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A producdo de carotenoides por micro-organismos vém sendo estudada como forma
alternativa na producgdo desses corantes naturais, visando alcancar maximo rendimento
com menor custo, em diferentes condi¢Bes de bioproducdo. Neste trabalho foi verificada
a influéncia de dois meios para o preparo de indculo de S. pararoseus, M1 com extrato
de malte e levedura e M2 com melaco e 4gua de maceracdo de milho, na producéo de
carotenoides, a 180 rpm, 25°C por 168h, com meio de produgio M2. O
acompanhamento de pH, biomassa, carotenoides totais e agucares foi realizado. As
andlises foram realizadas em duplicata e as médias avaliadas por teste t. A producéo de
carotenoides volumétricos (3000,4 pg/L M1 e 2507,6 pg/L M2) e especificos (1010,3
Mg/g M1 e 1099,8 pg/g) e as produtividades (Px = 0,01 g/L.h para ambos os meios) e
Pc (12,61 pg/L.h para M1 e 11,67 pg/L.h para M2) ndo apresentaram diferenca
estatistica (p> 0,05).

1.INTRODUCAO

Os carotenoides sdo pigmentos naturais, lipofilicos, insolUveis em &gua e
soliveis em solventes, como a acetona, amplamente distribuidos na natureza, de
coloracdo amarela, laranja e vermelho, presente em vegetais e micro-organismos
(Damoran, et al. 2010). Apesar de se destacarem por seu papel como pigmentos, 0s
carotenoides apresentam outras importantes fung¢ées, como por exemplo, precursores de
vitamina A e aromas além de propriedades antioxidantes, sendo conhecidos por
reagirem com o0 oxigénio singleto, que constitui uma forma altamente reativa do
oxigénio molecular (Ambrdsio, et al. 2006; Uenojo, et al. 2007 Barbosa, 2010;
Cipolatti, 2012).

Os corantes sintéticos apresentam menor custo e maior estabilidade quimica, mas
pesquisadores e consumidores da area de alimentos preocupam-se com sua natureza
toxica. Uma alternativa para sua substituicdo é a utilizacdo de pigmentos naturais
extraidos de residuos industriais como bagacos de frutas e cascas de camardo (Bertolo,
2007; Barbosa, 2010) ou produzidos por via biotecnoldgica utilizando-se algas (Reis,
2012), bactérias (Gu et al. 2008) e leveduras como as do género Sporidiobolus (Otero,
2011) ganham atencéo.

A producéo por via biotecnologica pode ser afetada por diferentes fatores, entre
eles pH, temperatura, agitacdo, aeracdo e fonte de carbono, sendo esta a que recebe
maior destaque. A fonte de carbono, ndo apenas influéncia o desenvolvimento do micro-
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organismo e a sintese de carotenoides, mas também interfere diretamente nos custos de
producdo. Glicose e sacarose sdo as formas de carbono mais comumente utilizadas na
bioprodugéo de carotenoides e encontrar fontes alternativas de carbono que elevem o
produtividade do processo e reduzam custos é extremamente necessario (Aksu e Eren,
2005; Scwartz, 2010).

Sendo assim no presente trabalho foi realizado o estudo da influéncia de dois
meios para o preparo de indculo de Sporidiobolos pararoseus, M1 com extrato de malte
e levedura e M2 com melaco e agua de maceracdo de milho, na producdo de
carotenoides.

2.METODOLOGIA
2.1. REATIVACAO DAS CULTURAS MICROBIANAS

Foi utilizada a levedura carotenogénica Sporiodiobolus pararoseus isolada de
amostras ambientais (Otero, 2011).

Para a reativacao, foram realizados repiques a partir das culturas estoques em meio
extrato de malte e levedura (YM) modificado (Parajo et al., 1998) composto por 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
adicionados de 0,2 g/L de KNO3 por 48h a 25°C. Apos foi realizada uma ressuspensdo
celular em 1 mL de &gua peptonada (0,1%) e adicionada em 9 mL de caldo YM
modificado, sendo incubados nas mesmas condic¢des descritas anteriormente.

2.2.PREPARO DO INOCULO

Os indculos foram preparados em frascos agitados de 250mL (Incubadoraa Tecnal
TE-420) contendo 90 mL YM modificado (M1) descrito anteriormente (Parajo et
al.,1998) ou (M2), composto por melaco de cana de acUcar (40g/L) e agua de
maceracdo de milho (6,5 g/L) (Machado, 2013), pré-tratado com 4&cido sulfdrico
(Roukas, 1998), ambos adicionados de 10 mL de cultivo oriundo da reativagdo, sendo
incubados a 150 rpm, 25°C por 48 h, ou tempo necessario para concentracdo celular
atingir 1x10" células/mL, contadas através de cAmara de Neubauer.

2.3.CULTIVO

O meio de cultura utilizado foi M2, descrito no item anterior. Os ensaios
realizados em erlenmeyer de 500 mL com 225 mL do meio, acrescidos de 10% de
indculo, sendo as condi¢des operacionais do processo 25°C, 180 rpm por 168 h (Silva,
2009).

Para a recuperagédo da biomassa produzida o caldo foi centrifugado (Cientec CT-
6000R) a 1745xg por 10 min e o sedimento lavado com agua destilada. O sobrenadante
foi utilizado para medicdo de pH e quantificacdo dos agucares. Apds, a biomassa foi
submetida a secagem por 48h a 35°C (Fonseca et al., 2011), sendo macerada em um
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grau e passada em peneira com mesh 115 (Cipolatti, 2012) e posteriormente submetida
ao congelamento a -18°C por 48h (Moraes et al., 2010).

2.4. ACOMPANHAMENTO DE BIOMASSA, pH E ACUCARES

Para acompanhamento do processo foram retiradas amostras a cada 24 horas de
producdo para analise de biomassa, pH e acglcares. A concentracdo de biomassa ao
longo do processo foi estimada por leitura de absorbancia a 620 nm, através de uma
curva padrédo de biomassa (Choi e  Park, 2003).

O pH foi determinado através da leitura da amostra em um potenciémetro e para
acompanhamento de actcares redutores totais foi utilizado o método do Acido 3,5-
dinitrosalicilico (Miller, 1959), com uma curva padrdo de glicose e prévia hidrolise
acida das amostras.

24ROMPIMENTO CELULAR E OBTENCAO DO EXTRATO
CAROTENOGENICO

O processo de rompimento celular se deu por técnica quimica aplicando-se
DMSO. Em tubos contendo 0,05 g de biomassa foi adicionado 2 mL de DMSO a 55°C
sendo agitado em vortex (Vixar) por 1 min e posteriormente deixado em repouso por 1h
(Michelon, et al., 2012)..

Apos a ruptura foram adicionados 6 mL de acetona, a fim de promover a extra¢do
dos carotenoides. A amostra foi centrifugada a 1745xg por 10 min, a fase solvente
separada e o procedimento de ruptura repetido até o branqueamento total das célula.
Aos sobrenadantes foram adicionados 10 mL de solucdo de NaCl 20% (p/v) e 10 mL de
éter de petréleo. Apds a formacdo de duas fases a fase apolar foi coleta e filtrada com
sulfato de sddio (Na,SO,), dando origem aos extratos carotenogénicos (Michelon, et al.
2012).

2.5.DETERMINACAO DE CAROTENOIDES TOTAIS

A determinagdo da concentragdo de carotenoides totais nos extratos foi realizada
em espectrofotbmetro (Biospectro SP-220) através do valor médio da méaxima
absorbancia a 448 nm, utilizando a Equacdo 1, sendo expresso em termos de seu
carotenoide majoritario B-caroteno em éter de petréleo com absortividade especifica de
2592 (Davies, 1976).

CT = = AxV%10°

1em*100¥Mamostra

1)

Onde: CT = concentragdo especifica de carotenoides de totais (ug/g); A =
absorvancia; V = volume (mL); Mamoestra= Massa celular seca (g); A =absortividade
especifica.

Posteriormente os valores de carotenoides totais foram convertidos a valores de
carotenoides volumétricos (ug/L).
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2.6.ANALISE ESTATISTICA

As anélises foram realizadas em duplicata e os resultados foram avaliados por
analise de variancia seguido de teste t com confianca de 95%, através de software
estatistico.

3.RESULTADOS E DISCUSSAO

Na Figura 1 sdo apresentados os valores de biomassa, acUcares, pH e
carotenoides observados durante o acompanhamento do processo. E na Tabela 1 s&o
apresentadas as médias dos parametros cinéticos para a maxima producdo de
carotenoides volumétricos (168 h).

A maior produgdo volumétrica de carotenoides foi obtida em 168 h, 3000,4 pg/L
e 2507,6 pg/L. Nesse ponto, apenas os parametros biomassa e pH apresentaram
diferencas estatistica entre as médias (p<0,05), como observado na Tabela 1.

Apesar da concentracdo de biomassa maxima ter sido superior quanto utilizado
M1, que era um meio de composi¢do mais complexa, ndo houve interferéncia do meio
de preparo do inéculo na produtividade de biomassa e nem na de produto.

O pH € um dos mais significativos parametros na bioproducdo de compostos,
por influenciar o crescimento do micro-organismo e formagao de produto. E natural que
durante a sintese de carotenoides ocorram mudancas de pH, sendo essas mais intensas
nas primeiras 72 h, com posterior elevacdo desse pH durante a fase intensa de
carotenogénese (Valduga, et al., 2009).

No presente estudo o pH sofreu maior variacdo para a producdo utilizando-se o
indculo preparado em M2, chegando ao final da fermentacéo ao valor medio de 3,65,
ponto esse onde foi obtido a maior producdo de carotenoides volumétricos, sendo
possivel observar na Figura 1b a queda mais acentuada até 72 h e com estabiliza¢do do
pH apds isso. Para M1 a queda foi menos acentuada e o pH final apresentou valor
médio de 5,30, onde também foram obtidos o maior valor de carotenoides volumétricos.

Com a levedura Sporidiobolus salmonicolor CBS 2636, utilizando in6culo
produzido em meio YM e a producdo sendo realizada em meio, pré-tratado com acido
sulfaricom, composto por 10 g/L de melaco de cana-de-aglcar, 5 g/L de agua de
maceracdo de milho e 5g/L de &4gua de maceracao de milho, foram alcancados 180,32
pg/g de carotenoides (Valduga, et al. (2007), inferiores aos valores encontrados no
presente trabalho.
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Figura 1 — Cinética da produgéo de carotenoides por Sporidiobolus pararoseus com

lo preparado em M1 (a) e M2(b).
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. Tabela 1- Médias dos parametros cinéticos da producédo de carotenoides por
Sporidiobolus pararoseus com indculo preparado em M1 e M2

Inoculo Biomassa  Carotenoides pH Px (g/L.h)  Pc (ug/L.h)
(/L) Volumétricos
(Lg/L)
M1 2,97° 3000,4° 5,30° 0,01 12,619
M2 2,62° 2507,6° 3,65° 0,01f 11,67°

*Letras iguais na mesma coluna demostram resultados estatisticamente iguais (p>0,05).

A semelhanca entre os dois meios na producdo de carotenoides volumétricos,
permite que se possa optar pelo meio mais barato, nesse caso, composto pelos co-
produtos dgua de maceracdo de milho e melaco. Além disso, a utilizacdo do mesmo
meio para o preparo de indculo e producdo, pode diminuir a fase de laténcia do micro-
organismos que representa o tempo necessario para a adaptacdo ao meio, tendo maior
ou menor duracdo dependendo de fatores como concentracdo inicial do in6culo, tempo
de pré-cultivo e estado fisiologico, sendo que o pré-cultivo dos micro-organismos em
um meio de mesma composicdo do que utilizado para a producédo, diminui o tempo de
inducdo, reduzindo ou eliminando essa fase inicial e assim permitindo a obtengédo de
maior biomassa em menor tempo (Schimidell, et al. 2001).

4.CONSIDERACOES FINAIS

O meio utilizado para a produgdo do in6culo tem influéncia significativa
(p<0,05) na producdo de biomassa de Sporidiobolus pararoseus. No tempo de 168 h,
utilizando-se o meio M1, de composi¢do mais complexa, foi obtida a maior quantidade
de biomassa (2,97g/L), porém a producdo de carotenoides volumétricos (3000,4 e
2507,6 pg/L)e as produtividades(Px = 0,01 g/L.h e Pc = 12,61 pg/L.h para M1 e 11,67
pg/L.h para M2) em ambos os meios ndo apresentaram diferenca estatistica (p> 0,05),
0 que permite que se opte pelo meio de menor custo, neste caso 0 meio M2.
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