OBEQ 19 a 22 de outubro de 2014
Florianopolis/SC

Congresso Brasileiro de
Engenharia Quimica

BIOPRODUCAO DE CAROTENOIDES POR Xanthophyllomyces
dendrorhous Y-10921 EM FRASCOS AGITADOS VARIANDO
COMPOSICAO DO MEIO DE CULTURA E CONDICOES
OPERACIONAIS

L. URNAU®D, L. TIGGEMANN®, R, COLET, C. STEFFENS®, E. VALDUGA®

@ Universidade Regional Integrada do Alto Uruguai e das Missdes — Campus Erechim, Departamento
de Engenharia de Alimentos;
@ Universidade Federal de Santa Catarina, Departamento de Engenharia Quimica e de Alimentos;
E-mail: letiurnau@gmail.com

RESUMO- Os carotenoides sao corantes naturais que podem ser sintetizados por plantas, algas
e micro-organismos. Devido as suas propriedades corantes, ao seu potencial efeito benéfico na
salde humana e ao apelo pela substituicdo dos corantes sintéticos pelos naturais, 0s
carotenoides tém recebido atencdo especial, sendo que sua producdo por micro-organismos
pode tornar-se industrialmente praticavel. Este estudo teve como objetivo analisar a influéncia
do meio de cultura e as condi¢Oes operacionais da bioproducao, na recuperacao de carotenoides
especificos produzidos por Xanthophyllmomyces dendrorhous Y-10921 em frascos agitados. A
bioprodugdo foi realizada em frascos agitados em shaker, sem iluminagdo, variando-se a
composicdo do meio YM (concentracdo de glicose, peptona, extrato de malte e de levedura),
temperatura, agitacdo e pH inicial. A recuperacdo dos carotenoides foi realizada empregando
dimetilsulfoxido (DMSQO) para ruptura celular e extracdo acetona. A determinacdo dos
carotenoides totais foi realizada espectrofotometricamente (A= 474 nm). A maxima
bioproducdo de carotenoides (697 pg/g) foi observada no ensaio 1 onde o meio de cultura foi
composto apenas por glicose (10 g/L), e maiores faixas de temperatura e pH (30°C e 6,
respectivamente).
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1. INTRODUCAO

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

Os carotenoides s@o corantes naturais responsaveis pelas cores vermelha, amarela e
laranja, muito empregadas nas industrias alimenticias, farmacéutica, de cosméticos e até mesmo
de racdo animal (RODRIGUES-AMAYA, KIMURA, AMAYA-FARFAN, 2008).

A producdo biotecnoldgica de carotenoides para a aplicagdo industrial, a partir de micro-
organismos, tem sido item de destaque nos ultimos anos, pois a grande maioria dos carotenoides
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utilizados industrialmente é obtida por via quimica ou por extracao de plantas ou algas. Devido
a preocupacdo com o uso de aditivos quimicos nos alimentos, 0s processos biotecnoldgicos
para obtencdo de carotenoides tém sido alvo de um crescente interesse (JOHNSON;
SCHROEDER, 1995; AKSU; EREN, 2007).

A producdo de carotenoides através de via microbiana constitui atualmente uma
alternativa interessante devido a possibilidade da obtencdo de pigmentos de origem natural em
escala industrial (DA SILVA, 2004). Ha uma grande quantidade de micro-organismos com
capacidade para produzir carotenoides, no entanto, nem todos séo industrialmente interessantes.
As leveduras destacam-se pela sua utilizacdo como fonte proteica, capacidade de crescimento
em substratos menos dispendiosos e alto teor de actcar (VALDUGA et al, 2009).

O interesse na producdo de astaxantina por fontes naturais vem aumentando
significativamente nos Ultimos anos, devido & possibilidade de atuar como corante e sua
capacidade antioxidante bioldgica potente. E o carotenoide principal encontrado na levedura
Xanthophyllomyces dendrorhous, sendo esse micro-organismo adequado para o uso como fonte
do pigmento industrial em razdo de seu metabolismo heterotrofico, padrdo de crescimento
relativamente rapido, qualidade nutricional e seguro como aditivo alimentar (MACIAS-
SANCHEZ et al, 2004).

Dentro deste contexto, o trabalho teve por objetivo bioproduzir carotenoides da levedura
Xanthophyllomyces dendrorhous Y 10921 através da variagdo do meio de cultivo e condicdes
operacionais, a fim de otimizar a produgdo dos mesmos, obtendo-se assim, uma maior
recuperacao.

2. MATERIAL E METODOS

O micro-organismo utilizado foi a levedura Xanthophyllomyces dendrorhous Y-10921
adquirida da United States Department of Agriculture. A producéo foi realizada em frascos
agitados (25°C e 150 rpm) com um volume Gtil de 100 mL, sem iluminacdo e com 10% de
inéculo, durante 96 horas, com meio produzido de acordo com planejamento experimental
variando a composicao a partir do meio YM (3 g/L de extrato de levedura, 3 g/L de extrato de
malte, 5 g/L de peptona e 10 g/L de glicose).

Para estudar os efeitos da composicdo do meio de cultura e das condi¢Ges na
maximizacdo e/ou otimizar a bioproducdo foi utilizado metodologia de planejamento de
experimentos. Inicialmente, um planejamento do tipo Plackett-Burman (Screening Design) de
12 ensaios com 3 pontos centrais. As varidveis estudadas e seus respectivos niveis encontram-
se descritos na Tabela 2, tendo sido temperatura, agitacdo, pH, extrato de levedura, extrato de
malte, peptona e glicose.
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2.1 Recuperacao dos carotenoides

2.1.1 Preparo das amostras

Inicialmente, as células foram separadas em centrifuga, a 6000 x g, por 10 min a 5° C.
As células foram utilizadas foram congeladas em freezer a -80°C por aproximadamente 5 h e
secas em liofilizador por aproximadamente 36 h.

2.1.2 Ruptura celular

A célula (0,05 g) foi adicionada de 2 mL de DMSO e homogeneizadas em shaker a 150
rpm por 30 minutos. Apds a ruptura foi adicionado o solvente (acetona) para extracdo dos
carotenoides. A amostra foi centrifugada e as lavagens com solvente repetidas até
branqueamento da célula.

A medida da concentracdo de carotenoides especificos foi feita em espectrofotdmetro a
474 nm. O calculo para determinacdo foi realizado através da Equacdo 1, utilizando o
coeficiente de absortividade especifica para xantofilas de 1600 (LI1U, WU & HO, 2006).

ug AxV x10°

= 1%
g Al c?m * 100 * mamOStTa

onde: A= absorbancia; V= volume (ML); Mgpmostrqa = Massa celular seca (g); Al% =

absortividade especifica.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A Tabela 2 apresenta a matriz do planejamento tipo Plackett-Burman com os valores
codificados (reais) das variaveis independentes estudadas e as respostas em carotenoides

especificos (pg/g).
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Tabela 2- Matriz do planejamento tipo Plackett & Burmann (valores reais e codificados) e respostas em carotenoides especificos em rompimento

celular realizado com ultrassom.

*Variaveis Independentes Respostas
Ensaios - —
X, X Xa Xa Xs Xe X Carotenozﬂzs} ;)spemflcos
1 1 (30) -1(150) 1 (6) -1(0) -1(0) -1(0)  -1(10) 697,24
2 1 (30) 1(2000 -1(4) 1(10) -1(0) -1(0)  -1(10) 366,56
3 -1 (20) 1(200) 1(6) -1(0) 1(10) -1(0) -1(10) 4975
4 1 (30) -1(150) 1 (6) 1(10) -1(0) 1(10) -1(10) 353,25
5 1 (30) 1(2000 -1(4) 1(10) 1(10) -1 (0) 1 (30) 260,62
6 1 (30) 1(200) 1(6) -1(0) 1(10) 1(100 -1(10) 394,5
7 -1(20) 1(200) 1(6) 1(10) -1(0) 1 (10) 1 (30) 372,5
8 -1 (20) -1(150) 1 (6) 1(10) 1(10) -1 (0) 1 (30) 230,25
9 -1 (20) -1(150) -1(4) 1(10)0 1(10)0 1(10) -1(10 268,75
10 1 (30) -1(150) -1(4) -1(0) 1(10) 1(10) 1 (30) 329,75
11 -1 (20) 1(2000 -1(4) -1(0) -1(0 1 (10) 1 (30) 5525
12 -1 (20) -1(150) -1(4) -1(0) -1(0) -1(0)  -1(10) 91,25
13 0 (25) 0(180) 0¢(5) 0 (5) 0(5) 0 (5) 0 (20) 4325
14 0 (25) 0(180) 0 (5) 0 (5) 0 (5) 0 (5) 0 (20) 410,25
15 0 (25) 0(180) 0(5) 0 (5) 0 (5) 0 (5) 0 (20) 398,75

*X1=Temperatura (°C); X2= Agitacdo (rpm); X3=pH; X4=Extrato de levedura (g/L); X5=Extrato de malte (g/L); X6=Peptona (g/L); X7= Glicose (g/L)
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Conforme resultados apresentados na Tabela 2, a maior recuperacdo de carotenoides
especificos (697,24 ug/g) foi obtida no ensaio 1, onde o meio de cultivo apresentava apenas
glicose na sua composicao, e as maiores faixas de temperatura (30°C) e pH (6).

Silva (2009) testando o efeito do meio de cultura adicionado de efluente de
parboilizacdo de arroz, na otimizacdo da producdo de astaxantina por Phaffia rhodozyma
(formalmente X. dedrorhous), obteve o melhor resultado (538,4 ug/g) utilizando 10g/L de
extrato de levedura, 1g/L de extrato de malte, 10g/L de peptona, 5g/L de sacarose e Og/L de
efluente.

Valduga et al. (2008) utilizando residuos agroindustriais para variar o0 meio de cultura
na bioproducdo de Sporidiobolus salmonicolor CBS 2636 e utilizando método de extragéo
similar com DMSQO, encontrou o maior resultado de carotenoides especificos (137,8 ug/g)
empregando 17,1 g/L de melaco de cana, 1,4 g/L de 4gua de maceracdo de milho e 1,4 g/L de
levedura hidrolisada.

4. CONCLUSOES

Neste trabalho foram investigadas as condi¢Ges de bioproducdo e variacdo no meio de
cultura a fim de aumentar a producéo e consequentemente a recuperacéo de carotenoides. Em
meio composto apenas por 10 g/L de glicose, com 150 rpm, temperatura de 30°C e pH 6 obteve-
se uma recuperacdo de 697,24 pg/g de carotenoides especificos, valores superiores aos
encontrados na literatura.
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