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RESUMO - Os carotenoides sdo corantes naturais que podem ser sintetizados por plantas, algas e micro-
organismos. Estes sdo pigmentos de grande utilizacdo industrial e tém despertado interesse devido a preocupacéo
com o uso de aditivos quimicos nos alimentos. A producdo destes através de processos biotecnoldgicos, como
em processo de batelada simples, batelada alimentada e semicontinuo, apresentam muitas vantagens, como o
aumento do rendimento da concentracdo de carotenoides, assim com a obtengdo deste produto em qualquer
época do ano. Objetivou-se estudar a comparacéo da bioprodugdo de carotenoides pela levedura Sporidiobolus
salmonicolor CBS 2636 em processo batelada simples, alimentada e semicontinuo. A bioproducéo foi realizada
em biorreator Biostat com capacidade total de 2 L, sem iluminagdo, com uma areacdo de 1,5 vwm, 180 rpm,
25 °C, pH inicial 4,0, por um periodo de 96 horas para o processo em batelada simples e alimentada e 448 h para
0 processo semicontinuo. A recuperagdo dos carotenoides foi realizada empregando nitrogénio liquido
combinado com dimetilsulfoxido (DMSO) para ruptura celular e extracdo com mistura de acetona/metanol (7:3,
v/Vv). As concentragBes maximas de carotenoides totais obtidas no biorreator em batelada simples, alimentada e
semicontinuo foram de 1510 pg/L, 4400 ug/L e 4375,69 pg/L, respectivamente.

Palavras-chave: Carotenoides, batelada simples, batelada alimentada, semicontinuo.
1 INTRODUCAO

A grande demanda gerada pelas industrias e a crescente procura por produtos naturais, tem resultado
em um aumento nas pesquisas referentes a produgéo de carotenoides via biotecnoldgica, podendo ser produzidos

por bactérias, leveduras e fungos filamentosos.
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Os carotenoides tém despertado atencdo devido as suas varias fungdes na salide humana e na industria.
Alguns carotenos, principalmente o 3-caroteno, sdo precursores da vitamina A. Na indUstria, os carotenoides sdo
tradicionalmente utilizados como corantes em alimentos e bebidas, realcador de coloracdo de ovos, peixes e
crustaceos, tornando-os mais atrativos aos consumidores (Vilchez et al. 2011; Christaki et al. 2013).

Embora os corantes sejam considerados essenciais a industria de alimentos, podendo ser obtidos através
de fontes naturais, este campo ainda nao é bem explorado, em particular os produzidos por micro-organismos.
Dentre os processos de bioproducdo, o cultivo em batelada, sdo impostas condi¢des favoraveis a carotenogénese,
maior controle de processo e de contaminacdes, entretanto desfavoraveis para o alto desempenho do crescimento
celular (Del Campo et al., 2007). Os processos em batelada alimentada sdo eficientes e versateis na grande
maioria dos processos fermentativos, inclusive para a produgdo de carotenoides. Em tais processos,
especialmente naqueles com altas densidades celulares, a produtividade é alta devido ao grande ndmero de
células viaveis no meio em fermentacdo. Segundo Mcneil e Harvey (1990) a batelada alimentada permite o
controle da concentracdo de substrato, minimizando os efeitos de inibicdo e permitindo a sua adicdo em
momentos propicios durante a fermentacdo. Na literatura, raros sdo estudos que relatam a producdo de
carotenoides por micro-organismos em batelada alimentada (Saenge et al. 2011; Liu e Wu, 2007).

Os cultivos semicontinuos propiciam grande producéo de células por intervalo de tempo. Nesse sistema,
0 biorreator é carregado no inicio do cultivo com o meio e o inoculo, sendo entdo incubado nas condigdes
6timas. Uma parcela do meio de cultivo com as células de levedura sdo removidas e substituidas por meio de
cultura novo, sem células. Isso pode ser feito a qualquer momento durante o desenvolvimento do cultivo, porém,
geralmente é feito ap6s alguns dias de crescimento, quando ja se formou uma biomassa relativamente grande
(Lourencgo, 2006). Com esse procedimento consegue-se obter produto com 0 mesmo inoculo por um tempo bem
maior. Além disso, ndo ha os estagios de preparacdo de inoculo nem limpeza dos tanques entre um ciclo e outro.
O corte deve ser feito quando o micro-organismo esta na fase de crescimento exponencial, para ndo haver fase de
adaptacdo, conseguindo-se assim um processo quase continuo de produgdo de biomassa (Borzani et al. 2001).
N&o se encontra nenhum trabalho na literatura referente a este processo para a obten¢éo de carotenoides.

Neste sentido, é de interesse estudar a bioprodugdo de carotenoides pela levedura Sporidiobolus
salmonicolor CBS 2636 em processos de batelada, batelada alimentada e semicontinuo em biorreator, visando

obter compostos com alto valor agregado.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Bioproducao de Carotenoides

O micro-organismo utilizado foi a levedura Sporidiobolus salmonicolor CBS 2636.

Bioproducdo em batelada simples: A produgdo foi realizada em biorreator (25°C e 180 rpm), contendo
100 mL de inoculo (25°C, 180 rpm, D.O~0,7 U.A) e 900 mL de meio composto de 15g/L de peptona, 5 g/L de
extrato de malte e 80 g/L de glicerol, por 96 h de bioproducéo.

Bioproducdo em batelada alimentada: A producdo foi realizada em biorreator (25°C e 180 rpm),
contendo inicialmente 100 mL de inoculo (25°C, 180 rpm, D.O~0,7 U.A) e 500 mL de meio composto de 15¢/L




Universidade
de Passo Fundo

A SIMPOSIO DE ISSN 2236-0409
NUPFE \()’ D{ALIMENTOS -9 @0

Passo Fundo/RS, 15 e 16 de outubro de 2015

de peptona, 5 g/L de extrato de malte e 80 g/L de glicerol. A alimentacdo foi iniciada ap6s 24h até 84h de
producdo, com uma taxa de alimentacdo 112,5 mL a cada 12 h de bioproducéo.

Bioproducdo em processo semicontinuo: A produgdo foi realizada em biorreator (25°C e 180 rpm),
contendo inicialmente 100 mL de inoculo (25°C, 180 rpm, D.0O~0,7 U.A) e 1 L de meio composto de 15 g/L de

peptona, 5 g/L de extrato de malte e 80 g/L de glicerol por 96 horas. Depois deste periodo ocorreu o primeiro

corte, onde se retirou 500 mL do meio com as células e se acrescentou 500 mL de meio de bioprodugéo novo,

apos 264 horas ocorreu o segundo corte seguindo 0s mesmos procedimentos do primeiro corte.

2.2 Recuperacédo de Carotenoides

A recuperacdo dos carotenoides foi realizada empregando N, liquido combinado com dimetilsulfoxido
(DMSOQO) para ruptura celular e extragdo com mistura de acetona/metanol na propor¢do de 7:3 (v/iv). A
absorbancia da amostra foi medida em espectrofotdmetro (Agilent 8553) a 448 nm segundo Valduga et
al.(2008).

2.3 Cinética de Bioproducao

A cada 12 horas para 0s processos em batelada simples e alimentada, e a cada 24 horas para 0 processo
semicontinuo foram obtidas amostras para a determinacdo da cinética de bioproducao de carotenoides, biomassa
e pH. A biomassa foi determinada, apds extracdo dos carotenoides, onde as células foram lavadas com agua
destilada, centrifugadas (6.500 xg e 5°C por 10 min) e a massa celular foi quantificada através de secagem em
estufa (Fanem SE-320) a 105°C até peso constante. O pH dos ensaios foi determinado usando o potenciémetro
(DMPH-2, Digimed).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO
A Figura 1 apresenta os resultados da bioproducdo de carotenoides totais, biomassa celular e o pH dos

ensaios realizados em batelada simples em biorreator. A concentracdo méaxima de carotenoides totais foi de
1510 pg/L (carotenoides especificos de 304 pg/g) obtida em 96 h de bioproducéo.
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Figura 1 — Bioproducgéo de carotenoides totais, biomassa e pH por Sporidiobolus salmonicolor CBS
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A Figura 2 apresenta os resultados da bioproducdo de carotenoides totais, biomassa celular e o pH dos
ensaios realizados em batelada alimentada em biorreator. A concentracdo maxima de carotenoides totais foi de
4400 pg/L (carotenoides especificos de 817 pg/g) obtida em 96 h do inicio da bioproducdo, com taxa de
alimentacdo de 112,5mL a cada 12 h. A maior producdo de carotenoides totais em batelada alimentada foi
obtida no menor valor de pH 4,06.

Figura 2 — Bioproducéo de carotenoides totais, biomassa e pH por Sporidiobolus salmonicolor CBS
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A Figura 3 apresenta os resultados da bioprodugdo de carotenoides totais, biomassa celular e pH dos
ensaios realizados em processo semicontinuo em biorreator. A concentracdo maxima de carotenoides totais foi
de 4376 pg/L (15,8 g/L de biomassa) obtido em 264 h do inicio da bioproducdo. Ressalta-se que a maior
producdo de carotenoides totais em semicontinuo foi obtida no menor valor de pH (3,02).

Figura 3 — Bioproducgéo de carotenoides totais, biomassa e pH por Sporidiobolus salmonicolor CBS
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Observa-se que 0 micro-organismo precisou cerca de 48 horas inicialmente para a adaptacdo com o
meio e inicio da fase log, ap6s o primeiro corte (96h) e 0 segundo corte (264h) esta adaptacdo ocorreu em cerca
de 12 horas, isto se deve ao menor tempo da fase lag devido o processo semicontinuo, onde o meio fermentado
ndo retirado do reator serviu de indculo ao meio de fermentagéo adicionado, sendo esta uma das vantagens desse
processo (Borzani et al. 2001).

Comparando os processos de batelada simples, alimenta e semicontinuo se observou uma maior
bioprodugéo quando se alimentou nutrientes a cada 12 horas, isto pode ser explicado devido a ndo inibi¢do da
producdo pelas altas concentracdes de substrato, onde estes eram alimentados ao longo da bioproducéo. Destaca-
se também os resultados do processo semicontinuo, onde os cortes foram realizados na fase exponencial do
microrganismo, assim podendo ter uma maior bioprodugdo com uma mesma quantidade de substratos
(Lourencgo, 2006). Valduga et al. (2014) através do planejamento completo de segunda ordem otimizou a
bioproducéo de carotendides por Sporidiobolus pararoseus em frascos agitados, obtendo-se um teor de maximo
de carotenoides totais de 843 pg/L com concentracdo de 40 g/L de glicerol, 40 g/L de 4gua de maceracdo de

milho e 20 g/L de agua de parboilizacdo de arroz, 180 rpm, 25 °C e pH inicial 4,0.
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4 CONCLUSAO

O processo de batelada alimentada (4400 pg/L) apresentou-se uma boa alternativa para o aumento da
bioprodugéo de carotenoides em biorreator, conduzindo um aumento na concentracdo de carotenoides totais de

190 % se comparada a batelada simples (1510 pg/L).
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