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RESUMO — A producéo de carotenoides por rota biotecnoldgica tem se expandido nos Gltimos anos, essa resulta em
produtos seguros para aplicacdo em alimentos, sendo considerados produtos naturais e por permitir a obtencdo deste
produto em qualquer época do ano, onde controla-se a producéo, independente da matéria prima, estacdo do ano, de
condicBes ambientais, além disso, permite a utilizacdo de substratos de baixo custo, como residuos agroindustriais. Assim
este trabalho teve por objetivo a producao de carotenoides naturais por Phaffia rhodozyma Y-17268 em biorreator sistema
semicontinuo empregando residuos agroindustriais como substratos (dgua de maceracdo de milho- AMM, agua de
parboilizacdo de arroz- APA e glicerol bruto). Na bioproducdo avaliaram-se os parametros estequiométricos da
bioprodugdo (produtividade de carotenoides e de célula, velocidade especifica de crescimento e os fatores de converséo
de glicerol, carbono e nitrogénio em carotenoides e célula). A producdo foi realizada em biorreator com aeracéo de 1,5
vvm, 250 rpm, 25°C e pH inicial 4,0, por um periodo de 288 h em sistema semicontinuo, com cortes de 25, 50 e 75% a
cada 96h de bioprodugdo. Observou-se que a velocidade especifica maxima de crescimento (uméax) para P. rhodozyma
foi de 0,067h-1, produtividade em células (Px) méaxima foi de 0,061g/L.h e a produtividade em carotenoides totais foi de
30,25 ug/L.h. Desta forma, foi demonstrado que o sistema semicontinuo empregando matérias-primas agroindustriais é
uma alternativa promissora para 0 aumento de escala da bioproducédo de carotenoides.
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1 INTRODUCAO

O interesse por carotenoides tem aumentado nos Ultimos anos, devido a crescente demanda destes compostos
nas industrias de alimentos (corantes e em suplementos nutricionais), farmacéutica, cosmética e de racdo. O valor de
mercado dos carotenoides alcancou US $ 1,5 bilhdo em 2017 e deve alcancar US $ 2,0 bilhes até 2022, a uma taxa de
crescimento anual de 5,7% para o periodo de 2017-2022 (BCC RESEARCH, 2018). Tal fato permitiu que houvesse
grande interesse dos pesquisadores em descobrir novas fontes, processos e técnicas que pudessem ser empregadas para
intensificar a producdo destes pigmentos por micro-organismos. Os carotenoides obtidos pela sintese quimica envolvem
um grande nimero de reagbes complexas, enquanto que estes mesmos carotenoides estdo presentes naturalmente em
microalgas, bactérias, leveduras e fungos (FABREGAS et al., 2001; HUI et al., 2007; BHOSALE et al., 2014; COLET et
al., 2015; TSAl et al., 2016; CARDOSO et al., 2016; VALDUGA et al., 2008; URNAU, 2018).

A procura por compostos com conotacao natural, tem resultado em um interesse cientifico e tecnoldgico referente
a producdo de carotenoides por via fermentativa. Nos Gltimos vinte anos as evidéncias cientificas ddo importancia aos
carotenoides ndo apenas pela ampla aplicacdo como corantes de alimentos e como precursores de vitamina A, mas
também pelos efeitos benéficos para a salide humana na diminuicdo de riscos de doencas degenerativas e fortalecimento
do sistema imunoldgico. Entre as doencgas contra as quais os carotenoides podem atuar estdo os varios tipos de cancer,
doencas cardiovasculares, catarata e degeneragdo macular (KRINSKY & JOHNSON, 2005; BOTELLA-PAVIA &
RODRIGUEZ-CONCEPCION, 2006; VILCHEZ et al., 2011; VENIL et al., 2013; SONG et al., 2016).

A producéo de carotenoides por micro-organismos, apresenta algumas vantagens: os pigmentos sintetizados séo
considerados naturais; alguns micro-organismos sdo capazes de se desenvolver em substratos de baixo custo; é necessério
pequeno espago para a etapa de sintese; esta ndo se encontra sujeita as alteracdes climaticas e, para completar, as condigdes
de cultivo podem ser manipuladas de forma a estimular a producdo de um carotenoide especifico. Desta forma, varios
estudos estdo direcionados a encontrar alternativas que possam induzir a sintese de carotenoides e/ou aumentar a
eficiéncia destes sistemas bioldgicos de forma que eles sejam comercialmente viaveis (AUSICH, 1997; BHOSALE, 2004;
COLET etal., 2015 e 2017; DIAS et al., 2015).

O desenvolvimento de processos biotecnoldgicos para a producdo de carotenoides visa um aumento do
rendimento da concentragdo de carotenoide, assim como também a redugdo de custos relativos ao processo. Ressalta-se
a possibilidade da utilizacdo de subprodutos agricolas de baixo custo e/ou residuos, como matérias-primas, onde paises
em desenvolvimento podem investir neste campo de conhecimento, buscando competir neste mercado, principalmente o
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Brasil, devido a sua imensa biodiversidade. Na literatura ha relatos da utilizacdo de substratos agroindustriais
soro de queijo (AKSU & EREN, 2005, VALDUGA et al., 2009c), o mosto de uva (BUZZINI & MARTINI, 199
derivados do processamento da cana-de-agticar (VALDUGA et al., 2008; BARBATO, 2014), do processamento de milh
(LOSS, 2009; VALDUGA et al., 2008) e glicerol da produgdo de biodiesel (SAENGE et al., 2011; VALDUGA et al.,
2014; MACHADO & BURKERT, 2014; COLET et al., 2015; CARDOSO et al., 2016; URNAU, 2018).

Visando os beneficios dos carotenoides, regimes de conducdo (batelada, batelada alimentada e semicontinuo)
sdo considerados eficientes e versateis para a produgdo de carotenoides. Em tais processos, especialmente naqueles com
altas densidades celulares, a produtividade é alta devido ao grande nimero de células vidveis no meio de bioprodugéo.
Neste sentido, surge o sistema semicontinuo, no qual consiste em uma série de operacfes em sequéncia, onde coleta-se
parte do meio fermentado (cortes da fermentacdo) em periodos sequenciais e adiciona-se ao reator um volume de meio
de fermentagéo igual ao volume de meio fermentado retirado, onde o meio fermentado que permanece no biorreator serve
de inéculo ao meio adicionado (SCHIMIDELL et al., 2007; FERREYRA et al., 2014; CALDEIRA, 2015). Porém, raros
sdo os estudos empregando leveduras em sistema semicontinuo para a bioproducdo de carotenoides, ha relatados da
producdo de carotenoides pela levedura Rhodosporidium toruloides (DIAS et al., 2015) e Sporiodiobolus salmonicolor
CBS 2636 (COLET et al., 2017)

Neste contexto e frente as importantes aplicacdes dos carotenoides, surge a necessidade de estudos de processos
que visam o aumento de escala e 0 aproveitamento dos constituintes do meio, bem como, técnicas que permitam manter
a estabilidade dos biocompostos. Assim, justifica-se a importancia da pesquisa sobre a bioproducdo de carotenoides em
biorreator, em sistema semicontinuo, utilizando co-produtos da indUstria como substratos, a fim de aproveitar melhor os
nutrientes do meio de bioproducdo, bem como maximizar o rendimento dos compostos e reduzir custos de producéo,
esbocando-se estratégias para um possivel aumento de escala e downstream de processo e além disso, avaliando seus
efeitos antioxidantes naturais.

2 MATERIAL E METODOS

Microorganismo e bioproducdo de carotenoides

A producdo 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. 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
(YYeast Malt Extract): 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. O
meio foi previamente esterilizado em autoclave a 121°C por 15 min, e entdo, realizou-se a incubacdo em agitador orbital
a 25°C, 180 rpm por aproximadamente 48 h.

A bioprodugdo em processo semicontinuo foi realizada em biorreator Biostat (de 2 L, 25°C, em ambiente com
1,2 lux, 250 rpm e 1,5 vwm de aeracéo), contendo inicialmente 100 mL de inoculo (25°C, 180 rpm, D.O~0,7 U.A)e 1 L
de meio composto por misturas de subprodutos agroindustriais (100 g/L de AMM, 100 g/L de glicerol bruto e 20 g/L de
APA) por 96 horas. Os ensaios foram conduzidos por 288 h, realizando cortes de 25, 50 e 75 % a cada 96 h de bioprodugao,
totalizando assim 3 ciclos.

Recuperacdes de carotenoides

As amostras foram centrifugadas a 3.000x g, 5 °C por 10 minutos e realizada lavagem com alcool etilico e
posterior lavagem com agua destilada para remogao de residuos de glicerol na célula. As mesmas foram congeladas em
freezer a -80°C por 5 horas e secas em liofilizador por 36h.

Para o rompimento celular, a 0,05 g de células secas, foram adicionados 2 mL de dimetilsuféxido — DMSO. As
amostras foram submetidas a intervalos de 60 minutos de agitagéo a 180 rpm e aquecimento de 30°C em shaker.

Em seguida, adicionou-se 4 mL de acetona para extracdo dos pigmentos, seguido de centrifugacdes (3.000 g, 5
°C, 10 min). O sobrenadante foi separado e realizaram-se extrac0es sucessivas, até que o solvente e as celulas apresentam-
se sem coloragdo. Nas fases solventes (sobrenadante) foram adicionados 10 mL da solucéo de NaCl 20% (p/v) e 10 mL
de éter de petréleo. Apos agitacao e separacdo de fases foi realizado uma filtracdo com a adi¢éo de 2 g de sulfato de sddio
e retirada a fase sobrenadante com o auxilio de uma pipeta.

Para a determinacdo de carotenoides , a absorbancia da amostra apos extracéo foi medida em espectrofotémetro.
A concentragdo total de carotenoides foi estimada através do valor medido da méaxima absorbancia a 474 nm, utilizando
a equacdo descrita por Davies (1976). O coeficiente de absorbancia utilizado foi o referente a astaxantina: E 1%1cm =
2100, para o solvente éter de petrdleo (Silva et al., 2004).

Parametros Estequiométricos

A cada 24 horas foram obtidas amostras de cada ensaio para a determinacdo dos pardmetros estequiométricos.
As taxas de crescimento microbiano (rx), a formac&o do produto (rp) e consumo de substrato (rs) podem ser determinadas
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pelo balanco de massa para cada componente em um determinado momento, como apresentados nas equacgdes
respectivamente (Bailey e Ollis, 1986).

rx=dX/dt 1)
re=dP/dt 2)
rs=-dS/dt (3)

A taxa especifica de crescimento (), formagao de produto (pp) € consumo de substrato (pis) podem ser obtidas
dividindo as taxas instantaneas pela concentragao de células, sendo expressas pelas Equaces 3, 4 e 5, respectivamente
(Bailey e Ollis, 1986).

Ux = rx/X (4)
bo = 1o/X (5)
Ms = rs/X (6)

A produtividade global tanto em células como em carotenoides ¢ definida, como as velocidades rx e rp descritas
por Bailey e Ollis (1986).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

A Figura 1 apresenta a produtividade em carotenoides do processo semicontinuo com corte de 25%, 50% e 75%
ao longo do cultivo. Observa-se que a maior produtividade foi de 30,25 pg/L.h em 192 h com corte de 50% que foi similar
com os outros cortes e 192h. Ao longo da bioprodugdo observa-se que com corte de 50% obteve-se uma maior
produtividade se comparado aos outros ensaios. Apos 216 h ocorreu um decréscimo constante na produtividade de
carotenoides, obtendo-se um minimo de 1,15 pg/L.h com corte de 75% em 288 h de processo.

Figura 1 - Produtividade em carotenoides global (Pcar) ao longo da bioprodugdo em processo semicontinuo com
meio agroindustrial com corte de 25, 50 e 75%, a 1,5 vwm, 250 rpm, 25 °C, pHinicial 4,0 e 288 h.
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Ao se comparar a produtividade de carotenoides em processo semicontinuo e batelada alimentada (UR
al., 2018) observou-se uma maior bioproducéo de carotenoides, podendo ser explicado devido aos cortes terem 0oCOrfK
durante a fase exponencial do micro-organismo, podendo assim ter uma maior bioprodugdo com uma mesma quantidad
de substrato (LOURENGCO, 2006).

O meio agroindustrial tem alto teor de alguns microelementos, como ions inorganicos (MAIA, 2002), onde as
leveduras exigem estes ions em concentracGes tanto UM como mM para alcancar maiores aumentos de biomassa e
rendimento em produto. Os microelementos tém uma fungdo importante no metabolismo celular, principalmente em
funcdo dos seus requerimentos como cofatores para varias enzimas (STEHLIK-TOMAS et al., 2004).

Deficiéncias ou concentrages elevadas de tais minerais provocam alteragdes metabdlicas significativas
(SCHMIDT et al., 2011), resultando em um aumento na producdo de biomassa. Mendes et al. (2013) comprovou estes
dados com um estudo sobre o aumento da produgdo de biomassa de levedura em propagador aerado por processo
descontinuo e semicontinuo para producdo de cachaca. A propagacao realizada pelo processo semicontinuo foi mais
eficiente do que o de batelada simples e a utilizagdo de um meio agroindustrial suplementado com uma fonte proteica, tal
como geralmente é realizado na propagacao de leveduras para producéo de cachaca de alambique, forneceu aumentos de
biomassa e melhores pardmetros de propagacao, quando comparado com um meio comercial.

Colet. et al (2017) utilizando a levedura Sporidiobolus salmonicolor em bioprodugédo em processo semicontinuo
com meio agroindustrial com corte de 50%, obteve a maior produtividade (41,4pug/L.h) em 48h de bioproducéo.

Na Tabela 1 é apresentado os principais parametros obtidos para a P. rhodozyma, calculados para os dois cortes
com 25%, 50% e 75% com a producdo a base de residuos agroindustriais.

Tabela 1 — Parametros cinéticos e estequiométricos da bioproducdo de carotenoides por P.rhodozyma em
biorreator dos ensaios em regime semicontinuo com meio agroindustrial.

Parémetros Valor méximo obtido % Corte  Tempo de maior converséo (h)
Yrss (ng/g) (Base em glicerol) 822 50 193
Yxis (9/9) (Base em glicerol) 0,91 50 193
Yeris (ug/g) (Base em COT) 11549 25 168
Yxss (9/g) (Base em COT) 23,51 25 168
Yeris (ug/g) (Base em nitrogénio) 339026 25 216
Yxis (9/9) (Base em nitrogénio) 530 50 216
Yeix (pg/g) 1028 25 97
Px (g/L.h) 0,061 50 48
px (h™) 0,067 50 24
Pcar (ug/L.h) 30,25 50 192

Nestas condicdes, observou-se que a velocidade especifica méxima de crescimento (uméx) para P. rhodozyma
foi de 0,067h-1, produtividade em células (Px) maxima foi de 0,061g/L.h e a produtividade em carotenoides totais foi de
30,25 pg/L.h. Estes valores sdo similares aos reportados em outros estudos realizados (VALDUGA et al., 2009-2014;
COLET et al., 2015; COLET et al 2017; URNAU 2018).

Luna-flores et al. (2010) realizando producéo de carotenoides de X. dendrorhous em batelada alimentada obteve
um pmax de 0,1258h-1 valor este superior ao obtido no presente trabalho.

Em processos fermentativos os fatores de conversdo dificilmente serdo constantes. Embora dependam do micro-
organismo utilizado em relagdo a um determinado substrato, ndo dependem apenas disto, os demais componentes do meio
também influenciam nestas conversdes, assim como o tempo de agitagdo e a transferéncia de oxigénio no biorreator
(SCHMIDELL et al; 2007).

De acordo com Liu & Wu (2006), em trabalho realizado com P. rhodozyma quando um aumento no rendimento
especifico de carotenoides é observado, hd uma ampliacdo na biossintese de carotenoides na célula da levedura.
Comportamento esse que pode estar relacionado a mudancgas no metabolismo e possivel estresse celular. Além disso,
Luna-Flores et al. (2010) relatam que, se Yp/x diminui ao longo da bioprodugéo, ha um excesso de substrato no meio e
menor proporcdo de células para conversdo em produto final (carotenoides por X. dendrorhous), caracteristica esta
observada no presente estudo, onde no processo semicontinuo o Yp/x diminui apds os cortes, isto se da pelo aumento da
quantidade de biomassa (células) caracteristica resultante do processo semicontinuo com cortes no final da fase
exponencial do micro-organismo, tendo o maior resultado em 96h. A maior conversdo de célula em produto (Yp/x) foi
de 1028 ng/g com um corte de 25%.
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4 CONCLUSAO

A velocidade especifica maxima de crescimento (umax) para P. rhodozyma em biorreator sistema semicontinuo
com corte de 50% foi de 0,067 h-1 com uma produtividade méaxima em células de 0,061 g/L.h.

A utilizacdo de glicerol, dgua de maceragdo de milho e agua de parboilizacdo de arroz € uma alternativa viavel
para producdo de carotenoides, principalmente por que o Brasil € rico nestes substratos, 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 coprodutos, visto que sdo ricos em material organico.

Diante do presente estudo apresentasse uma opcdo viavel de producdo de carotenoides, levando-se em
consideracao que o bioproduto gerado é considerado natural e pode ser aplicado em alimentos sem apresentar riscos a
satde do consumidor. Além disso, 0 uso de substratos de menor valor, torna a bioprodugéo aplicavel.
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