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RESUMO-Carotenoides estdo amplamente distribuidos na natureza e apresentam
grande importancia para a industria de alimentos. Diferentes fatores podem interferir na
produtividade de carotenoides por via biotecnolégica, entre eles a luminosidade. Para
estudar essa influéncia foram realizados cultivos de S. pararoseus, com presenca e
auséncia de luz, em meio composto por melaco (40 g/L) e 4gua de maceragdo de milho
(6,5 g/L), a 180 rpm, 25°C por 168 h, sendo acompanhados pH, biomassa, carotenoides
e acucares. As analises foram realizadas em duplicata e as médias avaliadas por teste t.
A luminosidade n&o influenciou significativamente (p>0,05) no processo, onde o pH
dos meios de producdo variaram entre 6,0 e 4,4, alcancando os pontos maximos de
biomassa de 6,31 e 6,60 g/L, e producdo de carotenoides de 3495,0 pg/L (553,0 ug/g) e
4085,6 pg/L (617,7 ugl/g), respectivamente, para presenca e auséncia de luz. As
produtividades em biomassa e produto 0,06 g/L.h e 40,1 pg/L.h (com luz) e 0,07 g/L.h e
52,6 ng/L.h (sem luz) também nédo apresentaram diferenca estatistica (p>0,05).

1. INTRODUCAO

Os corantes naturais denominados de carotenoides estdo amplamente distribuidos na
natureza, apresentando papel de destaque na fotossintese e fotoprotecdo de sistemas vegetais e
como precursores de vitamina A nos seres humanos. Além de fungdes nos sistemas
bioldgicos, os carotenoides apresentam também grande importancia para a industria
farmacéutica na elaboragdo de cosméticos e como aditivo alimentar na industria de alimentos
(Damoran, et al. 2010).

Apesar de se destacarem por seu papel como pigmentos e antioxidantes, os carotenoides
apresentam outras importantes funces, como por exemplo, precursores de aromas alem de
propriedades antioxidantes, sendo conhecidos por reagirem com 0 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, porém
pesquisadores e consumidores da area de alimentos preocupam-se com sua natureza toxica.
Uma alternativa para sua substituicdo € a utilizacdo de pigmentos naturais produzidos por
algas (Bocanegra et al., 2004; Reis, 2012), bactérias (Gu et al. 2008) e leveduras como as do
género Sporidiobolus (Valduga, et al. 2009; Otero, 2011).
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Do ponto de vista quimico, os carotenoides possuem estrutura basica formada por
unidades de isopreno ligadas covalentemente, criando uma molécula simétrica com 40
carbonos. Sua cadeia altamente insaturada torna esses pigmentos susceptiveis a isomeracao e
oxidacéo.

Fatores como calor, acidez e luz podem promover a isomeracdo de carotenoides trans
(forma usual) para conformacao cis. Esses fatores podem ainda, dependendo da concentracéo
de oxigénio presente no meio, estimular a degradagéo oxidativa, sendo que tanto o processo
de isomeracdo quanto a oxidacdo levam a perda de cor e também atividade provitamina A
(Damoran, et al. 2010, Rodriguez-Amaya, 2001).

Em vista disso o presente trabalho teve como objetivo o estudo da influéncia da
luminosidade na producéo de carotenoides por Sporidiobolus pararoseus, realizando cultivos
com presenca e auséncia de luz.

2. METODOLOGIA
2.1. REATIVACAO DAS CULTURAS MICROBIANAS

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

Para a reativacdo, foram realizados repiques a partir das culturas estoques em meio
extrato de malte e levedura (YM) 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 modificado segundo Parajo et al. (1998) pela
adicdo de 0,2 g/L de KNOg3, por 48h a 25°C. Apos foi realizada uma ressuspenséo celular em 1
mL de agua peptonada (0,1%) e adicionada em 9 mL de caldo YM modificado, sendo
incubados nas mesmas condicGes descritas anteriormente.

2.2. PREPARO DO INOCULO

O in6culo foi preparado em frascos agitados de 250mL contendo 90 mL de caldo YM
modificado adicionado de 10 mL de cultivo oriundo da reativacéo, sendo incubado a 150 rpm,
25°C por 48 h, ou tempo necessario para concentragdo celular atingir 1x10’ células/mL,
contadas através de camara de Neubauer.

2.3. CULTIVO

O meio de cultura utilizado foi otimizado por Machado (2013), composto por melaco de
cana de acucar (40g/L) e agua de maceracdo de milho (6,5 g/L), pré-tratado com acido
sulfurico (Roukas, 1998).
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Os ensaios realizados em erlenmeyer de 500 mL com 225 mL do meio, com pH inicial
de 6,0, acrescidos de 10% de inoculo, sendo as condigOes operacionais do processo 25°C, 180
rpm por 168 h (Silva, 2009). Para os ensaios na auséncia de luminosidade, os erlenmeyer
foram recobertos com papel aluminio.

Amostras foram retiradas em intervalos de 24h até o término do processo (168h), a fim
de acompanhar biomassa, pH, acucares e carotenoides totais. Para isso a biomassa foi
recuperada por centrifugacdo (centrifuga Cientec CT-6000R) a 1745xg por 10 min e o
sedimento lavado com &gua destilada. O sobrenadante foi utilizado para medicdo de pH e
quantificacdo dos acUcares. Apds, a biomassa foi submetida a secagem por 48h a 35°C
(Fonseca et al., 2011), sendo macerada em um grau e passada em peneira com mesh 115
conforme padronizada por Cipolatti (2012) e posteriormente submetida ao congelamento a -
18°C por 48h (Moraes et al., 2010).

2.4. ACOMPANHAMENTO DE BIOMASSA, pH E ACUCARES

A concentracdo de biomassa ao longo do processo foi estimada por leitura de
absorbancia a 620 nm, através de uma curva padrdo de biomassa (Choi e Park , 2003), ja a
determinacdo do pH foi realizada através da leitura da amostra em um potenciémetro.

Para acompanhamento de aclcares redutores totais foi utilizado o método do Acido 3,5-
dinitrosalicilico (Miller, 1959), com uma curva padrdo de glicose. As amostras foram
previamente submetidas a uma hidrélise.

25. ROMPIMENTO CELULAR E OBTENCAO DO EXTRATO
CAROTENOGENICO

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

Apos a ruptura foram adicionados 6 mL de acetona, a fim de promover a extragdo dos
carotenoides. A amostra serd centrifugada a 1745xg por 10 min, a fase solvente separada e 0
procedimento de ruptura repetido até descoloracdo total das célula. Aos sobrenadantes serdo
adicionados 10 mL de solu¢do de NaCl 20% (p/v) e 10 mL de éter de petréleo. Apds a
formacgdo de duas fases foi coletado a fase apolar sendo filtrada com sulfato de sodio
(Na,SQ,), dando origem aos extratos carotenogénicos (Michelon, et al. 2012).

2.6. DETERMINACAO DE CAROTENOIDES TOTAIS

A determinacdo da concentracdo de carotenoides totais nos extratos foi realizada em
espectrofotbmetro através do valor médio da méxima absorbancia a 448 nm, utilizando a
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Equacdo 1, e serd expresso em termos de seu carotenoide majoritario (B-caroteno em éter de
petréleo com absortividade especifica de = 2592) de acordo com Davies (1976).

A*V*10°

*100*Mgmostra

CT = 2%

lcm

1)

Onde:
CT = concentracdo especifica de carotenoides de totais (ug/g); A = absorvancia; V = volume
(ML); mymostra= Massa celular seca (g); Al% =absortividade especifica.

Para o célculo da producao volumétrica de carotenoides totais (ug/L) foi realizada uma
conversdo de unidades utilizando o resultado de contracdo e carotenoides toais (ug/g) e de
concentracdo de biomassa (g/L).

2.7. ANALISE ESTATISTICA

As andlises foram realizadas em duplicatas e avaliadas através de teste t com
confianca de 95%, através de software estatistico.

3.RESULTADOS E DISCUSSAO

Na Figura 1 sdo apresentados os valores de biomassa, aclcares, pH e carotenoides
observados durante o acompanhamento do processo. E na Tabela 1 sdo apresentados as
médias dos parametros cinéticos maximos (96 h).

No parametro biomassa os maiores valores obtidos foram 6,60 g/L para a produgdo em
presenca de luz e 6,31 g/L para a producdo com auséncia de luz. As médias quando
comparadas por teste t, foram consideradas estatisticamente iguais (p>0,05). N&o houve
também diferenca estatistica entre a produtividade em biomassa na presenca ou auséncia de
luz (Tabela 1).

A producdo maxima de carotenoides volumeétricos foi de 3495,0 pg/L e 4085,6 pg/L,
respectivamente, para presenca e auséncia de luz, ambas obtidas em 96 h de producdo. A
analise dos dados demostrou ndo haver diferenca estatistica (p>0,05) estres as duas médias
assim como na produtividade em carotenoides.

O pH é um dos mais significativos parametros na bioproducdo de compostos, por
influenciar o crescimento do micro-organismo e formacéo de produto. Segundo Valduga, et
al. (2009) é 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.

No presente estudo o pH sofreu maior variagcdo nas primeiras 48 h nas duas condigdes.
O pH nos pontos de maxima producédo foram de 4,4 e 4,8 (Tabela 1).

Area tematica: Processos Biotecnoldgicos



< O

-l N

Q2
(@)

$a
O

O c

= ©

2.0

20

s

o

[}

<

o~

o~

©

(<))

=
)
S g
o.8
.a,m
—
oq-u
mQ

wB.m
Q8
wv
\nw<s
]
2D
er

(6/6M) sooiyj0ads3 saplousloe) Sp 0BIRIIUSOUOD) o—

o o
o o o o o o
N (=1 o o o o
— — oo © < N
(7/6r) SoOLIBWIN|OA SBPIOUBI0MRD B8P OBJBIIUSIU0D) —e—
o o o (=3 (=3 (=3
o o o o o o o
o 0 o o n o o
< (32 @ N — — Lo

© Yo} < ™ N -

(71/6) ste10 Sa10INpaY S8/edNdy ap 0BJesUDUOD +—
Hd - -m--
(11/6) essewolg ap 0p3eJIUBIUOD) - o~

72 96 120 144 168
Tempo (h)

48

24

(@)

(1/6M) sooiyj0ads3 saplousIoe)) Sp 0BIRIIUSOUOD) -o—

o o o

o o o o o o o

< N o o o o o

— — — [ee) (=) < N o
(71/6M) soouWIN|oA SBPI0UBI0IED) 8P 0BIRIIUSBIUOD) —e—

o o o o o o o o

o o o o o o o o o

mn o n o n o mn o o

< < (32) o N N -~ - n o
. . 7 . .

~ © n < (32) N — o

(71/6) ste10] $8101NPaY Sesedndy ap 0BdeIIUBIUOD) —o—
Hd - =
(71/6) essewolg ap 0B3e1IUIOUOD) - ® -

48 72 96 120 144 168

24

Tempo (h)

(b)

Figura 1 — Cinética da producéo de carotenoides por Sporidiobolus pararoseus na presenca

(@) e auséncia (b) de luz.
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Tabela 1- Médias dos parametros cinéticos da producao de carotenoides por Sporidiobolus
pararoseus na presenca e auséncia de luz.

Luminosidade Biomassa  Carotenoides pH Px (g/L.h)  Pc (ng/L.h)
(g/L) Volumétricos
(Ho/L)
Presente 6,31° 3495,0° 4,4° 0,06° 40,1°
Ausente 6,60 4085,6" 4,8° 0,07° 52,6°

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

No presente trabalho ndo foi observada a interferéncia da luminosidade sobre a
producdo de carotenoides, porém segundo Boshale (2004), a producdo e acumulacdo de
carotenoides em algas, fungos e bactérias é positivamente afetada pela irradiacdo de luz
branca. Sendo que o aumento na producdo volumétrica de carotenoides, geralmente esta
associado ao desenvolvimento do micro-organismo, além de sua interferéncia na acdo e
producdo de enzimas necessarias para a carotenogénese. Assim, o efeito da luz sobre o
desenvolvimento dos micro-organismos desempenha papel importante para se estabelecer a
funcdo da luz branca como estimulante da producdo de carotenoides.

Zhang et al. (2014) avaliou a interferéncia de trés condi¢des de irradiacdo luminosa
sobre a producdo de biomassa, carotenoides e lipidios por Rhodotorula glutinis. A trés
condigdes eram auséncia de luz, 2 lampadas LED e 3 ldampadas LED de 800 pmol/m? cada.
As irradiacdo luminosa aumentou significativamente o concentracdo de biomassa no
processo, apresentando maior valor (17,7 g/L) com o uso de 3 LED’s. Nessa mesma condi¢do
foram encontradas as maiores concentracdes de carotenoides, 2,6 mg/L, mais que o dobro do
obtido na auséncia de irradiacdo luminosa. Muitas leveduras ndo fotossintetizantes e bactérias
utilizam os carotenoides como protecdo quando cultivadas na presenca de luz. Assim a
aplicacdo irradiacdo durante o cultivo pode ndo s6 aumentar a concentragdo de biomassa e
carotenoides, como reduzir o tempo de cultivo.

Se faz necessario o estudo da utilizacdo da luz nas diferentes fases do
desenvolvimento microbiano, o tipo de luz empregada e o perfil de carotenoides desejados,
visto que a estrutura quimica desses corantes podem ser afetadas pela irradiacdo, permitindo
assim seja possivel determinar condicdes de producdo utilizando S. pararoseus, que levem a
maiores producdes de carotenoides, sem perdas em sua coloracao e atividade provitamina A.

4.CONSIDERACOES FINAIS

A luminosidade nédo influenciou significativamente (p>0,05) o processo. O pH dos
meios de producédo variaram entre 6,0 e 4,4, alcangando os pontos maximos de biomassa de
6,31 e 6,60 g/L, e producdo de carotenoides volumétricos de 3495,0 e 4085,6 ug/L,
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respectivamente, para presenca e auséncia de luz e produtividade em biomassa e produto 0,06
g/L.h e 40,1 pg/L.h (com luz) e 0,07 g/L.h e 52,6 pg/L.h (sem luz).
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