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RESUMO - Fatores como composi¢do do meio, temperatura, aeragdo e pH podem
interferir na produgdo de microbiana de carotenoides. Em vista disso, o presente
trabalho teve como objetivo avaliar o efeito do pH inicial (3 a 5) e a relagdo de
volume de meio para volume de reator (3:10 & 7:10) no cultivo em frascos
agitados para produ¢do de carotenoides por S. pararoseus. Na faixa estudada,
apenas a varidvel pH presentou um efeito significativo (p<0,05) sobre a resposta
carotenoides totais. O valores maximo de carotenoides totais alcan¢ados foram de
204,7 (ensaio 2) a 463,9 ng/L (ensaio 1) e para biomassa de 4,6 (ensaio 4) a 13,6
g/L (ensaio 1), sendo que os menores valores na produgdo de carotenoides e de
biomassa ocorreram nos ensaios com pH 5,0 (nivel +1). A produgao em pH
proximo a 3 levou a uma aumento e aproximadamente 56% na producdo de
carotenoides e 66% na biomassa foi produzida nesse pH do que em comparacao
ao pH 5.

1. INTRODUCAO

Os carotenoides estdo amplamente distribuidos na natureza, apresentando papel de
destaque na fotossintese e fotoprotecao de sistemas vegetais € como precursores de vitamina
A nos seres humanos. Além de fungdes nos sistemas bioldgicos, apresentam também grande
importancia para a industria farmac€utica na elaboragdo de cosméticos e como aditivo
alimentar na industria de alimentos (DAMODARAN, et al., 2010).

Diversos estudos demonstram que a composi¢ao do meio empregado pode interferir na
bioprodugao desses pigmentos, além disso, outras condi¢gdes externas do cultivo como
temperatura, agitacdo, aeragao ¢ pH também levam a alteragdes como variedade e quantidade
de carotenoides produzidos pelo micro-organismo (RIBEIRO, et al., 2011; SCHWARTZ,
2010).

Em vista do apresentado o presente trabalho possui como objetivo avaliar a
interferéncia do pH inicial e a relacdio Vmeio:Vreator na producdo de carotenoides por
Sporidiobolus pararoseus em frascos agitados

2. MATERIAL E METODOS
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2.1. Preparo do indculo e Bioproducao

Para a reativagdo, foram realizados repiques a partir das culturas estoques contendo o
mesmo meio e incubados por 48 h a 25°C. Aos tubos de reativagao foram adicionadosl mL de
agua peptonada (0,1%) para ressuspensao da biomassa, posteriormente adicionada em 9 mL
de caldo composto por 40 g/l de melago e 6,5 g/l de dgua de maceracao de milho, pré-
tratado com dacido sulfurico segundo Machado (2013), sendo incubados nas mesmas
condi¢des descritas anteriormente. O indculo foi preparado em frascos agitados de 250 mL
contendo 90 mL do meio ja citado anteriormete, adicionado de 10 mL de cultivo oriundo da
reativagdo, sendo incubados a 180 rpm, 25°C por 48 h, ou tempo necessario para
concentragdo celular atingir 1x107 células/mL, contadas através de cimara de Neubauer.

Os ensaios de bioproducao foram realizados Erlenmeyers de 500 mL a150 rpm, 27,5°C
por 240 h, com acompanhamento de biomassa (g/L) através de uma curva padriao, pH em
potencidmetro, acucares redutores totais — ART (g/L) pelo método DNS (MILLER, 1959)
com curva padrdo de glicose e hidrdlise acida das amostras e carotenoides totais (ug/L). Os
valores de pH e volume de meio foram definidos através de um planejamento experimental 22
com 3 pontos centrais (Tabela 1).

2.2. Rompimento celular e obtencio dos extratos carotenogénicos

Para a determinagdo da concentracdo de carotenoides a biomassa foi seca por 48h a
35°C, macerada em gral, padronizada em peneira com mesh 115 (CIPOLATTI, 2012) e
congeladas por 48 h. Para o rompimento celular 0,05 g de biomassa foram adicionados de 2
mL de DMSO a 55°C e homogeneizadas por 1 min em vortex, em intervalos de tempo de 15
min, até completar um periodo de 1 h de contato (FONSECA et al., 2011). Apds a ruptura
foram adicionados 6 mL de acetona, a fim de promover a extragdo 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 solugdo de NaCl 20% (p.v'!) e 10 mL de éter de petroleo. Apos a formagédo de duas
fases a fase apolar foi filtrada com sulfato de sédio (Na,SO,4), dando origem aos extratos
carotenogénicos (MICHELON, et al., 2012).

2.3. Determinacao de carotenoides totais

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

AxV*10°

=T 1%
Af g * 100+ M6 (1)

CcT

Onde: CT = concentracdo especifica de carotenoides de totais (ug/g); A = absorvancia;
V = volume (mL); mypesra= massa celular seca (g); Ajen' °=absortividade especifica. Os
valores de carotenoides totais foram convertidos a valores de carotenoides totais (ug/L)
utilizando-se a concentracdo de biomassa (g/L).
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Na Tabela 1 estdo apresentados os valores codificados e reais das varidveis
independentes pH e relagdo Vmeio:Vreator e as respostas em carotenoides totais.
Considerando as varidveis pH e Vmeio:Vreator, foi realizada a verificagdo do modelo de
primeira ordem analisando a resposta carotenoides totais.

Para verificagdo do modelo foram calculados os efeitos, erro padrdao, limites de
confianga e os coeficientes de regressao (Tabela 2). A andlise de anova também foi realizada

Tabela 1- Delineamento experimental 22 (valores codificados e reais) e valores para
resposta carotenoides totais

Ensaio X X, Carotenoides
Totais (ng/L)

1 -1,00 (3) -1,00 (3:10) 463.9

2 1,00 (5) -1,00 (3:10) 204,7

3 -1,00 (3) 1,00 (7:10) 468.4

4 1,00 (5) 1,00 (7:10) 265.8

5 0(4) 0(1:2) 338,9

6 0 4) 0(1:2) 337,7

7 0(4) 0(1:2) 426,7

Xi: pH inicial; X5: Vineio: Vieator

Tabela 2- Efeito, erro padrdo, limites de confianga e coeficiente de regressdo do modelo linear

Carotenoides Totais (ug.L")
Efeito EP t(3) p Coeficiente de Regressao p
Média 358,0 16,5 21,7 p<0,01 358 <0,01
X;(@L)* -230,9 43,6 -53 0,01 230,9 <0,01
X,@L) 328 436 0,7 0,51
XX, 283 436 06 0,56

Carotenoides Totais = 358 — 230,4*pH (2)

Apenas a varidvel pH apresentou efeito significativo sobre a produ¢do de carotenoides
totais dentro da faixa estudada. Sendo que a mudanga do pH do nivel -1 para +1 acarretou um
decréscimo de aproximadamente 115% na resposta. Para uma possivel observagdo do efeito
do volume de meio sobre a reposta seria necessario uma ampliacdo na faixa estudada.

Através da curva de contorno obtida, torna-se mais facil perceber que, indiferentes do
volume de meio utilizados, quanto mais proximo o valor de pH estd do nivel -1 melhores os
resultados obtidos. A equacdo 2 ¢ o modelo matematico para carotenoides totais. Os valores
maximos de carotenoides totais variaram entre 204,7 (ensaio 2) a 463,9 ug/L (ensaio 1). Ja os
valores de biomassa maxima variaram entre 4,6 (ensaio 4) a 13,6 g/L (ensaio 1). Os menores
valores na produgdo de carotenoides e de biomassa ocorreram nos ensaios com pH no nivel
+1 (5,0), sendo que no ensaio 4, onde a producdo de biomassa foi a menor de todas, além do
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pH 5 arelacdo Vieio: Vieator €Stava no nivel +1 (350 mL de meio). Esse volume de meio mais
elevado, provavelmente levou a uma maior dificuldade na dissolu¢do do oxigénio no meio
diminuindo a taxa de transferéncia de oxigénio (OTR).

Figura 1- Curvas de contorno para produ¢do de carotenoides totais
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Uma aeragdo suficiente parece ser de extrema importancia para o progresso da
producdo, sendo um pré-requisito para a producdo satisfatoria de B-caroteno. Assim sendo,
um certo nivel de stress oxidativo auxilia na produgdo de carotenoides, visto que estimula a
producdo de compostos antioxidantes como o B-caroteno. Porém valores de OTR muito altos
podem acarretar a oxidacdo desses pigmentos, resultando em menores valores de
produtividade (MANTZOURIDOU, et al.,2005).

Os valores mais elevados para as duas respostas foram encontrados no ensaio 5, onde o
pH e a relagdo Vieio: Vieator foram mantidos no ponto central (pH 4 e 250 mL de meio). Na
Figura 2 estd apresentado o acompanhamento cinético dos cultivos através dos valores de
biomassa (a), pH (b), ART (c) e carotenoides totais (d). Os ensaios 1, 3 e 5 apresentam
mudangas de pH pouco acentuadas, sendo que os ensaios 2 e 4 essas mudancas foram mais
perceptiveis, Esses dois ensaios apresentaram um consumo de substrato superior a 60% nas
primeiras 24 horas e os menores valores de biomassa, podendo essas trés observagdes estarem
relacionadas.

Durante o estudo da produg¢do de carotenoides por S. sa/monicolor (CBS 2636) em dois
meio de cultivo, uma meio sintético e outro agroindustrial (5 g.L-' 4gua de maceragdo de
milho, 10 g.L-! de melago e 5 g.L! de hidrolisado de levedura - Prodex Lac®), os autores
perceberam que em aproximadamente 100 h, ponto onde ocorreram as maiores producgdes de
carotenoides (913 pg.L-!' para o meio sintético e 502 pg.L! para o meio agroindustrial), as
concentragdes de glicose era de 20 e 0,2 gL, para o meio sintético e agroindustrial,
respectivamente. O pH do meio sintético apresentou pouca variacdo (de 4 para 3,7) enquanto
que o meio agroindustrial apresentou uma elevacdo consideravel de 4 para 8.5,
comportamento semelhante ao observado no presente trabalho. Os autores relacionam essas
alteragdes de pH a uma possivel protedlise das células, um fendmeno natural devido a
escassez de substrato e consequente degradacdo dos aminodcidos, o que leva a liberacdo de
compostos amoniacos que elevam o pH a faixas alcalinas, principalmente quando o micro-
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organismo ndo possui capacidade de assimilar outra fonte de carbono (VALDUGA, et al.
2009).

Figura 2- acompanhamento cinético dos ensaios do delineamento composto central 27 :
biomassa (a), pH (b), ART (c) e carotenoides totais (d)
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4. CONCLUSAO

Os valores maximos de carotenoides totais variaram entre 204,7 (ensaio 2) a 463,9
ng/L (ensaio 1). J& os valores de biomassa maxima variaram entre 4,6 (ensaio 4) a 13,6 g/L
(ensaio 1). Foi possivel perceber que, a produgdo em pH préximo de 3 levou a uma aumento e
aproximadamente 56% na producdo de carotenoides e 66% mais biomassa foi produzida
nesse pH do que em comparagao ao pH 5.
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