do carotenoide majoritario.
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A méaxima producdo de carotenoides totais foi de 3336,53 ug/L em 96 h de
bioproducédo (Tabela 16 e Figura 23). Os demais dados cinéticos (consumo de
substrato) e parametros estequiométricos (Figura 13b, Figura 17- Ensaio2, Figura 18-
Ensaio 2, Figura 19b, Figura 20b, Figura 21b) mantiveram-se iguais, devido ao

comportamento proporcional dos resultados.
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5. CONCLUSOES

A seguir sdo apresentadas as principais conclusdes deste trabalho:

Nos ensaios em frascos agitados a méxima producdo de carotenoides
especificos foi de 335 pg/g ao utilizar 100 g/L de AMM, 100 g/L de glicerol e 20 g/L de
APA, 180 rpm, 25°C, pH inicial 4,0 e 96 h.

Ao estudar os efeitos da agitacdo e aeracdo em biorreator batelada simples,
houve a otimizacdo da producéo de carotenoides, o qual obteve-se o teor maximo de
carotenoides totais de 2179 ug/L (488 pg/g carotenoides especificos) em uma regido
proxima a 1,5 vwm de aeracéo e 250 rpm de agitacdo em 60 h de processo utilizando
meio composto por 100 g/L de AMM, 100 g/L de glicerol e 20 g/L de APA.

Ao realizar um estudo cinético da bioprodugcédo em batelada simples, a maxima
concentracdo de carotenoides totais foi de 2200 pg/L (638 pg/g de carotenoides
especificos) em 72 h de processo, demonstrando um aumento em relacéo aos valores
obtidos em frascos agitados. A velocidade especifica maxima de crescimento (Umax)
para P. rhodozyma em biorreator batelada simples foi de 0,139 h* com uma
produtividade méaxima em células de 0,049 g/L.h.

Ja ao conduzir o processo em batelada alimentada, a maxima concentracéo de
carotenoides totais obtida foi de 4118 pg/L (835 pg/g de carotenoides especificos) em
96 h, com uma alimentacéo de 75 mL de meio a cada 12 h. O sistema de biorreator
batelada alimentada promoveu um incremento de aproximadamente 1,87 vezes na
producdo de carotenoides quando comparada ao sistema batelada simples e 2,5
vezes superior aos frascos agitados.

Em batelada alimentada, a velocidade especifica maxima de crescimento (pmax)
para P. rhodozyma é de 0,188 h* com uma produtividade maxima em células de 0,05
g/L.h, valores superiores aos obtidos em batelada simples.

O B-caroteno foi identificado como composto majoritario, representando em
média 76% do total de carotenoides e o y-caroteno apresenta-se em quantidades em
torno de 5% dos carotenoides totais.

Ao analisar os resultados obtidos na bioproducdo de carotenoides de P.
rhodozyma Y-17268, o processo de batelada alimentada com uma alimentacéo de

75 mL a cada 12 h seria o processo recomendado para aumento de escala industrial,
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levando assim a um incremento na produgdo e consequente aumento nos
rendimentos.

A utilizacdo de glicerol, agua de maceracdo de milho e agua de parboilizacédo
de arroz € uma alternativa viavel para producéo de carotenoides, principalmente pois
os Brasil é rico nestes substratos além de serem de baixo custo, ou seja, 0 uso de
residuos (coprodutos) além de tornar o processo menos dispendioso, apresenta-se
como uma alternativa ao descarte inadequado desses produtos, visto que sao ricos
em material organico.

Diante do exposto, o presente estudo apresenta uma opcéo viavel de producao
de carotenoides, levando-se em consideragéo que o bioproduto gerado é considerado
natural e pode ser aplicado em alimentos sem apresentar riscos a saude do

consumidor. Além disso, o uso de substratos de menor valor, torna-o, aplicavel.
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6. SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Através da experiéncia adquirida neste trabalho acerca de bioproducdo de
carotenoides utilizando residuos agroindustriais, podem-se sugerir alguns temas para
trabalhos futuros:

1. Realizar alimentagdo com menor fonte de carbono, e/ou reciclo de substrato
visto que n&o houve o consumo total deste nutriente no meio no processo de
batelada alimentada;

2. Realizar producdo de carotenoides em biorreator no processo semicontinuo

utilizando diferentes sistemas de cortes;
Realizar modelagem matematica do processo otimizado;
Microencapsular os carotenoides produzidos em diferentes sistemas;

Realizar aplicacdo dos carotenoides microencapsulados;

S

Avaliar atividade biolégicas dos compostos produzidos.
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APENDICES
APENDICE A- Resultados do planejamento experimental para recuperacdo de

carotenoides especificos em frascos agitados.

Tabela Al- Coeficientes de regressao e erro padrao, valores de p e t do planejamento

fatorial completo 22 para os carotenoides especifico em frascos agitados.

Coeficientes de Erro padréo t(2) p
regressao

Média* 322,64 7,10 45,43 0,00048
(1) AMM (L) -29,25 8,71 -3,35 0,07836
AMM (Q)* -56,02 10,39 -5,39 0,03273
(2) Glicerol (L) 1,42 8,71 0,16 0,88503
Glicerol (Q)* -84,89 10,39 -8,16 0,01466
1L.2L -8,75 12,30 -0,71 0,055064

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

Tabela A2- Analise de variancia para a producdo de carotenoides especificos, do

planejamento fatorial completo 22 em frascos agitados.

Fontes de Soma dos Graus de Quadrados i
variagao guadrados liberdade médios calculado
Regresséo 11592,79 2 5796,39 6,05
Residuo 7656,12 8 957,01
Falta de Ajuste 7353,51 6
Erro Puro 302,62 2
Total 19248,92 10

Residuos = Falta de ajuste + Erro puro; Coeficiente de Correlagdo R= 0,84, Ftab95%=4,56
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APENDICE B- Resultados do planejamento experimental para recuperacdo de

carotenoides totais de P. rhodozyma em biorreator batelada simples.

Tabela B1- Coeficientes de regresséo e erro padrao, valores de p e t do planejamento

fatorial completo 22 para os carotenoides totais.

Coeficientes de Erro padréo t(2) p
regressao

Média* 2120,40 30,30 69,96 0,00020

(1) Aeracéo (L) 2,32 18,58 0,12 0,91185
Aeracao (Q)* -253,93 22,17 -11,44 0,00754
(2) Agitacao (L)* 381,20 18,58 20,50  0,00236
Agitacao (Q)* -387,01 22,17 -17,44  0,00326
1L.2L -2,36 26,24 -0,09 0,93634

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

Tabela B2- Andlise de variancia para a bioproducdo de carotenoides totais em

biorreator batelada simples, do planejamento fatorial completo 22.

Fontes de Soma dos Graus de Quadrados i
variagao quadrados liberdade medios calculado
Regresséo 2120085,29 3 706695 5,64
Residuo 876706,78 7 125244
Falta de Ajuste 871195 5
Erro Puro 5511 2
Total 2996792 10

Residuos = Falta de ajuste + Erro puro; Coeficiente de Correlagdo R= 0,85, Ftab95%=4,35
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Tabela C1- Cinética da bioproducao de carotenoides e biomassa da levedura P. rhodozyma, evolucédo do pH e consumo de carbono

organico total, nitrogénio e glicerol para ensaio em batelada.

Tempo Biomassa Carotenoides Carotenoides Carbono Organico Nitrogénio Glicerol
(h) (g/L) pH Especificos (ug/g) Totais (ug/L) Total (g/L) Total (g/L) (g/L)
0 0,105 4 15,26 1,6 18,97 0,1809 34,42
12 0,185 4,2 63,28 11,7 19,03 0,1708 34,49
24 0,983 5,01 237,24 233,2 16,22 0,0944 34,94
36 1,48 6,54 488,73 732,2 15,95 0,0900 31,9
48 2,06 6,55 608,92 1254,37 15,36 0,0931 27,59
60 2,75 6,53 629,47 2200,29 14,35 0,0962 27,58
72 3,32 6,45 638,79 2036,13 14,15 0,0911 27,32
78 3,79 6,38 601,87 2076,18 13,65 0,0912 25,88
84 3,81 6,35 491,93 1481,64 11,16 0,0841 23,40
96 4,88 6,32 489,25 1482,83 11,85 0,0781 22,9
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Tabela C2- Cinética da bioproducao de carotenoides e biomassa da levedura P. rhodozyma, evolucédo do pH e consumo de carbono

organico total, nitrogénio e glicerol para ensaio em batelada alimentada com volume de alimentacdo de 50 mL a cada 12 horas.

Tempo Biomassa Carotenoides Carotenoides Carbono Organico  Nitrogénio Glicerol
(h) (g/L) pH Especificos (ug/g) Totais (ug/L) Total (g/L) Total (g/L) (g/L)
0 0,108 4,0 15,42 3,39 31,89 0,1574 81,55
12 0,145 4,02 67,3 9,75 26,72 0,1565 60,36
12’ 0,22 4,01 102,43 11,07 29,59 0,1571 63,24
24 0,24 4,03 127,49 12,74 27,48 0,1719 60,55
24 0,35 4,03 136,9 15,3 29,9 0,1699 63,58
36 0,485 3,78 208,74 154,69 31,2 0,0992 63,43
36’ 0,63 3,81 208,74 101,23 28,18 0,1066 69,72
48 1,13 6,51 307,27 193,87 31,14 0,0827 62,9
48’ 1,072 6,28 400,14 588,45 30,89 0,0857 65,42
60 1,196 6,43 598,48 715,78 30,66 0,0789 62,11
60’ 1,78 6,26 548,93 882,35 29,77 0,0812 67,89
72 2,9 6,4 495,7 1113,4 30,65 0,0791 65,28
72 2,56 6,14 458,79 1162,07 29,84 0,09 68,23
84 2,56 6,3 450,23 1152,59 29,84 0,1046 63,38
84’ 3,08 6,08 490,96 1256,85 29,72 0,11 68,52
96 3,25 6,23 494,89 1612,07 32,6 0,11 68,15
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Tabela C3- Cinética da bioproducao de carotenoides e biomassa da levedura P. rhodozyma, evolucédo do pH e consumo de carbono

organico total, nitrogénio e glicerol para ensaio em batelada alimentada com volume de alimentacédo de 75 mL a cada 12 horas.

Tempo Biomassa Carotenoides Carotenoides Carbono Organico  Nitrogénio Glicerol
(h) (g/L) pH Especificos (ug/g) Totais (ug/L) Total (g/L) Total (g/L) (g/L)
0 0,06 4,02 25,52 2,17 28,45 0,1923 59,27
12 0,07 3,86 109,52 7,22 25,23 0,2059 54,64
12’ 0,11 3,86 128,47 12,84 26,4 0,1995 48,98
24 0,67 4,06 265,43 177,84 23,97 0,0967 45,3
24 0,81 4,06 408,09 328,11 25,33 0,107 57,69
36 1,52 6,29 445,17 678,23 24,1 0,0885 56,69
36’ 1,54 6,05 528,08 811,12 24,34 0,0961 59,17
48 2,01 6,41 629,52 1265,34 24,31 0,0966 57,52
48’ 1,93 6,11 603,75 1185,30 44,84 0,0972 49,5
60 2,48 6,14 502,76 1246,84 42,7 0,0771 45,2
60’ 2,31 5,87 456,19 1052,89 44,97 0,1102 57,05
72 2,64 6,12 496,04 1309,56 27,1 0,1144 41,19
72 2,61 5,86 429,23 1120,31 67,41 0,1082 61,17
84 3,79 5,77 497,14 1882,18 55,31 0,0996 54,1
84’ 3,22 5,31 552,09 1775,53 58,4 0,0555 28,05
96 4,93 5,63 835,34 4118,19 52,28 0,057 55,63
108 4,97 5,37 672,41 3341,87 50,74 0,042 39,38

108’ 4,99 5,6 574,37 2866,11 52,81 0,051 47,24
120 4,99 5,31 531,51 2652,23 50,94 0,047 42,14
120’ 5,03 5,47 530,19 2666,85 56,21 0,059 49,37
132 5,05 52 530,14 2667,20 49,44 0,050 40,64
132’ 5,07 54 525,37 2663,62 53,98 0,054 53,87

*tempos acompanhados do simbolo sobrescrito sdo referentes as coletas apds a alimentacgéo.
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Tabela C4- Cinética da bioproducao de carotenoides e biomassa da levedura P. rhodozyma, evolucédo do pH e consumo de carbono

organico total, nitrogénio e glicerol para ensaio em batelada alimentada com volume de alimentacédo de 112,5 mL a cada 12 horas.

Tempo Biomassa Carotenoides Carotenoides Carbono Organico  Nitrogénio Glicerol
(h) (g/L) pH Especificos (ug/g) Totais (ug/L) Total (g/L) Total (g/L) (g/L)
0 0,27 4,05 17,47 4,29 40,61 0,1943 63,93
12 0,53 3,87 18,35 5,02 43,92 0,2241 77,62
12’ 0,31 3,88 46,76 14,22 28,34 0,1563 59,71
24 1,29 6,26 228,57 294,85 29,39 0,0900 57,03
24 0,88 5,87 326,28 289,74 36,52 0,1014 61,64
36 1,96 6,42 649,52 1271,76 27,69 0,0943 57,84
36’ 1,29 5,98 421,62 544,73 32,85 0,1463 58,81
48 2,29 6,38 533,90 1222,64 35,81 0,1128 57,66
48’ 2,24 6,02 584,38 1309,10 28,06 0,1114 59,23
60 2,91 6,15 676,95 1963,16 46,55 0,1183 55,41
60’ 2,61 5,76 625,91 1627,36 57,94 0,1021 57,90
72 3,24 6,20 632,20 2048,31 25,32 0,0775 53,20
72 3,36 5,85 529,92 1767,77 29,31 0,0983 56,74
84 4,03 5,88 394,96 1589,22 31,33 0,0876 51,28
84’ 3,05 5,38 682,09 2070,16 29,11 0,0827 60,10
96 4,15 5,77 445,42 1848,81 24,54 0,0508 54,76
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Tabela C5- Cinética da bioproducao de carotenoides e biomassa da levedura P. rhodozyma, evolucédo do pH e consumo de carbono

organico total, nitrogénio e glicerol para ensaio em batelada alimentada com volume de alimentacé&o de 150 mL a cada 12 horas.

Tempo Biomassa Carotenoides Carotenoides Carbono Organico  Nitrogénio Glicerol
(h) (g/L) pH Especificos (ug/g) Totais (ug/L) Total (g/L) Total (g/L) (g/L)
0 0,25 4,07 16,57 4,11 34,14 0,2053 68,45
12 0,22 3,79 18,39 4,06 44,60 0,2200 68,83
12’ 0,14 3,84 69,33 9,72 41,82 0,1988 60,57
24 0,57 3,81 122,38 70,01 36,59 0,1415 68,23
24 0,74 3,84 293,71 217,35 38,93 0,1380 59,63
36 1,21 6,58 565,82 678,97 37,01 0,0922 67,83
36’ 1,10 6,15 612,62 679,89 36,92 0,0926 64,4
48 1,69 6,45 510,47 864,23 42,42 0,0879 70,52
48’ 1,44 6,11 408,95 588,89 37,58 0,0935 67,7
60 2,34 6,41 458,58 1073,98 38,69 0,0659 71,59
60’ 2,60 5,95 435,57 1129,88 45,45 0,0806 62,18
72 2,82 6,27 433,71 1218,24 33,61 0,072 72,93
72 2,28 5,92 407,42 927,31 24,44 0,0799 63,93
84 4,17 6,18 418,76 1746,23 34,51 0,0485 70,85
84’ 2,83 5,83 416,51 1800,24 36,06 0,0606 63,32
96 3,82 6,19 781,52 18807,42 43,91 0,0497 54,49
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Figura D1- Linearizacdo do crescimento celular da levedura P. rhodozyma em

biorreator batelada.
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Figura D2- Linearizagdo do crescimento celular da levedura P. rhodozyma em

biorreator batelada alimentada no Ensaio 1 (a), Ensaio 2 (b), Ensaio 3 (c) e Ensaio 4
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Determinacdo do fator de conversdo Yxs com base em glicerol para
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Figura D4 - Determinacéao do fator de conversdo Yxs com base em glicerol para o

Ensaio 1 (a), para o Ensaio 2 (b), Ensaio 3 (c) e Ensaio 4 (d) em batelada alimentada.
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Figura D5 - Determinacdo do fator de conversdo Yp/s com base em glicerol para
batelada.
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Figura D6 - Determinacédo do fator de conversdo Ypis com base em glicerol para o

Ensaio 1(a), para o Ensaio 2 (b), Ensaio 3 (c) e Ensaio 4 (d), em batelada alimentada.
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Figura D7 - Determinacgé&o do fator de converséo Yxscom base em COT para batelada.
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Figura D8 - Determinacéo do fator de converséo Yxscom base em COT para o Ensaio

1(a), para o Ensaio 2 (b), Ensaio 3 (c) e Ensaio 4 (d) em batelada alimentada.
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Figura D9 - Determinacéao do fator de conversao Yr/s com base em COT para batelada.
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Figura D10 - Determinacdo do fator de conversao Ypis com base em COT para o

Ensaio 1(a), para o Ensaio 2 (b), Ensaio 3 (c) e Ensaio 4 (d), em batelada alimentada.
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Figura D11- Determinagéo do fator de conversao Yxs com base em nitrogénio total
em batelada.
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Figura D12 - Determinacao do fator de conversao Yxs com base em nitrogénio total

para o Ensaio 1(a), para o Ensaio 2 (b) e Ensaio 3 (c) em batelada alimentada.
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Figura D13 - Determinagao do fator de conversao Yr/s com base em nitrogénio total

para batelada.
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Figura D14 - Determinagao do fator de converséao Yr/s com base em nitrogénio total
para o Ensaio 1(a), para o Ensaio 2 (b), Ensaio 3 (c) e Ensaio 4 (d), em batelada

alimentada.
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