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RESUMO

BARBOSA, Ana Flavia Souto. Manipueira para a producdo de suplemento vitaminico e
proteico. 23, de marco de 2017. Dissertacdo (Mestrado) — Instituto Multidisciplinar de
Saude, Universidade Federal da Bahia, Vitoria da Conquista, 2017.

A manipueira € o residuo liquido gerado pela producdo de farinha de mandioca,
descartado indevidamente ele causa prejuizos ao meio ambiente, devido a presenca do
glicosidio linamarina que quando hidrolisado geraa acido cianidrico que é toxico.
Apesar de ser toxica a manipueira tem propriedades fisico-quimicas interessantes para o
cultivo de microrganismos e ja tem sido testado por varios autores. O betacaroteno é o
carotenoide com maior bioconversibilidade em vitamina A, que possui atividades
antioxidantes além de servir de corante na industria alimenticia. A producdo
biotecnolodgica de carotenoides é interessante devido a preocupacdo atual com o uso de
aditivos quimicos em alimentos e cosméticos, dentre os microrganismos produtores de
betacaroteno a levedura Rhodotorula glutinis possui as vantagens de ter uma alta taxa
de crescimento e por produzir quantidades significativas de carotenoides. O trabalho
teve por objetivo avaliar a viabilidade do uso da manipueira coletada nas casas de
farinha de Vitoria da Conquista - BA como substrato para a producao de betacaroteno.
Seguindo um planejamento experimental fatorial 23, realizou-se fermentacdes em meio
sintético e em manipueira e observou-se que as melhores condi¢Ges para a producao
tanto de biomassa quanto de betacaroteno foram em pH 7, 150 rpm e 37°C. através da
andlise de variancia, verificou-se que as varidveis ph, agitacdo e temperatura, quando
em conjunto, exercem mais influéncia sobre a producdo de betacaroteno do que
individualmente. A manipueira se apresentou como um substrato promissor para o
cultivo de Rhodotorula glutinis e também para a producao de betacaroteno.

Palavras-chave: Manipueira, Betacaroteno, Rhodotorula glutinis, Planejamento
Fatorial, Fermentacéo.



ABSTRACT

Cassava wastewater is the residue from the production of cassava flour. It causes
damages to the environment when discarded improperly due to the produced
hydrocyanic acid that is toxic. Cassava wastewater has interesting physicochemical
properties for the fermentation of microorganisms. Betacarotene is the carotenoid with
the highest biotransformation in vitamin A. It has antioxidant activities, besides to be
used as dye in the food industry. The biotechnological production of carotenoids is
interesting because of current concern about chemical additives in food and cosmetics.
Among microorganisms that synthesize betacarotene, Rhodotorula glutinis has the
advantages of having a high growth rate and producing significant amounts of
carotenoids. The aim of this work was to evaluate the feasibility of manipueira,
collected in flour houses of Vitoria da Conquista - BA, as substrate for the biosynthesis
of betacarotene. A factorial experimental design 23 was used. The best assay conditions
were pH 7, agitation speed 150 rpm and temperature 37 °C. The cassava wastewater
presented as a promising substrate for fermentation of Rhodotorula glutinis and also for
production of betacarotene.

Key words: Cassava wastewater, Betacarotene, Rhodotorula glutinis, Factorial Design,
Fermentation.
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1. INTRODUCAO

A mandioca (Manihot esculenta CRANTZ), da familia das Euforbiaceas, € uma
espécie de origem latino-americana e sua producdo esta voltada principalmente para o
consumo humano. Mais de 80 paises produzem mandioca, sendo que o Brasil participa
com mais de 15% da produgdo mundial, com cerca de 25 milhdes de toneladas de
raizes. (NEVES et al., 2014).

A manipueira é o residuo liquido gerado nas industrias de processamento de
mandioca, sendo um dos residuos mais prejudiciais ao ambiente, ndo s por possuir
elevada demanda bioguimica de oxigénio (DBO), mas também por conter cianeto de
hidrogénio, torna-se venenoso e € descartado na maioria das vezes de forma
concentrada e em grande quantidade a céu aberto ou em cursos d’agua, gerando danos
ao meio ambiente (CAMILI, 2007; DE JESUS, 2016).

A disposicdo no ambiente de residuos gerados em diversas atividades
domesticas, comerciais e industriais tem resultado em frequentes relatos de problemas
de poluicdo ambiental. Tais problemas, juntamente com a conscientizacdo da
populacdo, levaram as autoridades a elaborar medidas efetivas para minimizar a
poluicdo. Entre essas medidas, podem ser citadas as redu¢des da quantidade de residuo
geradas, a utilizacdo de tecnologias que permitam gerar residuos menos poluentes, o
tratamento adequado dos residuos antes da disposi¢cdo no ambiente e 0 aproveitamento
dos residuos em outras atividades (PINTO, 2010). Uma forma interessante de
aproveitamento do residuo da mandioca é a sua utilizacdo como substrato para a
producdo de biomoléculas a partir da fermentagdo por microrganismos, como por
exemplo, carotenoides.

Os carotenoides sdo corantes naturais responsaveis pelas cores amarelas, laranja
e vermelho, utilizados nas industrias alimenticia, farmacéutica, de cosméticos e racao.
Além de seu amplo uso como corantes e no enriquecimento de alimentos, também sdo
utilizados devido a sua atividade pré-vitaminica A e as propriedades que resultam em
possiveis func¢Bes bioldgicas benéficas a salde, tais como o fortalecimento do sistema
imunologico e a diminui¢do do risco de doencas degenerativas (certos tipos de cancer,
doencas cardiovasculares, degeneragdo macular e catarata) (N11ZU, 2003).

A possibilidade da produgdo de corantes naturais em escala industrial e o
elevado valor dos produtos tornam a producdo biotecnoldgica de carotenoides uma area

de intenso estudo. Este tipo de producdo vem se destacando devido a fatores tais como
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possibilidade de utilizacdo de substratos de baixo custo para a bioproducéo;
denominacdo de substancias naturais; pequeno espagco para producdo, ndo estando
sujeita as condi¢cBes ambientais como clima, estacdo do ano ou composicao do solo, e
controle das condicdes de cultivo (LIU et al., 2009).

Dentre os estudos realizados, destaca-se a producdo de carotenoides pelos
microrganismos Rhodotorula, Phaffia rhodozyma, Sporobolomyces, Blakeslea trispora,
Dunaliella salina e Haematococcus pluvialis, sendo que os carotenoides naturais mais
investigados sdo a astaxantina, [-caroteno, cantaxantina, toruleno e licopeno
(VALDUGA et al., 2009).

Os carotenoides sintetizados por microrganismos tém sido continuamente
estudados e seu potencial reconhecido. A principal raz&o para utilizar microrganismos
para produzir carotenoides, relaciona-se a facilidade de aumentar a sintese desse
composto pela manipulacdo ambiental e genética. Os custos de carotenoides produzidos
por fermentacdo também podem ser minimizados pelo uso de subprodutos industriais de
baixo custo como fonte de nutrientes (AKSU; EREN, 2005; MALDONADE 2008).

Assim, a producdo biotecnologica de carotenoides é de crescente interesse,
especialmente os de origem microbiana. Dentre estes microrganismos, a Rhodotorula
glutinis é conveniente para a producdo em grande escala por via fermentativa, devido a
sua elevada taxa de crescimento e baixas necessidades nutricionais (WANG et al.,
2008). Além disso, sendo o substrato um residuo, reduz os custos do processo e a sua
utilizacdo se torna interessante como forma de biorremediacdo (DE JESUS, 2006).

Neste sentido, o presente trabalho teve como objetivo estudar o processo de
obtengdo de carotenoides por fermentacdo utilizando a levedura Rhodotorula glutinis
como biocatalisador do processo, empregando a manipueira (residuo do processamento
da mandioca) como meio de cultivo para o microrganismo; e avaliar a influéncia das

diferentes condicdes de cultivo na producéo de carotenoides.

2. JUSTIFICATIVA

O cultivo da mandioca se estende por todo o Brasil, seja como lavouras de
subsisténcia ou como plantios para fins comerciais. Estima-se que a producdo alcanca
25 milhdes de toneladas de raizes ao ano e que 60% seja destinada a industrializacao
(CORREIA & DEL BIANCHI., 2008).



A producdo de mandioca da microrregido de Vitdria da Conquista — Ba é de
428.500 toneladas. Considerando-se que o rendimento da manipueira é de 30%, com o
processamento dessa produgdo seriam gerados 128.551 m?® de manipueira, algo

espantoso e que necessita de um destino ambientalmente seguro (NEVES et al., 2014).

Nas ultimas décadas, verifica-se uma crescente preocupacdo com o0
gerenciamento de residuos, qualquer que seja sua origem (urbana ou agricola),
justificada pela necessidade de reducdo do uso dos recursos naturais e pelo crescimento
populacional (NEVES et al.,, 2014). Uma atencdo especial tem sido voltada a
minimizagdo ou reuso de residuos e ao estabelecimento de novos usos de produtos e

subprodutos agropecudrios (ROSA, 2011).

Uma forma interessante de utilizacdo da manipueira é como substrato para
producdo de biomoléculas a partir da sua fermentacdo por microrganismos, como 0s
carotenoides que sdo compostos valiosos com muitas aplicac@es, como por exemplo nas
industrias nutracéutica, cosmética e sobretudo alimentar. Estes pigmentos tém sido
utilizados hd muito tempo como corantes alimentares e, devido as suas fortes
propriedades antioxidantes, ttm uma ampla gama de funcGes relacionadas com a saude
(JASWIR et al., 2011).

Sabe-se que o mercado global de carotenoides alcancou US$ 1,2 bilhdo em
2010, de US 1,5 bilhdo em 2014 e devera atingir quase US $ 1,8 bilhdo em 2019, com
uma taxa composta de crescimento anual de 3,9%. Isso demonstra um forte interesse
econémico neste tipo de produto (BCC RESEARCH, 2011).

A producdo biotecnoldgica de carotenoides tem se destacado devido a fatores
tais como: possibilidade de utilizacdo de substratos de baixo custo para a bioproducao;
denominacdo de substancias naturais; pequeno espaco para producdo, ndo estando
sujeita as condi¢cBes ambientais como clima, estacdo do ano ou composicao do solo, e
controle das condicdes de cultivo (LIU et al., 2009).

A otimizagdo de um processo fermentativo leva a maiores rendimentos no
produto desejado e/ou aumento na sua produtividade, o que reflete diretamente nos
custos de producdo (PARK et al., 2005). Contudo, custos associados com a aquisi¢do
das matérias-primas podem inviabilizar economicamente uma rota produtiva. Diferentes
autores vém sinalizando que a producédo de carotenoides em larga escala fermentativa é

viavel se coprodutos agroindustriais forem utilizados como fontes de nutrientes (AKSU
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& EREN, 2005; PARK et al., 2005; TINOI et al., 2005 ¢ MANTZOURIDOU et al.,
2006).

Tendo em vista os fatores mencionados, a manipueira € um substrato
interessante e de baixo custo para producdo microbiolégica de carotenoides. Este
projeto visa, além de diminuir a produgdo de um residuo que € poluente, produzir uma
molécula de importancia na industria alimenticia e de interesse farmacoldgico,
agregando valor a cultura da mandioca. Em suma, os potenciais nutricional e
farmacéutico tornam os derivados da vitamina. A producdo de derivados de vitamina A
via rota microbioldgica € um processo menos agressivo ao meio ambiente, uma vez que
néo utiliza reagentes com alto grau de insalubridade e solventes, assim, espera-se uma

reducao no impacto ambiental.

3. OBJETIVOS

Objetivo Geral

Esse trabalho objetivou estudar os parametros da producdo microbioldgica de
betacaroteno (derivado da vitamina A) utilizando a levedura Rodothorula glutinis e
como substrato, a manipueira produzida pelas casas de farinha da regido de Vitoria da

Conquista — Bahia, a fim de otimizar o processo de producao.
Objetivos Especificos
(@) Determinar a partir de planejamento experimental as seguintes variaveis:
temperatura, pH e velocidade de agitacdo da producédo de betacaroteno em mesa
rotatoria usando a manipueira como substrato;
(b) Estudar a producdo do betacaroteno em sistemas batelada simples capazes de
aumentar o rendimento e a produtividade do processo visando uma producdo em

maior escala (experimentos em fermentadores);

(c) Avaliar a quantidade de betacaroteno produzido.



4. REVISAO BIBLIOGRAFICA

4.1. Manipueira

Nas ultimas décadas verifica-se uma crescente preocupacdo com O
gerenciamento de residuos, qualquer que seja sua origem (urbana ou agricola),
justificada pela necessidade de reducdo do uso dos recursos naturais e pelo crescimento
populacional (NEVES et al., 2014). Atencdo especial tem sido voltada a minimizacao
ou reuso de residuos e ao estabelecimento de novos usos de produtos e subprodutos
agropecudrios (ROSA, 2011).

A mandioca (Manihot esculenta Crantz) é uma planta perene, arbustiva,
pertencente a familia das Euforbiaceas, usada na alimentacdo humana e animal ou como
matéria prima para diversas industrias. O cultivo da mandioca se estende por todo o
Brasil, seja como lavouras de subsisténcia ou como plantios para fins comerciais. A
parte mais importante da planta é a raiz que é rica em fécula. Estima-se que a producao
alcanca 25 milhGes de toneladas de raizes ao ano e que 60% seja destinada a
industrializagdo (CAMILLI, 2005). Dos 20 a 25 milhdes de toneladas de mandioca
produzidas por ano no Brasil até 2008, apenas cerca de 2 milhdes sdo destinadas a
producdo de amido, sendo a maior parte da producdo destinada a fabricacdo de farinha
(INOUE, 2008).

Do beneficiamento das raizes de mandioca para fabricacdo de farinha de mesa e
fécula sdo gerados dois tipos de residuo: os solidos, compostos pelas partes lenhosas das
raizes, pelas porcdes fibrosas retidas em peneiras e pelos bagacos da mandioca; e 0s
liquidos, constituidos da &gua de lavagem das raizes e da agua de prensagem da
mandioca, esta Ultima comumente denominada manipueira (INOUE et al., 2011). A
manipueira é o liquido residual gerado na prensagem da massa de mandioca ralada, para
a producdo da farinha de mandioca, sendo um dos residuos mais prejudiciais ao
ambiente, ndo s6 por possuir elevada demanda bioguimica de oxigénio (DBO), como
também pela alta concentracdo de &cido cianidrico, altos teores de potéssio, magnesio,
calcio e fosforo (CAMILI, 2005).



Segundo da SILVA JUNIOR (2012) a manipueira contém de 5 a 7 % de fécula,
glicose, acido cianidrico, bem como outras substncias organicas (carboidratos,
proteinas e lipideos) e nutrientes minerais.

A producdo de mandioca da microrregido de Vitéria da Conquista — BA é de
428.500 toneladas. Considerando-se que o rendimento da manipueira é de 30%, com 0
processamento dessa produgdo seriam gerados 128.551 m?® de manipueira, algo
espantoso e que necessita de um destino ambientalmente seguro (NEVES et al., 2014).
Sabe-se que essa é uma grande regido produtora de farinha e que em 2009, apresentava
quase 500 pequenas casas de farinha, que ndo se preocupavam com o destino dos
residuos do processamento (NEVES et al., 2014).

Vérios mecanismos de gerenciamento deste residuo e agregacdo de valor do
mesmo tém sido estudado. Por exemplo, este residuo pode destinar-se, no campo, a
irrigacdo e fertilizacdo, ao controle de ervas daninhas, bem como tem aplicacdo como
substrato para diversos microrganismos (AQUARONI, 2001). VIEITES (1998) e
DUARTE (2012) propuseram o uso da manipueira como fertilizantes, e outros estudos
apontam a possibilidade de aplicacdo como herbicida (FIORETTO, 1985), inseticida
(PONTE et al., 2001), nematicida (PONTE & FRANCO, 1981; SENA & PONTE,
1982) e surfactantes (OLIVEIRA., 2014). A utilizacdo deste residuo como substrato
para o crescimento de microrganismos também foi testada, com exemplos na producéo
de células ricas em 6leo (WOSIACKI, 1994), producéo de proteina microbiana, aromas
(DAMASCENO, 2001), além de biogas (BARANA, 2000).

LEONEL & CEREDA (1994) relataram, em seu trabalho intitulado “Manipueira
como substrato na biossintese de acido citrico por Aspergillus niger”, que era viavel
utilizar o residuo da prensagem da mandioca para produzir bioprodutos, mesmo o
residuo recém coletado da industria mostrou ser um bom substrato, ndo diferindo da
producdo de &cido citrico utilizando meio sintético. Mais recentemente, de JESUS e
colaboradores (2016), em seu estudo sobre a Producédo de lipase utilizando manipueira
como fonte alternativa de carbono, relataram que o Bacillus subtilis foi capaz de
produzir a enzima lipase por meio de fermentagcdo submersa utilizando como fonte de
carbono, a manipueira tratada, ndo sendo necessaria a adi¢do de indutores enzimaticos.

A manipueira pode ser empregada como matéria-prima em processos industriais,
por apresentar altas concentracdes de carboidratos, nitrogénio e sais minerais
(CORDEIRO, 2006). da SILVA e colaboradores (2016) afirmaram que o biodigestor é

um método de tratamento de residuos que propicia um desenvolvimento sustentavel e
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continuo. Eles investigaram dez empresas processadoras de mandioca que utilizam a
biodigestdo dos residuos da mandiocultura, demostrando que seu uso contribui para o
desempenho econémico e ambiental quando aplicada a este tipo de industria.

Em conformidade com CARDOSO (2005), a composi¢cdo quimica da
manipueira é rica em potéssio, nitrogénio, magnésio, fosforo, célcio e enxofre, além de
ferro e micronutrientes em geral. A maior parte de carga organica presente ser composta
de acucares sollveis (CEREDA, 1996). A composi¢cdo da manipueira permite o
crescimento de microrganismos anaerobios, pois estes toleram substratos contendo
cianeto. Por outro lado, os microrganismos aerébios sdo sensiveis ao cianeto porque
afeta a formacdo de adenosina trifosfato (ATP), que atuam sobre a fosforilagéo
oxidativa através da combinacdo com o citocromo oxidase, inibi¢cdo do transporte de
elétrons (CEREDA, 2000).

As caracteristicas da raiz podem interferir na composi¢do da manipueira dela
extraida. Segundo DEL BIANCHI (1998), sdo varios os fatores que podem afetar a
composicdo da mandioca, entre eles a época, o tipo de solo, a temperatura, a altitude, a
umidade e a variedade cultivada.

As caracteristicas fisico-quimicas da manipueira de Vitoria da Conquista podem
ser interessantes na producdo de carotenoides, além o aproveitamento da manipueira,
residuo de toda a inddstria da mandioca tem grande potencial tanto para o setor
industrial quanto para cooperativas de pequenos produtores de farinhas. A utilizacdo da
manipueira de forma racional poderia diminuir os impactos ambientais causados pelo

descarte inadequado da mesma.

4.2 Carotenoides

Os carotenoides sdo isoprendides lipofilicos sintetizados por todos o0s
organismos fotossintéticos (incluindo plantas, algas e cianobactérias), e também por
algumas bactérias ndo-fotossintéticas e fungos. Duas classes de carotenoides séo
encontradas na natureza: os carotenos, tais como beta-caroteno, hidrocarbonetos
lineares que podem ser ciclizados em uma ou ambas as extremidades da molécula; e os
derivados oxigenados de carotenos, como luteina, violaxantina, neoxantina e
zeaxantina, denominados xantofilas (BOTELLA-PAVIA & RODRIGUEZ-
CONCEPCION, 2006).



Estes compostos sdo tetraterpenos constituidos por 40 atomos de carbono. A
parte central da molécula contém um sistema alternado de liga¢fes duplas e simples.
Sdo estas ligagOes duplas conjugadas que conferem aos pigmentos a sua cor que,
dependendo da absorcdo, varia de amarelo a vermelho. O primeiro precursor especifico
na biossintese dos terpendides é o acido mevaldnico (FRENGOVA & BESHKOVA,
2009; YAHIA & ORNELA-PAZ, 2010).

A biossintese dos carotenos inicia-se com um precursor primario, representado
pelo acetato, que segue 0 processo da biogénese de esterois até as unidades isoprendides
ativas: isopentenil-pirofosfato (C5), geranil pirofosfato (C10) e farnesil pirofosfato
(C15), a partir dai, diversificam-se os carotenos produzidos (VILLELA et al., 1976). A
primeira etapa da biossintese do carotenoide envolve a formacéo de geranil pirofosfato e
a sua conversdao em fitoeno, através da acdo da enzima fitoeno esterase. Esse primeiro
caroteno ndo apresenta coloracdo. Através de uma série de desidrogenacdes, outros
carotenos sdo formados (MALDONADE, 2003). As ultimas etapas do caminho
biossintético dos carotenoides, destacando a formacao dos principais carotenoides em

alimentos sdo apresentados na Figura 1.
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Figura 1. Fluxograma dos estagios da biossintese de carotenoides (SILVA, 2004).



Os carotenoides sdo compostos valiosos com muitas aplicagcdes em industrias
nutracéutica, cosmética e sobretudo alimentar. Estes pigmentos tém sido utilizados ha
muito tempo como corantes alimentares e, devido as suas fortes propriedades
antioxidantes, ttm uma ampla gama de funcdes relacionadas com a saude (JASWIR et
al., 2011).

Os corantes tém sido intensivamente utilizados pelas empresas do setor
alimenticio para conferir, intensificar, restaurar ou alterar a coloracdo de alimentos e
bebidas, com o propdsito de atribuir uma aparéncia natural aos produtos
industrializados, ou, tdo somente, torna-los mais atrativos (CONSTANT, STRIGHETA
& SANDI, 2002; ANVISA, 2014). A manutencdo da cor natural do alimento se
constitui num fator fundamental para o marketing do produto, em face da primeira
avaliacdo do consumidor frente a um novo produto e, em consequéncia, 0 uso de
corantes tem sido crescente na industria de alimentos (SATO et al., 1992).

A importancia da industria de corantes decorre do fato de que um dos problemas
que ocorre com os alimentos é a alteracdo de sua cor natural apos a colheita, no
armazenamento e, principalmente, no processamento, quando expostos a altas
temperaturas, ou em presenca de outros componentes e aditivos que alteram seu nivel de
acidez (SATO et al., 1992).

Os carotenoides mais Uteis sdo obtidos por sintese quimica ou extraidos de
plantas, e a maioria dos processos biotecnolégicos utilizados para pigmentos sdo
baseados no cultivo de microrganismos, tais como leveduras e microalgas. Entretanto,
devido a preocupacdo com o uso de aditivos quimicos em alimentos, houve um
crescente interesse nos carotenoides obtidos naturalmente por processos biotecnologicos
(DUFOSSE, 2009).

Em especial, as industrias alimenticias fazem uso de corantes artificiais, que,
dependendo da concentragdo ingerida, pode acarretar diferentes reagdes adversas, a
curto e em longo prazo, tais como reagdes alérgicas, agdo mutagénica e carcinogénica,
anemias e mortalidade de fetos entre outros (ANTUNES & ARAUJO, 2000;
VERISSIMO et al., 2008).

Além de colorir, os carotenoides possuem atividades biologicas importantes.
Uma funcdo universal dos carotenoides é a agdo antioxidante. Os antioxidantes tém a

capacidade de atenuar o efeito de espécies reativas de oxigénio (ROS), sem se tornar um



radical destrutivo protegendo o organismo ao nivel celular (SANDMAN, 2014,
FRANCO et al., 2014). Isto leva a inibicdo de doengas onde os radicais livres
apresentam papel fundamental, como arteriosclerose, catarata, degeneragdo macular,
esclerose multipla, cancer, doencas degenerativas e cardiovasculares (MALDONADE et
al., 2007; BHOSALE, 2004; AKSU & EREN, 2007).

A importancia biologica destes pigmentos € devido ao fato de serem precursores
de vitamina A. De fato, a atividade da provitamina A dos carotenoides tem sido
conhecida hd muito tempo (TANG & RUSSELL, 2009; RODRIGUEZ-AMAYA,
1997). Mais de 600 Carotenoides foram identificados. Entre eles, apenas trés sdo mais
importantes precursores de vitamina A em seres humanos: a-caroteno, -Caroteno e p-
criptoxantina (AIZAWA & INAKUMA, 2007; RAO & RAO, 2007; PARK et al., 2009;
CARRILLO-LOPEZ et al., 2010).

A vitamina A foi a primeira vitamina a ser identificada (DAWSON, 2000).
Também chamada de retinol, nutriente essencial ao organismo, desempenha importante
papel em diversos processos vitais. Ela € um alcool (retinol) isoprendide lipossoluvel e
insaturado, pode ser encontrado na forma de carotenoides (DIMENSTEIN, 2011).

Dos carotenoides citados, o0 betacaroteno ¢ o de maior bioconversibilidade em
vitamina A, sendo fracionado no citoplasma das células da mucosa intestinal, em duas
moléculas de retinoaldeido, que sdo reduzidas e esterificadas para formar ésteres de
retinila. Na parte superior do intestino delgado, o éster é em grande parte hidrolizado
liberando o alcool pela acdo de uma hidrolase do suco pancreatico na presenca de sais
biliares. Juntamente com os produtos da digestdo da gordura, o retinol é emulsionado
pelos sais biliares e pelos fosfolipidios, convertendo-se por fim em micelas, adequadas a
absorcdo (CHAGAS et al., 2003).

A producdo comercial atual de carotenoides a partir de microrganismos,
sobretudo o B-caroteno, provém da alga Dunaliella salina ou do fungo Blakeslea
trispora e concorre principalmente com a producdo sintética por procedimentos
quimicos (ZHANG et al., 2016). Segundo SILVA (2004), a producéo biotecnoldgica de
carotenoides tem se destacado devido a fatores tais como: possibilidade de utilizacdo de
substratos de baixo custo para a bioproducdo; denominacdo de substancias naturais;
pequeno espago para producdo, ndo estando sujeita as condi¢cBes ambientais como

clima, estacdo do ano ou composicgéo do solo, e controle das condi¢des de cultivo.
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O mercado global de carotenoides alcangou US$ 1,2 bilhdo em 2010, de US 1,5
bilhdo em 2014 e deverd atingir quase US $ 1,8 bilhdo em 2019, com uma taxa
composta de crescimento anual de 3,9% (BCC RESEARCH, 2011).

4.3 Rhodotorula glutinis

Os carotenoides sdo produzidos principalmente por fungos filamentosos,
leveduras e por algumas espécies de bactérias, algas e liquens. Entre as fontes
microbianas de carotenoides as leveduras tais como Phaffia rhodozyma e Rhodotorula
glutinis sdo de grande interesse comercial (AKSU & EREN, 2005).

A producdo de -carotenoides em leveduras € caracteristica do género
Rhodotorula. Estudos esclarecendo a biossintese de carotenoides (SYMPSON et al.,
1964), e mais especificamente a biossintese de carotenoides em leveduras do género
Rhodotorula glutinis (HAYMAN et al., 1974), fez com que o interesse nessa linhagem
de leveduras aumentasse, pois seu uso industrial era restrito devido principalmente a
falta de informacdo dos mecanismos de biossintese.

Rhodotorula é uma levedura germinativa, assexuada que pertence ao phylum
basidiomycota no primeiro subfilo divergido de basidiomycota Pucciniomycotina, na
ordem de Sporoidiobolales (COELHO et al., 2011). O proprio género € considerado
onipresente e pode ser encontrado em ambientes extremos, bem como em locais mais
hospitaleiros. Exemplos de cenarios extremos onde as espécies de Rhodotorula podem
ser encontradas sdo o ar, os niveis mais profundos do mar, bem como amostras do Mar
Morto, conhecido por sua extrema salinidade, nas profundezas do mar Béltico, em
elevadas altitudes como Patagdnia, o solo e a vegetacdo da Antartida (QUEROL &
FLEET, 2006; WIRTH & GOLDANI, 2012). Estas leveduras sdo encontradas também
nos alimentos modificando a sua coloragdo normal (WIRTH & GOLDANI, 2012;
QUEROL & FLEET, 2006; EVANGELISTA, 2008).

A producdo de derivados de vitamina A via rota microbioldgica é um processo
menos agressivo ao meio ambiente, uma vez que néo utiliza reagentes com alto grau de
insalubridade e solventes, assim, espera-se uma reducdo no impacto ambiental. Os
microrganismos do género Rhodotorula sdo conhecidos por produzir quantidades
consideraveis de carotenoides. Atualmente, este género tem sido estudado devido ao seu
potencial para producdo industrial, como corantes alimentares e antioxidantes
(EVANGELISTA, 2008).
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A levedura oferece vantagens sobre os outros géneros em termos de taxa de
crescimento elevada e uso de substratos de baixo custo. O seu crescimento pode ocorrer
através da utilizacdo de matéria-prima barata e de vasta disponibilidade, como caldo ou
melaco de cana-de-acgucar, soro do leite, mosto de uva, farinha de feijdo hidrolisada,
extratos de soja e farinha de milho, salmoura de rabanete (SCHNEIDER et al., 2013).

4.4 Variaveis que alteram a producéao de carotenoides por leveduras

4.4.1 pH inicial do meio

O pH influencia o crescimento da levedura e a producdo de carotenoides. LA
biossintese de carotenoides naturalmente ocasiona mudancas do pH do meio de cultivo,
como consequéncia do crescimento de leveduras. De modo geral, o pH do meio
decresce nas primeiras 72 h de bioproducdo, seguido de uma elevacdo durante a fase
intensa de carotenogénese. A partir dai, o pH permanece constante indicando o final da
bioproducdo (LUO et al., 2013; LATHA et al., 2005).

Foi analisado o efeito do pH inicial do meio de cultura (2,5; 3,5; 4,5; 5,5; 6,5;
7,5 e 9,5) no crescimento e producdo de carotenoides pela levedura R. glutinis, por
LATHA e colaboradores (2005). Estes autores incubaram o microrganismo num meio
com glucose, a temperatura entre 29 a 32°C, e agitacdo de 200 rpm. Os autores
verificaram que a altos valores de pH (pH 9,5) a levedura atingiu 0 maximo de biomassa
(9,8 g/L), enquanto a pH baixo (pH 5,5) atingiu o0 maximo de concentracdo de
carotenoides (3,5 mg/L).

4.4.2 Temperatura

A temperatura é um dos fatores ambientais mais importantes que influenciam o
crescimento e o desenvolvimento dos microrganismos, causando alteracBes em muitas
vias biossintéticas, inclusive na carotenogénese. O efeito exercido pela temperatura
depende do microrganismo e do substrato utilizado. Segundo HAYMAN e
colaboradores (1979), a temperatura exerce controle na concentracdo de enzimas
envolvidas na producdo de carotenoides e mudangas na concentragdo enzimatica,
definitivamente controla o nivel de carotenoides nos microrganismos (VALDUGA,
2009; MAROVA, 2014).
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AKSU & EREN (2007) estudaram o efeito da temperatura na producdo de
carotenoides da levedura R. glutinis desenvolvida em frascos agitados contendo meio
com glucose a pH 6.0. O mé&ximo de concentracdo de carotenoides foi obtido a 30°C
(63,4 mg/L) enquanto que a 25°C e 35°C a concentracdo de carotenoides foi menor.
Resultados similares foram obtidos por BUZZINI & MARTINI (1999).

TINOI e colaboradores (2005) adotaram dois métodos de forma a investigar o
efeito da concentracdo dos substratos, pH, temperatura, agitagéo e tempo de cultivo no
crescimento e producdo de carotenoides da levedura R. glutinis em meio que continha
farinha hidrolisada de residuos de feijao e batata doce. Através do método “One-factor-
at-a-time” (FO) fizeram variar um dos fatores, mantendo todos os outros constantes. No
estudo da temperatura, esta variou de 20 a 40 °C sendo que o étimo de concentragdo de
biomassa (7 g/L) foi obtido entre 28-30 °C bem como a maxima concentracdo de
carotenoides (3 mg/L) foi obtida a essa mesma temperatura.

Além disso, a concentracdo relativa de cada carotenoide foi alterada pela
temperatura de cultivo por R. glutinis. Quando a levedura foi cultivada em 5 °C, ocorreu
a producdo predominante de B-caroteno, enquanto que o cultivo a 25 °C levou a sintese
de toruleno e torularrodina. O crescimento celular 6timo foi obtido a 30 °C. Nesta
mesma temperatura, a maxima producdo de carotenoides foi de 8388 pg/L e 31,9 g/L de
biomassa (VALDUGA, 2009).

4.4.3 Agitacéo

Os microrganismos aerdbicos, cujo crescimento (metabolismo primario) é
dependente do fornecimento de oxigénio, necessitam de definicdo das melhores
condicdes de aeracdo e agitacdo para aumento de rendimento (VALDUGA, 2009).
AKSU & EREN (2007) estudaram a taxa de aeragcdo para 0; 1,2 e 2,4 vwm no
crescimento e producdo de carotenoides da levedura R. glutinis. Para a taxa de
arejamento maior (2,4 vvm) obtiveram maior concentracdo de biomassa (5,4 g/L) e
maior concentragdo de carotenoides (105,8 mg/L) comparativamente a um meio sem
arejamento (anaerdbio).

Contudo, CUTZU e colaboradores (2013) estudaram o efeito da disponibilidade
de oxigénio e a razao carbono/azoto (C/N) na produ¢do de biomassa ¢ B-caroteno pelo
mutante Rhodotorula glutinis 400A15, em frascos agitados. Os autores concluiram que

o aumento da disponibilidade de oxigénio diminuiu ou manteve a produtividade de f-
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caroteno dependendo da razdo C/N estudada, mas nunca aumentou. Estudos de CUTZU
e colaboradores (2013) demonstram que ndo h& uma tendéncia comum no efeito da
disponibilidade em oxigénio sobre a producdo microbiana de carotenoides, dependendo

da estirpe de levedura utilizada.

5. METODOLOGIA

5.1 O substrato

Neste trabalho foi utilizado o substrato manipueira, coletado em uma casa de
farinha localizada no bairro do Simdo, Vitoria da Conquista-BA. A manipueira foi
coletada diretamente da prensa, acondicionada em garrafa pet e transportada para o
laboratorio onde passou pelo processo de autolavagem, afim de eliminar contaminantes e
reduzir o cianeto. Apds autoclavada, a manipueira foi congelada em freezer até o

momento do uso.

5.2 Microrganismo

O microrganismo utilizado neste trabalho foi a levedura Rhodotorula
glutinis cepa atcc 2186 adquirida da Fundacdo André Tosello, cultivada em meio agar
rampa, ativa e com biomassa. Este microrganismo foi selecionado por ja ser estudado

pelo grupo desde 2006 e se mostrar bom produtor de carotenoides em meios complexos.

5.3 Reativagéo da R. glutinis

O microrganismo foi reativado em meio YMA pela técnica de esgotamento em
placa de petri e incubada em estufa em temperatura de 30°C. Apds o crescimento as

culturas foram mantidas sob refrigeracdo e sob manutencéo a cada 30 dias.

14



Quadro 1: Composi¢do do meio “Yeast Malt Agar” (YMA).

Dextrose 1% (m/v)
Extrato de levedura 0,3% (m/v)
Peptona 0,5% (m/v)
Extrato de malte 0,3% (m/v)
Agar 2% (m/v)
Agua destilada q.b.

5.4 Preparo do inéculo

Para o preparo do in6culo, uma coldnia foi isolada da placa de Petri e colocada
no meio liqguido YM. O caldo inoculado foi mantido sob agitacdo overnight, em
temperatura de 30°C. Apds esse tempo, 0 nimero de células do in6culo foi padronizado.
Este procedimento foi realizado de acordo com o Método Indireto de Medida do
Crescimento por Turbidimetria, descrito por MASSAGUER (2005) no

espectrofotbmetro a um comprimento de onda de 600 nm, até a Densidade 6tica DO=L1.

5.5 Fermentacoes

Foram utilizados Erlenmeyers com capacidade para 250 mL, contendo 100 mL
do meio YM, cuja composicdo contém para cada litro de meio 3g de extrato de malte,
3g de extrato de levedura, 5g de peptona bacterioldgica e 10g de dextrose. Transferiu-se
10% (v/v) do in6culo padronizado para os frascos contendo o meio de cultura com os
pH ajustados para 5 e para 7. Os frascos foram levados aos incubadores agitados, com
as temperaturas ajustadas para 25°C e 37°C, e a agitacdo ajustada para 100 rpm e 150
rpm, nos quais a curva de crescimento foi conduzida.

A cada quatro horas foi retirada uma aliquota do meio de cultura esta aliquota
foi analisada em espectrofotdmetro, por meio de leitura da densidade Optica (DO) de

600 nm a fim de acompanhar o crescimento do microrganismo.
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5.2 Planejamento experimental fatorial

Com o objetivo de verificar quais as melhores condi¢fes operacionais de
producdo de carotenoides por R. Glutinis em manipueira foi realizado um planejamento
experimental fatorial. A partir de dados da literatura, escolheram-se parametros que néo
apresentavam concenso de valores entre os diversos autores até o momento
investigados. Assim, foram escolhidas temperatura, agitacdo e pH como variaveis
independentes que mais influenciavam a producéo de carotenoides. As concentracfes de
biomassa e de carotenoides foram as varidaveis dependentes analisadas neste
planejamento. De cada uma das varidveis foram escolhidos dois valores diferentes
(niveis do planejamento fatorial 2%) para se investigar, como pode ser visto na Tabela 2.

Para executar o planejamento fatorial é necessario realizar ensaios para todas as
combinagbes possiveis entre os niveis de cada fator analisado (Tabela 3). Essas
combinagdes sdo mais bem descritas em uma matriz de planejamento, em que 0s niveis
sdo representados por coeficientes de contraste, ou seja, por sinais algebricos, (+) para
0s niveis superiores e (-) para os niveis inferiores.

O calculo dos efeitos foi realizado com o auxilio do “software” STATISTICA 6.0.
O estudo dos efeitos, pela verificacdo da significancia dos fatores foi obtido através da
analise do desvio padrdo de cada efeito, empregando um teste t com 95% de confianca.
A existéncia de um efeito de interacdo significativo indica que os efeitos principais

devem ser interpretados conjuntamente.

Tabela 2: Parametros do planejamento fatorial 23,

VARIAVEIS )
NIVEIS
INDEPENDENTES
-1 +1
Temperatura o5 37
(°C)

pH 5 7

Velocidade de agitacédo (rpm) 100 150
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Tabela 3: Niveis do planejamento fatorial 2 para producio de carotenoides.

FATORES
ENSAIO

T Ag pH
1 - - -
2 - - +
3 - + -
4 - + +
5 + - -
6 + - +
7 + + -
8 + + +

O planejamento fatorial completo 23 com réplica foi empregado para identificar
os fatores significativos. Isto resultou em oito diferentes condi¢des experimentais que
serviram para os calculos dos efeitos principais e suas possiveis interacdes (COLEN,
2006). E importante ressaltar que foi necessario ter um conhecimento prévio do sistema
em estudo para que fosse criteriosamente estabelecida a selecdo de variaveis
empregadas, bem como dos niveis em que estas foram ensaiadas, além da resposta
utilizada no planejamento. Além disso, todos os experimentos foram sorteados de modo
gue a ordem de sua realizacao fosse aleatdria.

A fim de avaliar o grau de interacdo entre as varidveis foi realizada uma
analise de variancia. A analise foi realizada com o pacote estatistico STATISTICA
(StatSoft Inc.,Tulsa, Oklahoma., EUA). Os valores 6timos de varidveis selecionadas
foram obtidos através da resolugdo da equacdo de regressdo e também por analise dos

gréaficos de superficie de resposta da forma:

Y=Po+2 kj=1pxj +32ibjpixixj + 2 kj=1pjjx2j+e
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Em que:

Y € a resposta prevista;
Bo, Bj, Pij e Bjj constante coeficientes;

Xi e Xj sdo as variaveis ou fatores independentes codificados;

D N N NN

¢ € 0 erro aleatorio.

5.6 Extracéo do betacaroteno

Foram testados diferentes solventes organicos para a extracdo do betacaroteno.
Seguiu-se a metodologia indicada por SEDMAK & WEERASINGHE (1990) com
algumas modificagdes. Foram centrifugados 5mL do fermentado puro porl0 min a
6.000 rpm afim de concentrar as células do fermentado. Posteriormente adicionou-se 0s
solventes a serem testados e deixou-se por 8 horas com uso de banho de ultrassom na
frequéncia de 25 khz por 60 min. Centrifugou-se novamente e se agitou até que a massa
de células se tornasse branca, e o betacaroteno fluisse para o sobrenadante. O
sobrenadante foi entdo recolhido e medido em espectrofotometro em DO = 448 nm. Os

solventes testados estdo listados na Tabela 4.

Tabela 4: Solventes testados para extracao do betacaroteno.

SOLVENTES TESTADOS

Eter de petréleo com acetona v\v
Etanol com acetona v\v
Acetona pura
Acetona com hexano v\v
Hexano puro
Hexano com éter de petréleo v\v

Eter de petréleo puro
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Apols a observacdo de qual dos solventes obteve o melhor rendimento de
extracdo, repetiu-se a metodologia para todas as amostras inclusive as que foram

fermentadas em meio contendo o substrato.

5.6.1 Curva de calibracdo do betacaroteno

Para a construcdo da curva de calibragdo de betacaroteno, utilizou-se
Betacaroteno da Sigma-Aldrich (corantes e reagentes). Preparou-se uma solugdo de
betacaroteno em acetona e éter de petrdleo na propor¢do 1:1 (v/v). Seguiu-se a
preparacdo de varias diluices com concentraces conhecidas. Realizou a leitura em
espectrofotémetro, a 445nm. Com os valores de absorbancias obtidas através da leitura,
foi construido um grafico de concentracdo por absorbéncia, obtendo uma correlagao
linear, através do Microsoft Excel. Que gerou a equacio da reta e o R2 Através da
equacdo da reta, foi possivel quantificar os carotenoides produzidos durante a

fermentacéo.

5.7 Andlise fisico-quimica do substrato

5.7.1 Determinacdo de proteinas

A determinacdo de proteinas totais foi realizada pelo método de Kjedahl
segundo a metodologia do INSTITUTO ADOLFO LUTZ (2008), com corre¢do para
nitrogénio ndo proteico, na qual consiste em:

e Pesar aproximadamente 0,5 g da amostra em papel vegetal (isento de
nitrogénio);

e Transferir para o baldo digestor de Kjedahl, em seguida acrescentar mistura
catalitica e 10 mL de &cido sulfurico concentrado;

e Mineralizar até que se obtenha um liquido claro;

e Esfriar até temperatura ambiente, adicionar ao baldo digestor cerca de 5 mL de
agua destilada, cuidadosamente, sob agua corrente ou transferir o liquido
mineralizado, quantitativamente, para um baldo volumétrico de 100 mL e
completar o volume;

e Proceder a destilagéo utilizando o volume total digerido ou aliquota (10 mL) do
volume de 100 mL (baldo volumétrico), dependendo da técnica utilizada. O sal
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formado, borato de aménio, apos processo de destilacdo titula-se com solucao
padrdo de HCI 0,1N, com fator conhecido, através da fatoragdo tris, até ponto de

viragem do indicador.

Para converter o nitrogénio medido para proteina bastou multiplicar o contetdo
de nitrogénio pelo fator arbitrario, que representa o fator médio do material em estudo,
que é 6,25 para alimentos em geral e 6,38 para proteinas lacteas. Portanto, a

quantificacdo de proteinas da amostra, foi determinada pelo seguinte calculo:

Proteina Bruta = conteldo total de nitrogénio (Kjeldahl) x fator.

Os resultados foram expressos em porcentagem (m/m).

5.7.2 Determinacéao de cinzas

As cinzas foram determinadas segundo metodologia 018/IV Residuo por
incineracdo — Cinzas com modificacdes do INSTITUTO ADOLFO LUTZ (2008), e os
resultados foram expressos em porcentagem (p/p). Pesou-se 10g da amostra em uma
capsula, previamente aquecida em mufla a 550°C, resfriou-se em dessecador até a
temperatura ambiente e pesou-se. Repetiram-se as operagdes de aquecimento e

resfriamento até peso constante.

5.7.3 Determinacdo de umidade

A determinacdo de umidade foi feita pelo método de Perda por dessecacdo
(umidade) — Secagem direta em estufa a 105°C 012/1V do INSTITUTO ADOLFO
LUTZ (2008), e consistiu em pesar de 2 a 10g da amostra em capsula de porcelana ou
de metal, previamente tarada, e aquecé-la durante 3 horas. Posteriormente a amostra foi
resfriada em dessecador até a temperatura ambiente. Foi pesada e repetida a operacdo de
aquecimento e resfriamento até a obtencdo de valores de peso constante, e 0s resultados

foram expressos em porcentagem (m/m).
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5.7.4 Determinagéo de agucares redutores

A determinacdo de aclcares redutores foi realizada pelo método o Acido 3,5-
Dinitrosalicilico segundo o INSTITUTO ADOLFO LUTZ (2008). Este método se
baseia na reducdo do acido 3,5 dinitro-salicilico a acido 3-amino-5- nitrosalicilico, ao
mesmo tempo em que o grupo aldeido do agucar é oxidado a grupo carboxilico com o
desenvolvimento de coloracdo avermelhada, medida espectofotometricamente em 600
nm. Foi feita uma andlise da quantidade de acUcares redutores do substrato antes da
inoculacdo do microrganismo e ap6s a inoculacdo a cada quatro horas, a fim de obter

uma curva do consumo de acucares pela levedura.

5.7.5 Curva de calibracao de acucares redutores

A partir de uma solucdo padrdo de glicose foram preparadas solu¢des diluidas
com concentragdes conhecidas. Apds o preparo das solu¢es 1 mL de cada solugéo foi
adicionada em um tubo de ensaio, entdo adicionou-se 1 mL do reagente de DNS. Os
tubos foram agitados e aquecidos em banho-maria a 100°C (em ebulicdo) por 5
minutos. Os tubos foram resfriados em banho com gelo por 5 minutos; adicionou-se 16
mL da solucdo de tartarato duplo de sodio e potassio homogeneizados e entdo se
realizou a analise destes por absorbancia em espectrofotdmetro 600 nm. O branco
consistiu em substituir o volume de solucdo de glicose por dgua. Com as leituras de
absorbancia a 600nm para as varias concentracfes preparadas, foi possivel construir
uma curva de calibracdo de concentracdo de acucar redutor (AR) 25 por absorbancia,
obtendo-se uma correlacdo linear através do programa Microsoft Excel foi gerada uma
equacdo da reta utilizada para a determinacdo da concentracdo de agucar redutor nos
melacos, caldo de cana e meio sintético durante a fermentacdo. A equacdo gerada pela
curva é a seguinte: y = 0,0785x + 0,015 com Rz = 0,9929.
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7. Artigo: CULTIVO DE Rodothorula glutinis EM MANIPUEIRA PARA
PRODUQAO DE SUPLEMENTO VITAMINICO E PROTEICO

CULTIVO DE Rodothorula glutinis PARA PRODUCAO DE SUPLEMENTO
VITAMINICO E PROTEICO

RESUMO

A manipueira € o residuo liquido gerado pela producéo de farinha de mandioca,
descartado indevidamente ele causa prejuizos ao meio ambiente, devido a presenca do
glicosidio linamarina que quando hidrolisado gera &cido cianidrico que é toxico. O
trabalho teve por objetivo avaliar a viabilidade do uso da manipueira coletada nas casas
de farinha de Vitéria da Conquista - BA como substrato para a producdo de
betacaroteno por leveduras Rhodotorula glutinis. O betacaroteno é um carotenoide e
possui grande importancia para a industria de corantes e aditivos alimentares. Seguindo
um planejamento experimental fatorial 23, realizou-se fermentagcdes em meio sintético e
em manipueira e observou-se que as melhores condices para a producédo tanto de
biomassa quanto de betacaroteno foram em pH 7, 150 rpm e 37°C. Através da andlise
de variancia, verificou-se que as varidveis ph, agitacdo e temperatura, quando em
conjunto, exercem mais influéncia sobre a producdo de betacaroteno do que
individualmente. A manipueira se apresentou como um substrato promissor para o

cultivo de Rhodotorula glutinis e também para a producéo de betacaroteno.

Palavras-chave: Manipueira, Betacaroteno, Rhotorula glutinis, Planejamento fatorial,

Fermentacéo.

1. INTRODUCAO

Carotenoides sdo substancias quimicas tetraterpénicas relacionadas ao caroteno,
compreendendo pigmentos amplamente difundidos na natureza, sdo usados como
corantes alimenticios e em suplementos nutricionais. No Brasil, a industria de alimentos
representa cerca de 4 % do PIB e 30 % do total das exportacdes e o0 mercado global de
carotenoides alcancou US 1,5 bilhdo em 2014 e devera atingir quase US $ 1,8 bilhdo em
2019, com uma taxa composta de crescimento anual de 3,9% [1]. A importancia

bioldgica destes pigmentos é devido ao fato de serem precursores de vitamina A. Dos
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carotenoides citados, o betacaroteno é o de maior bioconversibilidade em vitamina A
[4].

Atualmente, os carotenoides utilizados industrialmente sdo obtidos por via
quimica ou extracdo de plantas e/ou algas, mas devido & preocupa¢do com 0 uso de
aditivos quimicos em alimentos, ha interesse nos carotenoides obtidos naturalmente por
processos biotecnologicos. Embora os corantes sejam considerados essenciais a
industria de alimentos, podendo ser obtidos através de fontes naturais, este campo ainda

ndo é bem explorado, em particular os produzidos por microrganismos [5,6].

Muitos microrganismos ja foram reportados como potenciais bioprodutores de
carotenoides, dentre eles microrganismos do género Rhodotorula sdo conhecidos por
produzir quantidades considerdveis de carotenoides. A levedura Rhodotorula oferece
vantagens sobre os outros géneros em termos de taxa de crescimento elevada e uso de

substratos de baixo custo [7,8].

Um dos obstaculos para maior a producdo de carotenoides por processos
biotecnoldgicos se deve a onerosidade das matérias primas utilizadas, contudo muitos
trabalhos vem sugerindo o uso alternativo de substratos de baixo custo e residuos como
soro de queijo [9, 10], mosto de uva [11], derivados do processamento da cana-de-
acucar [12,10], do processamento de milho [10]; e da producdo de biodiesel [13],
mostram que € possivel reduzir os custos de producdo e a emissao destes subprodutos
industriais e agroindustriais no meio ambiente, pois sdo ricos em agucares e matéria

organica.

A manipueira é o liquido residual gerado na prensagem da massa de mandioca
ralada, para a producdo da farinha de mandioca, sendo um dos residuos mais
prejudiciais ao ambiente. A producdo de mandioca da microrregido de Vitoria da
Conquista — Ba é de 428.500 toneladas. Considerando-se que o rendimento da
manipueira ¢ de 30%, com o processamento dessa producéo seriam gerados 128.551 m?
de manipueira, algo espantoso e que necessita de um destino ambientalmente seguro e
de possibilidades de reuso[14]. A producdo de betacaroteno através da fermentacdo da
manipueira utilizando a levedura Rhodotorula glutinis pode ser uma alternativa viavel,
tanto para diminuir os custos da producdo dos bioprodutos quanto para diminuir

Oimpactos ambientais causados pela manipueira. O objetivo deste estudo foi estudar os
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parametros envolvidos no processo de obtencéo de betacaroteno utilizando manipueira

como substrato, afim de otimizar o processo.

2 METODOLOGIA

2.1 O substrato

Neste trabalho foi utilizado o substrato manipueira, coletado em uma casa de
farinha localizada no bairro do Simao, Vitoria da Conquista-BA. A manipueira foi
coletada diretamente da prensa, acondicionada em garrafa pet e transportada para o
laboratdrio onde passou pelo processo de autolavagem, afim de eliminar contaminantes
e reduzir o cianeto. Apds autoclavada, a manipueira foi congelada em freezer até o

momento do uso.

2.2 Crescimento do microrganismo

O microrganismo utilizado no presente estudo foi a Rhodotorula glutinis cepa
atcc 2186 fornecida pela Fundacdo André Tosello — Campina, SP, o mesmo foi
reativado conforme instrucdes do fornecedor em meio YMA e mantidas sob
refrigeracdo e sob manutencdo a cada 30 dias.

A fim de avaliar o crescimento e producdo de betacaroteno pela levedura em
diferentes condicbGes foi feito um planejamento experimental prévio, no qual se
determinou valores para trés variaveis a serem testadas: pH, agitacdo e temperatura. Os
valores observados podem ser vistos na tabela 1. Foram feitas curvas de crescimento do
microrganismo em meio YM durante 72 horas afim de acompanhar o seu crescimento e

consumo de agucares redutores.
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TABELA 1 - Condicdes estabelecidas no Planejamento Experimental .

pH 50e7,0
agitacao 100 rpm e 150 rpm
temperatura 25°Ce37°C

Para o preparo do inoculo, uma col6nia foi isolada da placa de petri e tranferida
para 0 meio liquido. O caldo inoculado foi mantido sob agitagdo overnight em
temperatura de 30°C. ApOs esse periodo o numero de células do inéculo foi
padronizado por meio de leitura da densidade dptica (DO) no espectrofotdmetro a
600nm até a DO=1.

Foi transferido 10% (v/v) do inéculo padronizado para o frasco contendo 0s
meios de cultura com os valores de pH ajustados nos quais a curva de crescimento foi
conduzida, onde a cada quatro horas foi retirada uma aliquota do meio de cultura e

medida a densidade Optica afim de acompanhar o crescimento do microrganismo.

2.3 Extracéo e quantificagdo do betacaroteno

Foram testados diferentes solventes organicos para a extracdo do betacaroteno
(tabela 2). Seguiu-se a metodologia descrita em literatura [15] com algumas
modificagdes. Foram centrifugados 5 ml do fermentado puro por 10 min a 6.000 rpm a
fim de concentrar as células do fermentado. Posteriormente adicionou-se o solvente e
deixou por 8 horas com uso de banho de ultrassom na frequéncia de 25khz por 60 min.
Centrifugou-se novamente e agitou-se até que a massa de células se tornasse branca, e 0
betacaroteno extravasasse para 0 sobrenadante. O sobrenadante foi entdo recolhido e
medido em espectrofotdbmetro em DO = 448nm.

Ap0s a observacdo de qual dos solventes proporcionou o melhor rendimento de
extracdo, repetiu-se a metodologia para todas as amostras inclusive as que foram

fermentadas em meio contendo o substrato.
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TABELA 2 — Solventes testados afim de avaliar qual o melhor para no processo de

extracdo do betacaroteno.

SOLVENTES TESTADOS

Eter de petrleo com acetona v\v
Etanol com acetona v\v
Acetona pura
Acetona com hexano v\v
Hexano puro
Hexano com éter de petrdleo v\v

Eter de petréleo puro

2.3 Analise fisico-quimica do substrato

2.3.1 Determinacao de proteinas

A determinacdo de proteinas totais foi realizada pelo método de Kjeldahl [16]
com correcdo para nitrogénio ndo proteico. O método Kjeldahl é baseado na
determinacdo do nitrogénio total (nitrogénio inorgénico e organico) contido no meio
fermentativo e por meio de um fator de corregdo é transformado em proteina bruta. Este
fator de correcdo esta associado ao fato das proteinas terem % de nitrogénio quase

constante, em torno de 16%.

2.3.2 Determinacéao de cinzas

As cinzas foram determinadas segundo metodologia 018/1V Residuo por
incineracdo — Cinzas com modificacbes e o0s resultados foram expressos em
porcentagem (p/p). Pesou-se 10g da amostra em uma capsula, previamente aquecida em
mufla a 550°C, resfriou-se em dessecador até a temperatura ambiente e pesou-se.

Repetiu-se as operagdes de aquecimento e resfriamento até peso constante [16]
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2.3.3 Determinacao de Umidade

A determinacdo de umidade foi feita pelo método de Perda por dessecagédo
(umidade) — Secagem direta em estufa a 105°C 012/1V [16] consiste em — Pesar de 2 a
10 g da amostra em cépsula de porcelana ou de metal, previamente tarada. Aquecer
durante 3 horas. Resfriar em dessecador até a temperatura ambiente. Pesar e repetir a
operacdo de aquecimento e resfriamento até peso constante. Os resultados foram

expressos em porcentagem (p/p).

2.3.4 Determinacao de acucares redutores

A determinacio de aglcares redutores foi feita pelo método o Acido 3,5-
Dinitrosalicilico. Este método se baseia na reducdo do acido 3,5 dinitro-salicilico a
acido 3-amino-5- nitrosalicilico, a0 mesmo tempo em que o grupo aldeido do agUcar é
oxidado a grupo carboxilico com o desenvolvimento de coloracéo avermelhada, medida
espectofotometricamente em 600 nm. Foi feita uma andlise da quantidade de agucares
redutores do substrato antes da inoculacdo do microrganismo e ap6s a inoculagéo a cada

quatro horas, afim de obter uma curva do consumo de agucares pela levedura [16].

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Andlise Fisico-quimica do substrato

A manipueira apresentou propriedades que favorecem o crescimento de
microrganismos demonstrando ser um potencial substrato para a sintese de
biomoléculas, entre elas, os carotenoides.

A composicao quimica da manipueira, como qualquer subproduto agroindustrial,
é variavel, ela depende da variedade da mandioca utilizada, que por sua vez esta
correlacionada com as condigdes climaticas e de solo do local onde € cultivada. A tabela
3 mostra a composicao fisico-quimica da manipueira usada neste trabalho e de outros
autores. Cereda (2001) observou resultados semelhantes aos obtidos na amostra
analisada neste estudo, exceto para analise de cinzas [17]. Pinto, 2013 encontrou
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também resultados diferentes ao teor de cinzas mostrando a natureza variavel de

residuos agroindustriais [18].

TABELA 3 — Composic¢éo fisico-quimica da manipueira coletada no municipio de
Vitdria da Conquista/Ba, comparada a valores obtidos em outros estudos.

VALORES CEREDA (2001) PINTO (2013)
COMPONENTES AMOSTRADOS
Umidade (%) 92,27 92,77 9431
Aglcares Totais (%) 2,26 2,93 2,08
Cinzas (%) 2,27 0,54 0,73
Proteina (%) 1,77 1,22 1,19

As diferencgas entre os valores de cinzas encontrados neste trabalho e os valores
observados por outros autores (Tabela 3), sdo comuns ao tipo de amostra como ja foi
mencionado e dependem de condicdes climaticas e de variedade da mandioca. Por
exemplo, em outros trabalhos desenvolvidos [19,20], a manipueira foi obtida do
processo industrial de fabricacdo de farinha de mandioca e o residuo passa por uma
fermentacao natural que o torna mais acido que a manipueira deste trabalho.

O maior teor de cinzas encontrado na manipueira de Vitéria da Conquista pode
ser interessante para a producdo industrial, uma vez que estas cinzas sdo residuos
inorganicos e seus principais constituintes, K, Na, Ca, Mg sdo importantes nos
processos bioldgicos. Outros estudos sobre a composi¢cdo da manipueira obtida no
municipio de Vitéria da Conquista - Bahia verificaram que este residuo possuia
significativa quantidade de minerais, correspondendo a uma fonte de micronutrientes

necessarios ao cultivo de microrganismos [14].
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3.2 Planejamento fatorial experimental do cultivo de R. glutinis para producao

de biomassa

Os maiores valores de producédo de biomassa foram obtidos quando a velocidade
de agitacdo estava em seu nivel maior (exemplo: experimento 4), porém o segundo
maior valor de producdo de biomassa corresponde a um experimento no qual a
temperatura estava em seu maior nivel e a agitacdo estava em seu menor nivel
(experimento 6). As variaveis que influenciam o desempenho do cultivo de R. glutinis
usando manipueira como fonte de carbono para producao de carotenoide sdo muitas, 0s
resultados encontrados no presente estudo indicaram uma possivel interacdo de fatores.
Também é possivel observar a influéncia do pH no crescimento do microrganismo.
Maiores valores de pH levaram a maiores produc¢des de biomassa (Tabela 4).

Como cada cepa tem um valor 6timo de pH no qual deve ser cultivada, a maior
producdo de biomassa no pH 7,0 indicou que a capacidade tamponante intracelular
conseguiu manter as atividades enzimaticas dentro da célula ndo sendo afetada pelo pH
externo. A Figural apresenta os valores de concentracdo de biomassa em relacdo a
agitacdo e a temperatura. Observa-se que quanto maior a agitacdo maior a
produtividade, bem como a temperatura. Pode-se observar que a maior producdo de
biomassa ocorreu nos maiores niveis de agitacdo e temperatura. Ou seja, quando
temperatura era maior, maior producdo era observada, mas a agitacdo estava em seu
nivel inferior.

A producdo de biomassa € uma importante resposta a ser analisada com a
resposta producdo de carotenoides. Os carotenoides (metabdlitos primarios) sdo
biomoléculas produzidas dentro da R. glutinis, assim, um aumento da biomassa seria
esperado um aumento na producdo de carotenoides. Entretanto, as diferentes condicdes
operacionais aqui estudadas poderiam gerar concentracdes diferentes de nutrientes no
meio (processo descontinuo) e assim, obter rendimentos diferentes de carotenoides no
meio de cultivo. As varidveis do planejamento experimental sdo fatores que afetam a
quantidade de carotenoides produzidos durante a fermentacdo submersa e seus
resultados sdo mostrados na tabela 4. Esses resultados foram utilizados para o célculo
das estimativas dos efeitos de cada variavel, ou seja, da importancia que os fatores tém

sob cada ensaio.
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TABELA 4 - Resultados do planejamento experimental tendo como resposta
concentracgéo celular.

FATORES
ENSAIO T Agitacao Biomassa
@) (rpm) P (9/L)
1 - - - 0,719
2 - - + 0,696
3 - + - 2,039
4 _ N + 3,018
5 + - - 2,586
6 + _ + 2,418
7 + - - -
3 N N + 0,765
9 - - - 0,653
10 - - + 0,759
11 _ . _ 2,338
12 - + + 2,205
13 + — - 2,521
14 + - + 2,281
15 ; ; - 0,728
16 + + + 0,716

Sendo a R. glutinis um microrganismo mesofilo, espera-se que sua utilizagdo
industrial seja na faixa de 25 a 37 °C. Assim, seu coeficiente de manutengdo devera
estar em um valor 6timo nesta faixa de temperatura, e além disso, esperava-se que com
0 aumento da temperatura todas as atividades aumentassem de velocidade, ou seja,
maior temperatura, maior crescimento de biomassa. Portanto, investigou-se essa faixa
de temperatura de modo que fosse confiavel que a variacdo de temperatura néo
resultasse em alteracdes no metabolismo basal da célula. Os resultados obtidos para o
estudo da agitacdo mostraram que as maiores velocidades ajudaram no aumento de

transferéncia de calor e massa no meio de cultivo. O maior crescimento da biomassa em
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velocidades de agitacdo maiores indicou que este fator auxiliou na manutencdo das

células em suspensdo sendo essencial para melhorar as condi¢des de crescimento de
microrganismo.

we wp = =4

AT

u‘ﬁl._.g-.-a-'kﬂ'-

Figura 1 — Andlise da producdo de biomassa: relacdo agitacdo e temperatura.

A Figura 2 mostra a producdo de biomassa em relacdo as variaveis temperatura e
pH. Pode-se observar que a producdo de biomassa ocorreu quando a temperatura foi
maior e quando o pH foi maior. Estudos divergem em relacdo a um pH 6timo de meio
para a levedura R. glutinis [21, 22], seja devido ao meio utilizado ou seja devido as
condi¢cdes da producdo, mas todos os estudos tém mostrado que em pH extremos

independente do meio de cultivo R. glutinis ndo apresentou desenvolvimento apreciavel.
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Figura 2 — Anélise da producdo de biomassa: relacdo pH e temperatura.

Com relacdo a temperatura, Uenojo et al. (2007), demonstraram que a levedura
R. glutinis apresentou-se sensivel ao fator temperatura em relacdo ao crescimento
celular. Das temperaturas testadas (9 niveis), a faixa 6tima de crescimento foi de 28 a
30°C, comportamento tipico do género, faixa de temperatura observada neste trabalho,
onde a levedura cresceu melhor em temperatura de 37°C [23]. Aksu e Eren (2007)
observaram em seus estudos que taxa de crescimento especifico da levedura aumentou
com a elevacdo da temperatura de 25 para 30°C, de aproximadamente 0,175 para
0,238h! entretanto, o crescimento diminuiu em temperaturas maiores. Esses autores
fizeram seus estudos em valores de pH e agitacdo fixos, assim esses estudos indicaram
que um estudo planejado dessas variaveis deveria ser realizado para a obtencdo de
valores 6timos em conjunto de forma a fornecer um crescimento 6timo de biomassa [9].

A Figura 3 mostra a producdo de biomassa em relagdo a velocidade de agitagédo
e valores de pH. Pode-se observar que a producdo de biomassa foi maior quando a
agitacdo e o pH estavam em seus maiores niveis. Outro estudo verificou que com a
elevacdo do pH de 3,0 para 7,0 houve um aumento nas taxas de crescimento
concordando com os dados obtidos neste trabalho [9]. Este resultado € contrario ao
encontrado por outros no qual a levedura R. glutinis apresentou um pH 6timo para o

crescimento de 5,91 [24]. Diferentemente do encontrado neste estudo onde o pH 7 se
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mostrou ideal para a producdo de biomassa e também de betacaroteno, como sera
mostrado a seguir, Latha et al. (2005) verificaram que a altos valores de pH (pH 9,5) a
levedura atingiu 0 méaximo de biomassa (9,8 g/L), enquanto a pH baixo (pH 5,5) seu

crescimento foi minimo [25].
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Figura 3 — Analise da producéo de biomassa: relacdo pH e agitacao.

A Tabela 5 aponta claramente que alguns efeitos sdo mais significativos que
outros. Assim, os valores determinados para esses fatores menos significativos podem
ser atribuidos as flutuagdes aleatorias do processo, isto ¢, ao “ruido” embutido nos
valores das respostas (principio da esparsidade dos efeitos). A analise de variancia
(ANOVA) apontou que, das varidveis individuais, a que mais exerce influéncia sobre a
producéo tanto de biomassa quanto de betacaroteno é a temperatura e a velocidade de
agitacdo, contudo quando observadas em conjunto conforme pode ser observado no

gréafico de Pareto (Figura 4).
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Figura 4 - Grafico de Pareto com os valores de significAncia de cada um dos efeitos
estudados e o nivel de significancia destes efeitos quando colocados em conjunto para
producéo de Biomassa.
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TABELA 5 — Andlise de variancia para producao de biomassa.

SS df MS F P
(1)Temperatura 0,50101 1 0,50101  0,62854 0,450762
(2)Agitacio 0,01982 1 001982  0,02486 0,878620
(3)pH 1,61751 1 161751  2,02922 0,192118
1by 2 53,95322 1 53,95322 67,68578 0,000036
1by3 0,00528 1 0,00528  0,00663 0,937119
2by 3 0,36762 1 036762  0,46119 0,516233
Error 6,37690 8 0,79711
Total SS 61,90916 14
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A presenca de interaces de fatores num planejamento (tabela 5) mostra que a
temperatura e velocidade de agitacdo ndo podem ser analisados separadamente. O
diagrama de Pareto mostra que o efeito do pH é mais importante no seu nivel positivo e
que com a temperatura no seu nivel negativo, entretanto esses efeitos ndo se mostraram
significativos com 95% de intervalo de confiancga. Os efeitos da temperatura, velocidade
de agitacdo e pH ndo foram significativos individualmente com 95% de intervalo de
confianca.

Entretanto quando o intervalo de confianca foi para 75%, além do efeito de
interacdo temperatura/Agitacdo, o efeito do pH também se mostrou significativo. Isso
sugere que o pH deve ser sempre mantido alto como um fator de seguranga para uma
melhor producéo de biomassa. Quando trabalhando em velocidades de agitagdo altas, o
sistema reacional ndo precisa de um controle minucioso do pH para aumentar o
rendimento de biomassa, ou seja, pH em nivel alto é mais sensivel a variacdo de
temperatura e velocidade de agitacdo do que pH em nivel baixo.

O modelo para todas as variaveis analisadas foi considerado satisfatorio, pois 0s
graficos dos residuos contra as respostas tém uma aparéncia aleatéria e os graficos
normais dos residuos tém uma aparéncia mais ou menos retilinea. A equacdo 01 mostra

0 modelo obtido para a producdo de biomassa com 95% de intervalo de confianca.

Biomassa = 3,5057 — 3,8713 x Temperatura x Agitacdo + 0,6703 x pH (01)
(+0,2353) (+0,4706) (+0,4706)

Observou-se, através da quantificagdo da biomassa que as condi¢fes em que 0
microrganismo mais cresce séo pH 7, velocidade de agitacdo de 150 rpm e temperatura
de 37C°. Entretanto, o crescimento microbiano esta relacionado a producéo de biomassa
e maior producdo de biomassa ndo necessariamente significa maior producdo de
carotenoide.

Observou-se através da curva de crescimento da levedura que a fase
exponencial, se deu até as 72 horas. A fase exponencial é onde a levedura apresenta
crescimento celular, nela sdo produzidos os produtos do metabolismo primario, dentre
estes estdo a maioria dos produtos de fermentagdo. Desta forma é de interesse industrial
a ampliacdo desta fase, com o objetivo de aumentar a produtividade. A fase lag ¢ a fase
de adaptacdo do microrganismo ao meio, ela precede a fase exponencial neste periodo

pode ndo ocorrer multiplicacdo celular, fases de laténcia extensas ndo sdo interessantes
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industrialmente. Mantivemos o microrganismo na fase exponencial, uma vez que, apos
esta fase comeca a fase de laténcia. Nesta fase a taxa de morte se iguala a taxa de
crescimento e sdo produzidos metabolitos secundarios, além da falta de que vao levar a
morte de células que levara a cultura para a fase seguinte que é a de declinio
(AQUARONI, 2001).

3.3 Planejamento fatorial experimental do cultivo de R. glutinis para producéo de

carotenoide

Os dados obtidos para a producdo de carotenoide mostraram que a condigdo em
que mais se produziu betacaroteno foi quando a temperatura estava em seu menor nivel

e a agitacdo e ph estavam em seu maior nivel (Tabela 6).

TABELA 6 - Resultados do planejamento experimental tendo como resposta
concentracdo de carotenoides.

FATORES
ENSAIO T Agitacéo oH C;a;gge(r;c/)li_(;e

1 _ _ = 3,66

2 - - + 3,23

3 — + - 8,833
4 - + + 11,170
5 n _ — 3,225
6 + — + 2,696
7 + + - 2,727
8 + + + 1,979
9 _ _ - 3,661
10 _ _ + 3,225
11 _ + = 1,761
12 - + + 5,531
iz + - — 2,945
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14 + - + 9,332
15 + + - 2,727
16 + + + 1,761

Analisando a Figura 5 que mostra a concentracdo de betacaroteno em relagéo a
temperatura e pH, pode-se observar que a concentracdo de betacaroteno aumentou
quando a temperatura diminuiu e quando o pH estava em seu nivel mais alto. Entretanto
esse efeito foi muito mais pronunciado quando a temperatura foi de 25°C, ou seja,
houve uma maior producdo de betacaroteno quando a temperatura era de 25°C e o pH
7,0. A Figura 6 mostra a concentracdo de betacaroteno em relacdo a temperatura e a
velocidade de agitacdo. Pode-se observar que valores de temperatura e velocidade de
agitacdo mais baixos levaram a maiores producgdes de betacaroteno, entretanto esse
efeito s6 pode ser observado quando a temperatura estava em seu nivel mais baixo, pois
na temperatura de 37°C, a producéo de betacaroteno permaneceu praticamente a mesma

nos diferentes valores de velocidade de agitacéo.

SN

Figura 5 — Producdo de carotenoides em relagcdo a Temperatura e ao pH.
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Figura 6 — Producéo de carotenoides em relagdo a Temperatura e a velocidade de

agitacdo.

Malisorn e Suntornsuk (2008) otimizaram o efeito da temperatura sobre a
producéo de carotenoide e biomassa em Rhodotorula glutinis, relatando que a produgéo
méaxima foi obtida 29°C e 30°C, respectivamente. De acordo com Hayman et al.,
(1979), o efeito de temperatura regula a concentracdo de enzimas envolvidas na
producdo de carotenoide, e, portanto, os niveis de carotenoide e seu tipo sdo regulados
nos microrganismos [33,35].

Segundo Frengova et al. (1995), a concentracdo relativa de cada carotenoide foi
alterada pela temperatura de cultivo por R. glutinis. Quando a levedura foi cultivada em
5°C, ocorreu a producdo predominante de betacaroteno, enquanto que o cultivo a 25 °C
levou também a sintese de toruleno e torularrodina. Nesse estudo, o0s autores
observaram que o crescimento celular 6timo foi obtido em 30 °C. Nesta mesma
temperatura, a maxima producdo de carotenoide foi de 8388 pg/L e 31,9 g/L de

biomassa. Portanto, uma maior producédo do carotenoide betacaroteno na temperatura de
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menor nivel estudada neste planejamento se mostra interessante quando maiores
temperaturas implicam em maiores gastos energéticos de cultivo [34].

A Figura 7 mostra a producdo de betacaroteno em relacdo a velocidade de
agitacdo e de pH. Pode-se observar que houve uma maior formacdo do carotenoide
quando o pH estava em seu nivel mais alto e a velocidade de agitacdo em seu nivel mais
baixo. Quando o pH estava no seu nivel mais baixo (5,0), a produgdo de betacaroteno
ficou praticamente a mesma em qualquer valor de agitagdo. Portanto, ndo se observou
uma grande influéncia da agitacdo quando o pH era de 5,0, mas se pode observar uma

maior variacdo na producao de betacaroteno quando o pH era 7,0.

Figura 7 — Producéo de carotenoide em relacdo pH e agitacao.

O pH é um dos parametros ambientais mais importantes que exercem influéncia
no crescimento celular e formacdo de produto. Os resultados encontrados no presente
estudo concordam com os encontrados por Aksu e Eren (2007) que verificaram que com
a elevacdo do pH de 3,0 para 7,0 houve um aumento tanto das taxas de crescimento
quanto de producdo de carotenoide [9]. Latha et al. (2005) incubaram o microrganismo

num meio com glicose, em temperaturas entre 29 a 32°C, e agitacdo de 200 rpm. Os
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autores verificaram que a altos valores de pH (pH 9,5) a levedura atingiu 0 maximo de
biomassa (9,8 g/L), enquanto a pH baixo (pH 5,5) atingiu 0 maximo de concentracdo de
carotenoide (3,5 mg/L) [25].

Com relacéo a velocidade de agitacao, verificou-se neste estudo que uma menor
agitacdo levou a uma maior producdo de betacaroteno. Segundo Marova et al. 2012 a
aeracao € outro parametro importante, devido a carotenogénese ser um processo aerobio
e a taxa de transporte de ar na cultura de levedura é um fator essencial para a
assimilacdo do substrato para a taxa de crescimento, massa celular e carotenogénese.
Além disso, a diminuicdo dos niveis de oxigénio influencia a producéo de carotenos ou
xantofilas, devido a oxidagdo de carotenos em Astaxantina, Cantaxantina e outros [26].

Saenge et al. 2011 examinou os efeitos da taxa de aeracdo sobre o crescimento
celular, o rendimento lipidico, a producdo de carotenoide e o consumo de glicerol por
Rhodotorula glutinis. A agitacdo esta relacionada diretamente relacionada a aeracao, ja
que uma maior agitacdo leva a maior aeragéo do meio de cultivo.Os autores observaram
que a taxa de aeracdo teve um efeito significativo na producdo de biomassa e lipidios.
Quando a velocidade variou de 0 para 2 vvm, a biomassa e o rendimento lipidico foram
0s maiores em 8,17 e 4,32 g L-1, respectivamente[13]. Davoli et al. 2004 estudaram a
influéncia da aeracdo sobre o contedo de carotenoide de R. glutinis e observaram que
para uma maior taxa de aeracdo obteve-se maior concentracdo de carotenoide, um
aumento de 113 para 206 pg/g, embora o perfil de carotenoide permanecesse inalterado
[27].

Uma anélise dos efeitos mostra que a producdo média global de betacaroteno foi
de 5,7 g/L. Ndo houve efeitos de interacdo significativos. A Figura 8 mostra o grafico
de Pareto para os efeitos significativos num intervalo de 75% de confianca. Analisando
o efeito da temperatura, pode-se observar que este foi o Unico efeito significativo para
producdo de betacaroteno.

Analisando a Tabela 7 que mostra a ANOVA para a produgdo de carotenoide,
pode-se observar que o valor do teste F de 2,6 é maior que F(5,1) indicando que o
modelo é significativo com 25% de nivel de confianca. O valor da probabilidade do
nivel p também é baixo (0,167) indicando a significancia do modelo para a variavel
temperatura. Pois, os efeitos de interacdo ndo foram estatisticamente significantes,
assim, o ajuste do modelo foi de regressdo linear. Deve-se observar que as condicgdes
operacionais escolhidas levaram em consideracdo crescimento de biomassa e produgéo

de betacaroteno, que sdo importantes respostas para definir a producdo dessa pro-
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vitamina. Além disso, para se obter alta concentracdo de biomassa com alta producdo de

betacaroteno ndo € necessario trabalhar em um Unico conjunto de condi¢Bes

experimentais. Desejando-se outro carotenoide que o betacaroteno, é possivel um ajuste

adequado das condicBes estudadas. Os resultados dos experimentos ajustaram um

modelo de regressdo como mostra a equacao 2.

Betacaroteno = 5,6865 — 4,5254 x Temperatura

TABELA 7 — Andlise de variancia para a producdo de carotenoide (ANOVA).

(+1,2549) (+ 2,8061)

(02)

SS df MS F P
(1)Temperatura 32,7672 1 32,76715 2,600845 0,167725
(2)Agitacio 8,1074 1 8,10741  0,643513 0,458855
(3)pH 17,8920 1 17,89201 1,420152 0,286853
1by 2 6,1155 1 6,11553 0,485411 0,517036
1by3 5,7319 1 573191  0,454962 0,529911
2by 3 62,9933 5 12,59866
Error 118,9314 10
Total SS 32,7672 1 32,76715 2,600845 0,167725
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Figura 8 — Gréfico de Pareto com 75% de intervalo de confianca.

3.4 Anélise da producdo de carotenoides usando manipueira como fonte de

carbono

Apds selecionar a melhor forma de extracdo dos fermentados da levedura, estes
foram submetidos a extragdo a fim de confirmar a melhor condigdo para producéo de
carotenoide usando manipueira como substrato. Conforme pode ser observado na tabela
8, os maiores valores de producdo de carotenoide tanto em meio sintético, quanto no
meio usando manipueira como substrato foram alcancados em pH 7. Mesmo tendo
variagcdo quanto as condigdes de agitagédo, todos os fermentados em pH 7 alcancaram
maiores valores de producdo comparados aos fermentados em pH 5.

Como ja mencionado anteriormente, dados da literatura apontam que entre
espécies de Rhodotorula, a R. Glutinis é a que produz percentualmente mais
betacaroteno[28]. Em outro estudo envolvendo o cultivo de R. glutinis em diferentes
composicdes de meio de cultura contendo caldo de cana-de-agucar. Squina et al., 2002
observaram que a composicdo de carotenoide variou, e inclusive, a variacdo percentual

na producado de betacaroteno foi de 33 a 50% [29].
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Todos estes dados mostram que a quantidade de carotenoide e o tipo de
carotenoide produzido varia com a temperatura, agitacdo, pH e concentra¢do do meio de
cultura. Os valores de betacaroteno encontrados neste estudo podem indicar que o
microrganismo produziu nao s6 o betacaroteno, mas algum outro tipo de carotenoide.
Estabelecer o tipo exato de carotenoide produzidos foi além do escopo deste trabalho,
pois necessitaria de uma ampla andlise dos mais de 600 carotenoides existentes. Outro
ponto importante a se ressaltar é o tipo de substrato, a manipueira € um substrato
possivel de ser utilizado para a producdo de carotenoide, pois se conseguiu produzir

betacaroteno sem a necessidade de suplementacdo no meio de cultivo.

TABELA 8 — Valores de concentragdo em g/L produzidas pela levedura em cada uma
das condic¢des testadas.

Ensaio Condicéo Betacaroteno x
pH — Agitacdo — Temperatura 103 (g/L)
1 7,0 — 100 rpm — 25°C 3,225
2 7,0 — 150 rpm — 25°C 3,330
3 5,0 — 150 rpm — 25°C 2,948

O microrganismo utilizado neste estudo conseguiu crescer no substrato
manipueira como pode ser observado na Figura 9, as condi¢fes operacionais as quais se
produziu mais biomassa foram as mesmas condicGes usadas para 0 meio sintético,
comprovando a influéncia das variaveis estudadas neste planejamento experimental.
Quanto a producdo de betacaroteno, observou-se que o0 substrato manipueira pode ser
usado para baratear o custo da producdo, como pode ser observado na Tabela 8, foi
possivel produzir betacaroteno neste substrato, contudo a sua producdo, mesmo nas
melhores condi¢des estudadas (pH 7, 150 rpm, 25 C°) foi menor comparada com a
producdo na mesma condi¢do em meio sintético.

Uma possivel investigacdo para a menor produgédo de carotenoide pela levedura
quando em fermentagdo usando manipueira como fonte de carbono, pode estar
relacionada ao fato de, apesar de apresentar agucares redutores, a sua composicao é
menos rica em outros nutrientes do que o meio sintético. Como pode ser visto na Figura

9, que mostra a concentracdo de biomassa ao longo do tempo para o substrato
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manipueira, a levedura diminuiu sua velocidade de crescimento com o decréscimo de
acucares. Contudo ainda existe aglcares para serem consumidos no momento em que

ela entra na fase estacionaria.
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Figura 9 — Curvas do crescimento da biomassa e consumo de agucares redutores.

Na bioproducdo de carotenoide por cepas do género Rhodotorula em diferentes
substratos (mosto de uva, xarope de glicose, melaco de beterraba, extrato de farinha de
soja e extrato de farinha de milho). Buzzini e colaboradores (2000) obtiveram
rendimento maximo de carotenoide totais (5,9 mg/L) e carotenoide especificos (630
pg/g) para a cepa R. glutinis cultivada em mosto de uva concentrado (820 g/L do total
de carboidratos) [11].

Na produgéo de carotenoide por R. glutinis utilizando substratos de baixo custo
(glicose, sacarose de melaco e lactose do soro de queijo), Aksu e Eren (2007),
observaram que a maior concentracdo de carotenoide totais (125 mg/L) foi obtida com
20 g/L de sacarose de melago; enquanto que o maior rendimento de produto baseado na
méaxima concentracdo celular (35,5 mg/g) foi alcancado com a lactose do soro na
concentracédo de 13,2 g/L. de carotenoide e biomassa [9]. Assim, pode-se observar que a
levedura R. glutinis conseguiu se adaptar muito bem ao meio complexo da manipueira
que é um residuo agroindustrial altamente poluente e ainda produzir uma biomolécula

de alto valor agregado como o betacaroteno.
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Vale ressaltar que em cada um dos trabalhos citados as condi¢des Otimas de
cultivo foram outras, diferentes das condi¢cBes abordadas neste estudo, além disso a
maioria dos trabalhos mostrou os resultados de carotenoide totais ndo especificando
quais seriam e teriam atividade pro-vitaminica A. Considerando que este estudo teve
foco na producédo de betacaroteno (alta atividade pro-vitaminica A), e que dentro dos
carotenoide totais existem muitos outros carotenoides, o valor de 0,03 g/l encontrada no
presente estudo € uma quantidade consideravelmente alta. Utilizado a equacdo de
rendimento de produto por substrato:

5 -5

v
pS
Sﬂ B SI

Observa-se que para cada 20, 6 g/g de acucares redutores da manipueira
produzem-se 0,03 g/l de betacaroteno, mostrando-se um rendimento consideravel para

este residuo.
3.5 Extracéo de carotenoides

De acordo com os resultados obtidos através dos métodos de extracdo mostrados
na Tabela 9, observa-se que éter de petréleo foi o solvente que apresentou melhor
desempenho. Verificou-se que a técnica de extragdo com o auxilio do ultrassom tornou
0 processo de extracdo mais eficiente.

TABELA 9 — Concentracdo em mg/L de betacaroteno extraido por cada solvente.

Concentragéo Concentragéo (mg/L) +
Solvente
(mg/L) ultrassom

ETER DE PETROLEO 8,65 10,36

ETER DE PETROLEO +
ACETONA 2,58 e
HEXANO 1,80 2,73
ACETONA 1,90 2,50
ACETONA + HEXANO 1,30 1,88
ETER DE PETROLEO + 097 179

HEXANO
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Oliveira (2010) também testou uma técnica de extracdo com acetona acoplada ao
ultrassom, e obteve uma melhor extracdo do que com a extracdo utilizando somente
solventes. Segundo Oliveira (2010), o ultrassom age nas paredes das células, a fim de
ajudar no rompimento das mesmas, aumentando a concentracdo de betacaroteno e com
isso aumentando o rendimento [30]. Barbato (2014) observou que a extracdo dos
carotenoide realizada com acetona/éter de petroleo e ultrassom foi 0 processo mais
eficiente, através do qual obtiveram-se maiores concentragcdes de carotenoide para todos
0s meios estudados [31] e os seus dados concordam com os encontrados por Oliveira
(2010). Diferencas na eficiéncia de extracdo de carotenoides de diferentes linhagens de
Rhodotorula também foram reportadas no estudo conduzido por Peterson et al., onde o
mesmo observou que com acetona sob agitacdo houve melhor extracdo para R.Glutinis.
(1958) [32].

Interessante ressaltar que, durante a extracdo foi possivel observar o solvente
adquirindo continuamente a coloracdo correspondente aos carotenoides, indicando
visualmente a presenca do componente no meio. Inicialmente, observou-se que a
utilizacdo unica ou combinacdo de solventes ndo era capaz de extrair totalmente todo o
carotenoide, uma vez que ainda era possivel verificar visualmente (com auxilio de
microscopio) cor dentro da célula. Assim, a técnica de ultrassom foi acoplada a extracéo

solvente para auxiliar a etapa de separacdao de modo a aumentar seu rendimento.

4. CONSIDERACOES FINAIS

A manipueira se apresentou como substrato vidvel para o crescimento de
Rhodotorula Glutinis por possui dentro das suas caracteristicas fisico-quimicas,
acucares que sdo utilizados pelo microrganismo.

Os dados do planejamento experimental mostraram que em agitacéo de 150 rpm
e temperaturas de 37 C° a levedura produz mais biomassa e mais betacaroteno, tanto em
meio sintético quanto na manipueira. Além disso, eles mostraram que as variaveis
sozinhas possuem menos influéncia do que quando interagem entre si.

A producéo de betacaroteno através da fermentacdo da manipueira pela levedura
se mostrou eficiente e produziu quantidades significantes, nas melhores condicdes
apresentadas. Como perspectivas futuras, pode-se otimizar 0 processo para maximizar a

producdo.
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