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RESUMO

Os carotenoides sao compostos bioativos lipossoliveis presentes em plantas, animais e também
em microrganismos, possuindo ampla aplicacdo biotecnologica, farmacéutica e alimenticia. As
leveduras do género Rhodotorula sdo capazes de biosintetizar carotenoides no interior de suas
células quando sdo submetidas a condi¢cdes adversas do meio, esse processo biotecnologico
pode ser industrialmente viavel se o custo de produ¢ao puder ser minimizado através do uso de
subprodutos de baixo custo como fontes de nutrientes. O subproduto de baixo custo promissor
selecionado para este estudo foi o carogo de acai, que ¢ um residuo amplamente produzido e
descartado indevidamente na regido Norte do Brasil. Portanto este trabalho tem por objetivo
avaliar o potencial da produgdo de carotenoides a partir da levedura Rhodotorula rubra
utilizando o caroco de acai como substrato para a fermentacdo. O caroco do agai foi
caracterizado e exibiu percentual de 3,62% de celulose; 58,61% de hemicelulose,11,63% de
lignina; 14% de extrativo; 4,63% proteina 1,52% e 1,93% de cinzas. Apds o pré-tratamento do
caroco através da hidrolise acida com acido sulftrico diluido, o licor resultante apresentou
45,25 g/ de acucares, sendo constituido majoritariamente de xilose (93%), e baixas
concentragdes de inibidores do crescimento microbiano (0,0088 g/L. de furfural; 0,2382 de
hidroximetilfurfural e 1,76 + de 4cido acético). Com relacdo ao cultivo da levedura utilizando
o licor hidrolisado oriundo da biomassa do caroco de acai, observou-se que as melhores
condi¢des de cultivo para a producdo de biomassa foram as condigdes (pH 7, 40°C e 200 rpm)
enquanto as melhores condigdes para a biossintese de carotenoides foram (pH 7, 30°C e 200
rpm), estas condigdes proporcionaram 2 g de biomassa seca de levedura e uma concentragdo de
carotenoides de 37,59 pug/g de biomassa seca. Dentre os carotenoides identificados na biomassa
de leveduras, o B-caroteno (77%), cis-y-Caroteno (6,9%) e o toruleno (4,5%) foram os
carotenoides majoritarios. Portanto, o carogo de agai apresentou elevado potencial para ser
utilizado como substrato de fermentagdo para a levedura R. rubra biosintetizar carotenoides

como produto de alto valor agregado.

Palavras-chave: Biotecnologia; hidrélise dcida; residuo agroindustrial; Fruta Amazonica.
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ABSTRACT

Carotenoids are fat-soluble bioactive compounds present in plants, animals and in
microorganisms, with wide biotechnological, pharmaceutical and food applications.
Rhodotorula yeasts are able to biosynthesize carotenoids inside their cells when they are
subjected to adverse environmental conditions, this biotechnological process can be industrially
viable if the production cost can be minimized with low-cost by-products as sources of
nutrients. Therefore, the objective of this work was the production of carotenoids using acai
seed as a substrate for the fermentation of the yeast Rhodotorula rubra. The agai seeds were
characterized and exhibited 3,62% of cellulose; 58,61% hemicellulose, 11,63% lignin; 14%
extractive; 4,63% 1,52% protein and 1,93% ash. The liquor from acid hydrolysis with diluted
sulfuric acid was characterized and provided a liquor with 45.25 g/L of sugars, consisting
mainly of xylose (93%), and low concentrations of inhibitors (0.0088 g / L of furfural; 0,2382
hydroxymethylfurfural and 1,76 + acetic acid). Regarding the cultivation of yeast with acai seed
as substrate, the best conditions for the production of biomass were pH 7, 40 °C and 200 rpm,
while the best conditions for carotenoid biosynthesis were pH 7, 30 °C and 200 rpm. These
conditions provided 2 g of dry yeast biomass and a carotenoid concentration of 37.59 pg/g of
dry biomass. Among the identified carotenoids, -carotene (77%), cis-y-Carotene (6,9%) and
torulene (4,5%) were the major carotenoids. Therefore, acai seed showed a high potential to be
used as a fermentation substrate for the yeast R. rubra to biosynthesize carotenoids as a product

with high added value.

Keywords: Biotechnology; acid hydrolysis; agroindustrial waste; Amazonian fruit.
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LISTA DE ABREVIATURAS, SIGLAS E SIMBOLOS

o - Alfa

- Beta

v- Gama

AAPH- 2, 2'-azobis(2-amidinopropane)-dicloridrato
ACETIL-CoA- Acetilcoenzima A

AMYV- acido mevalonico

ART- Acticares Redutores Totais

ATP- Adenosina trifosfato

DMAPP -Dimetilalil pirofosfato

DNS- acido dinitro-3,5-salicilico

FPP- Farnesil pirofosfato

FSC- Fator Severidade Composta

GGPP- Geranilgeranil pirofosfato

GPP - Geranil pirofosfato

H>S04 - Acido sulfarico

H3PO.— Acido fosférico

HMF- Hidroximetilfurfutal

HMG-CoA- acetil-Coa a 3-hidroxi-3-metilglutaril-CoA
HPLC- High-Performance Liquid Chromatography (Cromatografia liquida de alta eficiéncia)
IPP- isopentenil pirofosfato

l.d.c- Ligacdes duplas conjugadas

MEP- Metileritritol fosfato

MEV- Microscopia eletronica de varredura

NADPH- Nicotinamida adenina dinucleoétido fosfato
NMC- Nomenclatura Comum do Mercosul

OH- Hidroxilas

R- Rhodotorulla

RNS- Reactive Nitrogen Species (Espécies reativas de nitrogénio)

ROS- Reactive Oxygen Species (Espécies reativas de oxigénio)
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1. INTRODUCAO GERAL

O Paré ¢ o maior produtor brasileiro de acai (IBGE,2018), a polpa ou vinho ¢ o
produto obtido da cadeia produtiva do agai e corresponde a 15% do beneficiamento do
fruto, sendo 85% restante constituido do carogo e fibras, os quais sdo descartados
(ALMEIDA et al.,2017). Este residuo com caracteristicas fibrosas, formado por celulose,
lignina, hemicelulose, material graxo, nitrogenado, antocianinas, minerais, acido
ascorbico e vitaminas do complexo B (MESQUITA, 2013) s3o susceptiveis a pré-
tratamentos para utilizacdo como meio de cultivo, os quais podem ser utilizados como
fonte de carbono por microrganismos em diversos processos.

Diversos pré-tratamentos vem sendo relatados na literatura com o objetivo de
fracionar, solubilizar, hidrolisar e separar componentes de celulose, hemicelulose e
lignina para fins especificos, sendo o pré-tramento 4cido um dos mais empregados para
este fim, devido sua capacidade de desconstruir a cadeia lignoceluldsica e alterar a
conformacdo estrutural da lignina, proporcionando a libertagdo de mondmeros de
acucares, como a glicose e xilose (MAURYA et al., 2015). Além disso, o processo
também deve limitar a formagao de componentes toxicos que inibem o crescimento dos
microrganismos fermentativos (ALVIRA et al. 2010), como por exemplo, o furfural,
hidroximetilfurfural e derivados fendlicos (SAHA et al., 2013). O carogo de agai destaca-
se, portanto, por sua composi¢ado lignocelulosica que em funcdo da sua natureza renovavel
e seu baixo custo pode ser utilizados, apos hidrdlise, para processos fermentativos visando
a obtencdo de produtos de alto valor agregado, como, por exemplo, a produgdo de
carotenoides.

Os carotenoides sdo compostos bioativos lipossoliiveis presentes em plantas,
animais e também em microrganismos. Sdo amplamente utilizados como corantes
alimenticios (B-caroteno, licopeno, luteina, astaxantina, bixina), sua ingestdo vem sendo
associado ao fortalecimento do sistema imunologico e também a diminuic¢ao do risco de
desenvolvimento de diversas doencas cronico-degenerativas, tais como cancer,
inflamacdes, doencgas cardiovasculares, cataratas, degeneracdo macular, entre outras
(LAVECCHIA et al., 2013).

Muitos microrganismos produzem carotenoides, porém nem todos sdo
industrialmente e/ou economicamente viaveis. Alguns estudos ja abordaram o potencial

da producdo de carotenoides por diferentes cepas de microrganismos por via fermentativa
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utilizando diversos residuos agricolas (frutas, mostos de uvas, xarope de glicose, mosto
de beterraba, extrato de soja, extrato de farinha de milho, extrato de farinha de feijao e
soro oriundo da produgdo de queijos) (Buzzini et al., 1999; TINOI et al., 2005; AKSU et
al., 2007, VALDUGA et al., 2009a; ZENI et al., 2011). Neste sentido, as leveduras do
género Rhodotorula possuem a capacidade de sintetizar diferentes tipos de carotenoides
em variadas propor¢des em resposta ao estresse ambiental durante o cultivo (VALDUGA
et al., 2009Db).

A produgdo de carotenoides por via fermentativa pode vir a ser industrialmente
viavel se o custo de produgdo puder ser minimizado através do uso de subprodutos de
baixo custo como fontes de nutrientes, tais como residuos advindos da produgdo
agroindustrial. A produtividade e a otimiza¢do de um bioprocesso em um determinado
sistema depende das condi¢des nutricionais e fisicas da cultura, afetando, desta forma,
ndo somente o crescimento celular como a produgio do pigmento (MATA-GOMEZ et
al., 2014). Além disso, o perfil de carotenoides e a quantidade relativa destes pigmentos
podem variar dependendo da composi¢cdo do meio de cultura, temperatura, pH, taxa de
aeracao ¢ a luminosidade (VALDUGA et al., 2009b; ZENI et al., 2011).

Até o presente momento, ndo ha dados disponiveis na literatura que avaliam o
potencial da produ¢do de carotenoides por leveduras do género Rhodotorula utilizando
residuos agroindustriais da regido Amazdnica, nomeadamente o caro¢o de agai, como
substrato para a fermentagdo. Os resultados encontrados neste trabalho serdo de interesse
para a industria de alimentos e biotecnoldgica, pois pode viabilizar a obteng@o de corantes
naturais com propriedades antioxidantes através da levedura do género Rhodotorula,
utilizando como substrato residuos agroindustriais, viabilizando o barateamento e o

aumento da producdo e comercializa¢do de carotenoides.
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2. OBJETIVOS

2.1 Geral

Avaliar o potencial da produg¢ao de carotenoides por leveduras Rhodotorula rubra,
utilizando o caroco de acai (Euterpe oleracea Mart.) como substrato de baixo custo

durante a fermentagao.

2.2 Especificos

A seguir serdo mostrados resumidamente todos os objetivos especificos desta

dissertagao.

1. Awvaliar as caracteristicas fisico-quimicas e a composi¢ao centesimal do carocgo
de acai, incluindo os carboidratos estruturais;

2. Determinar as condi¢des de pré-tratamento do caroco de acai por hidrdlise
acida para a liberagdo de carboidratos fermentescivesis;

3. Identificar os aglcares do licor obtido apds o pré-tratamento &cido, assim
como os inibidores de processo fermentativo (furfural, hidroximetilfurfural e
acido acético).

4. Otimizar a producdo de carotenoides através da variagdo dos parametros de
cultivo, como composi¢do do meio, pH, temperatura, incidéncia luminosa e
agitacao.

5. Avaliar o perfil de carotenoides por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia

acoplada ao detector de arranjo de diodos.
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3. ORGANIZACAO DA DISSERTACAO

A presente dissertagdo foi organizada da seguinte forma: o Capitulo I apresenta o
manuscrito em forma de artigo de revisdo intitulado “Producdo biotecnoldgica de
carotenoides: influéncia de parametros de cultivo e substratos agroindustriais de baixo
custo”; o Capitulo II apresenta o manuscrito a ser submetido para publicagao no formato
de artigo original intitulado “Caracteriza¢cdo da biomassa seca de caroco de acai (Euterpe
oleracea) e do licor obtido apo6s o pré-tratamento, por hidrolise &cida, para a aplicagao
como substrato fermentescivel”; e por tltimo, o Capitulo III apresenta o manuscrito a ser
submetido para publicagdo no formato de artigo original intitulado “Producdo de
carotenoides por leveduras Rhodotorula rubra, utilizando carogo de agai (Euterpe

oleracea Mart.) como substrato para a fermentacao”.
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oleracea): caracterizagdo da biomassa e do licor apds o pré-tratamento para
aplicagdo como substrato fermentescivel (7rabalho apresentado no formato
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CAPITULO1

Producio biotecnologica de carotenoides: influéncia de parametros de cultivo e

substratos agroindustriais de baixo custo
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Resumo

Os carotenoides sdo pigmentos naturais lipofilicos amplamente encontrados em frutas e
outros vegetais, mas também podem ser encontrados em alguns animais, e sintetizados
por alguns microrganismos. Esses pigmentos sdo amplamente utilizados pelas indistrias
quimica, farmacéutica, cosmética e alimenticia como corantes naturais devido ao
crescente apelo para substituir os corantes artificiais. Além disso, os carotenoides nao sao
conhecidos apenas por suas propriedades corantes, mas também por seus potenciais
beneficios a satde humana como compostos antioxidantes e pela atividade provitamina
A de alguns compostos. A producao de carotenoides por abordagens biotecnologicas tem
potencial para ser mais atrativa do que a extracdo a partir de materiais vegetais, e embora
muitos microrganismos sejam relatados como produtores de carotenoides, nem todos sao
industrialmente viaveis. Nesse contexto, a utilizagdo de residuos agroindustriais como
substratos de baixo custo para o cultivo de microrganismos pode vir a diminuir os custos
do processo biotecnologico. Portanto, nesta revisdo, reunimos informagdes a respeito de
algumas leveduras que despertam o interesse industrial e cientifico pela capacidade de
biosintetizar carotenoides (carotenogénese) em resposta ao estresse do meio de cultivo,

com foco na utilizagdo de substratos de baixo custo.

Palavras-chaves: Rhodotorula; biotecnologia; compostos bioativos; corantes naturais.
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1. INTRODUCAO

Os carotenoides s3o compostos bioativos lipossoliiveis presentes em plantas, animais
e também em microorganismos. Sao amplamente utilizados como corantes alimenticios
(B-caroteno, licopeno, luteina, astaxantina, bixina), € a sua ingestao vem sendo associado
ao fortalecimento do sistema imunolégico e também a diminui¢do do risco de
desenvolvimento de diversas doencas cronico-degenerativas, tais como cancer,
inflamacdes, doengas cardiovasculares, cataratas, degeneracdo macular, entre outras
(LAVECCHIA et al., 2013).

Muitos microorganismos produzem carotenoides, porém nem todos sdo
industrialmente e/ou economicamente viaveis. Alguns estudos ja abordaram o potencial
da producdo de carotenoides por diferentes cepas de microorganismos por via
fermentativa utilizando diversos residuos agricolas (BAUZINI et al., 1999; TINOI et al.,
2005; AKSU et al., 2007; VALDUGA et al.,2009a; ZENI et al., 2011).

A produgdo de carotenoides por via fermentativa pode vir a ser industrialmente
viavel se o custo de produgdo puder ser minimizado através do uso de subprodutos de
baixo custo como fontes de nutrientes, tais como residuos advindos da produgdo
agroindustrial. A produtividade e a otimiza¢do de um bioprocesso em um determinado
sistema depende das condi¢des nutricionais e fisicas da cultura, afetando, desta forma,
ndo somente o crescimento celular como a produgio do pigmento (MATA-GOMEZ et
al., 2014). Além disso, o perfil de carotenoides e a quantidade relativa destes pigmentos
podem variar dependendo da composi¢cdo do meio de cultura, temperatura, pH, taxa de
aeracao ¢ a luminosidade (VALDUGA et al., 2009b; ZENI et al., 2011).

Portanto, esta revisdo ira apresentar uma abordagem especifica da literatura sobre
a producao dos principais carotenoides produzidos por leveduras (B-caroteno, toruleno e
torularodina), suas estruturas quimicas, classificagdo, propriedades, rota biosintética,
microrganismos produtores, condigdes que controlam a bioproducdo, assim como a

inser¢do comercial nos mercados nacional e internacional.

2. CAROTENOIDES: ESTRUTURA E CLASSIFICACAO

Os carotenoides sdo pigmentos naturais, nutricionalmente benéficos e sdo
sintetizados principalmente por plantas, bactérias e fungos (BERMAN et al., 2014); os

humanos e os animais ndo podem sintetizar carotenoides e devem obté-los a partir de
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fontes alimentares. Os carotenoides sdo compostos bioativos lipossoliveis presentes em
alimentos com coloragdo que variam do amarelo ao vermelho e sua estrutura quimica ¢
composta de isoprendides e tetraterpenos de quarenta carbonos formados basicamente
por oito unidades de isoprenos contendo um extenso sistema de ligagdes duplas
conjugadas (l.d.c) que gera um sistema de ressonancia de elétrons = movimentando-se
por toda a cadeia poliénica. Devido a essas caracteristicas estruturais, os carotenoides sdo
moléculas altamente reativas e absorvem radiacdo eletromagnética na regido do visivel
(360-780 nm) (MERCADANTE, 2007). Essa estrutura bésica dos carotenoides pode ser
alterada por reagdes como hidrogenacao, desidrogenacao, ciclizagdo, migracao de ligacao
dupla, encurtamento ou extensdo da cadeia, rearranjo, isomeriza¢do, introducdo de
substituintes e oxidagdo, influenciando em suas propriedades quimicas, fisicas e
bioquimicas. (OLIVIER & PALOU, 2000; TRES et al., 2007; GOMEZ-GARCIA &
OCHOA-ALEJO, 2013; ALMANZA et al., 2014).

Mais de 700 carotenoides ja foram relatados, os quais apresentam coloragdo
amarela, laranja e vermelha; no entanto, alguns carotenoides incolores, como o fitoeno e
o fitoflueno também ja foram reportados (FONTANA et al., 2000, ERNST et al., 2002;
SIES et al., 2004). Os carotenoides sdo classificados basicamente em dois grandes
grupos: carotenos e xantofilas, sendo o primeiro formado apenas por carbono e
hidrogénio e o segundo que sdo os derivados oxigenados, respectivamente. Os carotenos,
tais como B-caroteno e licopeno sdo hidrocarbonetos lineares que podem ser ciclizados
em uma ou ambas as extremidades da molécula. J4 as xantofilas, as quais sdo derivados
oxigenados de carotenos podem conter grupos funcionais de hidroxila, carbonila,
metoxila, carboxila e epoxi, como a luteina, violaxantina, neoxantina, cantaxantina,
torularodina e zeaxantina (TRES etal.,2007; RIVERA & CANELA-GARAYOA, 2012;
VALDUGA et al., 2009b).

Os carotenoides hidrocarbonetos apresentam em sua estrutura somente atomos de
carbono e hidrogénio; os acidos possuem grupos carboxila ligados na extremidade da
cadeia carbdnica, pois ndo possuem anéis ionona; Os carotenoides éteres apresentam
oxigénio entre carbonos, os ésteres, por sua vez, apresentam o grupo carboxil entre
carbonos, os alcoois possuem um grupo hidroxila (OH) ligado aos anéis iononas da
cadeia, os carotenoides cetonas possuem grupos carbonilas ligados aos anéis iononas e 0s
carotenoides epoxidos apresentam oxigénio entre carbonos formando ciclos
(GOODWIN, 1952; VILLELA et al., 1966; BENDICH & OLSON, 1989; RODRIGUEZ-
AMAYA, 2001) (Figuras 1-6).

10
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Figura 1 —Exemplo de carotenos aciclicos: fitoeno, fitoflueno, {-caroteno, neurosporeno e

licopeno.

o-Caroteno

N XTI

-Caroteno

a-Caroteno

Figura 2 —Exemplos de carotenos ciclicos: y-caroteno, d-caroteno, B-caroteno e a-caroteno.
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Luteina

Figura 3 —Exemplos de hidroxicarotenoides: B-criptoxantina, zeaxantina eluteina.

O\\\\\\\\\

B-Caroteno 5,6 epdxido

Violaxantina

Luteina 5,6 epoxido

Figura 4- Exemplos de epdxi-carotenoides: f-caroteno 5,6 epoxido, anteraxantina,violaxantina,

e luteina 5,6-epoxido.
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Capsantina
COOH
HOOC” X7 X7 X AN
Crocetina
HOOC” X XN
AN
COOCH,

Bixina
Figura 5 —Exemplo de carotenoides com outros grupos funcionais na estrutura: capsantina,

crocetina e bixina.
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Figura 6 — Exemplos de carotenoides tipicamente encontrados em animais: cantaxantina,

astaxantina e equinenona.
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3. BIOSSINTESE DE CAROTENOIDES EM LEVEDURAS

O conhecimento dos mecanismos moleculares para a producdo de carotenoides
pode ser conduzido a uma melhoria do processo biotecnoldgico; por isso, sua biossintese
nas leveduras ¢ alvo de investigagdo ha muitos anos. A Figura 7 mostra um esquema da

via carotenogénica em leveduras a partir do Acetilcoenzima A (Acetil-COA).
..................... po e

4 «acetyl-CoA
Acetoacxetyl-CoA
4 <«acetyl-CoA
: 3-hydroxymethyl-3-glutaryl-CoA (HMG-CoA)
(MEVALONATE 3
PATHWAY) Mevalonic acid (MVA)
: 4

Mevalonate-phosphate (MVP)
4

Mevalonate-pyrophosphate (MVPP)
Isopenfenyl-pyrophosphate (IpPP)
Dimettylallyl pyrophosphate (DMAPP)
(ISOPRENE Gemn{l-pyrophosphmc (GPP)

BIOSYNTHESIS)
Famnesyl-pyrophosphate (FPP)
1

Geranyl geranyl-pyrophosphate (GGPP)
1

Phytoene
4

Neurosporene

Lycopene B-zeacarotene

(CAROTENooemC\y-c'amtene

PATHWAY)
: B-carotene Torulene —» 4-keto-torulene
1 i 4
Echinenone Torularhodin 3,3 -dihydroxy-3,4 -didehydro-8,¢-caroten-4-one
(HDCO)
1

3-OH-echinenone 3,3 -dihydroxy-B,y-carotne-4,4 dione (DCD)
: N 1
{  Phoenicoxanthin Astaxanthin
: 1

___Astaxanthin

Figura 7. Rota biossintética da produgdo de carotenoides em leveduras.

Fonte: (FRENGOVA & BESHKOVA, 2009)

Na rota do 4cido mevaldnico ocorre a conversdo de trés moléculas de acetil-Coa
a 3-hidroxi-3-metilglutaril-CoA (HMG-CoA) pela enzima HMG-CoA sintase. A HMG-
CoA sofre a acdo da enzima 3-hidroxi-3-metilglutaril-CoA redutase transformando-se em
um composto de seis carbonos, chamado de 4cido mevaldnico (MVA), que € o primeiro
precursor especifico da rota biossintética dos terpendides. Em seguida, o MVA ¢
fosforilado, pirofosforilado, descarboxilado e desidratado para produzir o isopentenil
pirofosfato (IPP), que ¢ a unidade basica na formagao dos terpenos por enzimas quinases

e descarboxilases (FRENGOVA & BESHKOVA, 2009).

14
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Vegetais usam a rota do metileritritol fosfato (MEP), que ocorre nos cloroplastos
plastidios para formar IPP. Nesta rota, o gliceraldeido-3-fosfato e dois atomos de carbono
derivados do piruvato combinam-se para formar um intermediario que é convertido em
IPP. O IPP ¢ isomerizado a dimetilalil pirofosfato (DMAPP), o IPP ¢ o DMAPP sdo
unidades de cinco carbonos as quais se unem para formar moléculas maiores (DEWICK,
2009).

Na primeira etapa, o IPP e seu isdmero reagem e formam o geranil pirofosfato
(GPP), uma molécula de 10 carbonos. Em seguida, ha adicdo de sequéncias de IPP na
molécula de GPP para formar farnesil pirofosfato (FPP) (quinze carbonos), precursor da
maioria dos sesquiterpenos. Posteriormente, outra molécula de IPP ¢ adicionada a
molécula de FPP para formar geranilgeranil pirofosfato (GGPP), composto de 20
carbonos precursor dos diterpenos. Estas reacdes sdo catalisadas pela enzima prenil
transferase. Finalmente, FPP e GGPP podem dimerizar para formar triterpenos (trinta
carbonos) e tetraterpenos (quarenta carbonos), respectivamente (FRENGOVA &
BESHKOVA,2009).

A condensacdo de duas moléculas de GGPP leva a formagdo do fitoeno, o
primeiro carotenoide de quarenta carbonos; este, por sua vez, sofre dessaturacdo para
formar fitoflueno, neurosporeno e licopeno respectivamente (VALDUGA ef al., 2009b).
Devido o licopeno ser um composto trans, a isomerizagao da primeira ou segunda ligagao
dupla do fitoeno deve ocorrer no mesmo estidgio que o processo de dessaturacio
(MORAES et al., 2010). O licopeno ¢ um precursor dos carotenoides ciclicos, sua
ciclizacdo leva a formagao de f-caroteno, y-caroteno, toruleno, torularodina e astaxantina
(BARREDO et al., 2017). O y-caroteno ¢ o maior ponto de ramificacdo e age como
precursor para -caroteno e toruleno. A hidroxilagdo e oxidacao do toruleno, por sua vez,

levam a formagao de torularodina (VALDUGA et al., 2009b)

4. PRINCIPAIS CAROTENOIDES PRODUZIDOS POR MICRO-ORGANISMOS

Diversos micro-organismos podem biosintetizar carotenoides; no entanto, muitos
destes acabam ndo sendo comercialmente viaveis. As leveduras vém se destacando neste
sentido pela sua capacidade de crescimento utilizando substratos de baixo custo. Alguns
géneros como Sporidiobolus spp (BUZZINI et al., 2007), Phaffia rhodozyme (JOHNSON
& LEWIS, 1979; BHATT et al., 2013), Sporobolomyces, Rhodosporidium e Rhodotorula
spp (CARDOSO et al., 2016) vem sendo relatados como potenciais produtores de

15



DISSERTAGCAO DE MESTRADO - WILLEN SILVA IGREJA 2020

carotenoides. Sendo relatados como carotenoides majoritarios nessas espécies o [-

caroteno, y-caroteno, astaxantina, toruleno e a torularodina (Figura 8).

XTI

-Caroteno

NP S Ve e e e T Y X
y-caroteno

A E S i S e T g S T g
Toruleno

COOH

POV e e e S T T Y

Torularodina

OH
AN NN g
HO

Astaxantina

Figura 8— Formula estrutural dos principais pigmentos sintetizados por leveduras.

4.1. B-Caroteno

Dos mais de 700 carotenoides conhecidos, cinquenta podem ser metabolizados
em vitamina A, sendo o f-caroteno o mais estudado, pois € o que possui a maior atividade
provitamina A (KRINSKY & JOHNSON, 2005), sendo amplamente relatada sua
produg¢do microbiologica em diversos microrganismo como Blakeslea trispora
(MANTZOURIDOU et al., 2008), Phaffia rhodozyma ( LIU et al., 2006),
Rhodosporidium toruloides (DIAS et al., 2015), Sporidiobolus salmonicolor (VALDUGA
et al., 2009) e leveduras do género Rhodototula (SQUINA et al., 2003; AKSU & EREN.,
2005; Cheng & Yang, 2016). O B-caroteno (Figura 8) possui 40 carbonos, composto por

16
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11 ligagdes duplas conjugadas e possuindo dois anéis -ionona ndo oxigenados, podendo
ser clivado oxidativamente no intestino em duas moléculas de retinal para posteriormente
ser transformado em retinol (Figura 9). Este carotenoide também ¢ usado como
antioxidante para reduzir danos celulares ou de tecidos, sendo relatado como antioxidante
com ag¢ao protetora contra doengas cardiovasculares (GALE et al., 2001; OSGANIAN et
al., 2003; AMBROSIO et al, 2006; TRES er al., 2007; CHOUDHARI;
ANANTHANARAYAN; SINGHAL, 2008; RODRIGUEZ-AMAYA, 2011).

Para que um carotenoide apresente atividade provitamina A, sua molécula deve
conter no minimo 11 carbonos e, pelo menos um anel  ndo substituido, assim como
ligagdes duplas conjugadas (RODRIGUEZ-AMAYA, 2001). Em animais vertebrados,
ocorre a clivagem enzimatica simétrica (central) e a assimétrica dos carotenoides com
atividade provitamina A; apos ingeridos, eles sofrem acdo enzimética na mucosa
intestinal se transformando em retinal, que pode ser convertido de forma reversivel a
retinol (vitamina A) e irreversivel a dcido retindico, apds o processo enzimatico, o retinol

é transportado para o figado onde é armazenado (AMBROSIO et al., 2006;).

B-caroteno

S NS e AM(\:Q

N XN OH AN OH

Retinol Retinol

Figura 9. Clivagem do B-caroteno para a producao de vitamina A.

Fonte: (MESQUITA et al., 2017).

4.2. Toruleno

O toruleno (Figura 8) ¢ um carotenoide hidrocarboneto com quarenta carbonos e
treze ligacdes duplas conjugadas possuindo atividade provitamina A, sendo o principal
carotenoide da levedura R. mucilaginosa, possui cor vermelha, em contraste com outros
carotenoides produzidos pelos microrganismos como o -caroteno, que possui uma cor

variante de amarela a alaranjado, dependendo da concentragdo (MALDONADE et al.,
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2008). O toruleno, com 13 L.d.c, possui um anel ionona e uma cadeia poliénica linear mais
longa que a do B-caroteno (11 1.d.c e 2 aneis ) (SAKAKI et al., 2001).

O toruleno pode ser usado como pigmento natural da mesma forma que outros
carotenoides hidrocarbonetos, tais como -caroteno ou licopeno, possuindo conotagdo
de aditivo natural, além de capacidade provitamina A (50% em relagdo ao -caroteno) e

atividade antioxidante (DE CARVALHO et al., 2014; ZOZ et al., 2015).

4.3. Torularodina

A torularodina (Figura 8) ¢ um carotenoide natural com quarenta carbonos e 13
l.d.c possuindo um grupo carboxilico em sua estrutura e um anel ionona (SAKAKI et al.,
2001; ZOZ et al, 2015). Sendo relatada como um produto da oxidacao do toruleno, que
foi derivado diretamente do y-caroteno (GRIBANOVSKI-SASSU & FOPPEN 1968) e
apresenta elevada atividade antioxidante (SAKAKI et al., 2002).

Muitos microrganismos produzem torularodina e toruleno como, por exemplo, a
levedura Rhodotorula rubra (UNGUREANU et al.,, 2012), além disso, o fungo
Neurospora crassa produz toruleno e torularodina, sendo amplamente utilizado em
pesquisas (HAUSMANN & SANDMANN, 2000; ESTRADA et al., 2008).

A torularodina ¢ um carotenoide com caracteristica acidas e pode ser usada como
corante para a substituicdo de bixina e a norbixina em produtos carneos, atuando também
como antioxidante e possuindo atividade provitamina A (50% em relagdo ao -caroteno).
Além disso, a torularodina pode ser vantajosa em formulagdes especificas devido ao seu
grupo carboxila, que pode aumentar sua solubilidade em formula¢des aquosas (DE

CARVALHO et al., 2014; ZOZ et al., 2015).

4.4. y-Caroteno

O y-caroteno (Figura 8) ¢ um carotenoide hidrocarboneto monociclico formado a
partir da ciclizagdo do licopeno, sendo composto por 11 l.d.c. e um anel -ionona ndo
oxigenado, podendo ser clivado oxidativamente no intestino em uma molécula de retinal,
que apos algumas reagdes bioquimicas pode ser transformado em vitamina A
(RODRIGUEZ-AMAYA, 2011).

A produgdo biotecnoldgica de y-caroteno através de leveduras foi relatada em

cincos linhagens da levedura Rhodotorula (SQUINA et al., 2003), outras leveduras do
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género Rhodosporidium, Sporobolomyces também foram relatadas como produtoras
deste carotenoide (MALDONADE et al., 2007). Este carotenoide monociclico faz parte
da dieta humana, porém possui uma natureza rara quando comparado com [-caroteno ou
o licopeno, possuindo estudos escassos quanto a suas propriedades quimicas,

biodisponibilidade e sua capacidade antioxidante (SOLYOM et al., 2014).

4.5 Astaxantina

A astaxantina (Figura 8) ¢ um carotenoide natural com quarenta carbonos,
possuindo uma longa cadeia poli€énica com um anel aroméatico benzoico em cada
extremidade da cadeia contendo um grupo hidroxila e um grupo carbonila/cetonico. Esta
xantofila ndo apresenta em sua estrutura um anel B ndo substituido e, portanto, ndo possui
atividade provitamina A (ZALUAGA et al., 2018). Contudo, sua capacidade antioxidante
vem se destacando devido sua atividade desativadora de oxigénio singleto e radical anion
superoxido (XUE et al., 2017), além de radicais hidroxilas (HAMA et al., 2012a; HAMA
et al., 2012b).

A produgdo de astaxantina por via biotecnoldgica usando microrganismos vem
aumentando nos ultimos anos, por possuir um alto valor agregado no mercado
(FONSECA et al., 2011), sendo encontrada principalmente na levedura
Xanthophyllomyces dendrorhous (o estado teleomoérfico de Phaffia rhodozyme)
(RODRIGUEZ-SAIZ et al., 2010). Esta xantofila é usada para prover a coloragdo
caracteristica em alguns peixes como a truta e o salmao, crusticeos, passaros € como
material de coloragdo em alimentos e cosméticos (NI et al, 2008; FRANCO-
ZAVALETA et al., 2010).

A produgdo, isolamento e purificagdo da astaxantina por fontes biotecnologicas
ainda ¢ considerada cara, no entanto, pesquisas recentes tem demonstrado que a levedura
Phaffia rhodozyma é promissora para a producao industrial deste carotenoide. Apos o B-
caroteno, a astaxantina ¢ o segundo carotenoide mais importante comercialmente,

representando cerca de 29% das vendas totais de carotenoides (SCHMIDT et al., 2011).
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5. POTENCIAL ANTIOXIDANTE DE CAROTENOIDES DE LEVEDURAS

Dentre os carotenoides provenientes de leveduras com grande potencial de
carotenogénese destacam-se o [B-caroteno, toruleno e a torularodina (JOHNSON &
LEWIS, 1979; BUZZINI et al., 2007; ZOZ et al., 2015; CARDOSO et al., 2016), pois
além de sua atividade provitamina A, eles também possui elevada capacidade
antioxidante (ZOZ et al., 2015; KOT et al., 2018). O toruleno ¢ o principal carotenoide
da levedura Rhodotorula mucilaginosa, sendo considerado um carotenoide com grande
potencial de interesse para aplicacdes industriais (ZOZ et al., 2015), a torularodina, por
sua vez, ¢ considerada um dos poucos carotenoides com func¢do de acido carboxilico e
possui atividade antioxidante consideravel (SAKAKI et al., 2002).

Como o toruleno e torularodina estdo ausentes em matrizes vegetais € animais,
portanto ndo fazem parte da dieta humana, sua influéncia sobre o corpo humano ainda
ndo foi totalmente elucidada, tdo pouco sdo produzidos ou utilizados industrialmente
(KOT et al., 2018). Com base na sua estrutura quimica e consecutivamente suas
propriedades, ha grande possibilidade de serem utilizados como aditivos alimentares e
cosméticos (ZOZ et al., 2015) e at¢ mesmo como ingrediente de medicamentos
(UNGUREANU & FERDES 2012).

Quanto a capacidade de desativar espécies reativas de oxigénio (ROS) e espécies
reativas de nitrogénio (RNS), a torularodina e o toruleno mostrou-se mais eficiente para
a inibicdo do oxigénio singleto do que o B-caroteno, devido ao maior niimero de l.d.c.,
confirmando que os carotenoides que possuem uma cadeia poliénica mais longa podem
exibir uma capacidade maior de suprimir o oxigénio singleto (SAKAKI et al., 2001a).

A torularodina também foi investigada por seu papel como sequestrante de
radicais peroxilas, a adicdo de 2, 2'-azobis(2-amidinopropane)-dicloridrato (AAPH)
como um gerador de radicais peroxilas foi analisado e a eliminacao dos radicais peroxilas
pela torularodina foram comparados com o B-caroteno. O aumento de AAPH induziu a
torularodina ser consumida mais rapidamente que o B-caroteno, o estudo em questdo,
demonstrou entre outros fatores, a capacidade da torularodina em sequestrar radicais
peroxilas de maneira mais eficaz que p-caroteno (SAKAKI et al., 2001 b). Contudo,
Dimitrova et al. (2012) determinaram a capacidade antioxidativa (ORAC) de
carotenoides provenientes de Sporobolomyces salmonicolor. Neste estudo, o toruleno e a

torularodina exibiram capacidade antioxidante inferiores aos -caroteno.
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Em outro estudo, o azul de metileno, o metilvioleno e o dicloridrato de AAPH
[2,2'-azobis (2-amidinopropano)] foram usados como geradores de oxigénio singleto,
radicais anion superoxido e radicais peroxidos, respectivamente. O estudo revelou que a
torularodina exibiu uma capacidade superior de eliminar radicais peroxilas e inibiu a
degradacdo do substrato pelo oxigénio singleto mais efetivamente do que o B-caroteno
(SAKAKI et al., 2002).

O dano oxidativo induzido por peréxido de hidrogénio (H>0Oz) nas células
estromais da prdstata humana foram submetidos a capacidade antioxidante do toruleno e
da torularodina. Quando as células foram pré tratadas com esses dois carotenoides houve
inibi¢do da superproducdo de ROS intracelulares indicando que tanto o toruleno como a
torularodina podem proteger as células do estroma da prostata humana do dano do
estresse oxidativo, sendo constatado um aumento da capacidade de defesa antioxidante
celular, que pode ser até mesmo superior ao efeito do licopeno, sugerindo que tanto o
toruleno quanto a torularodina sdo promissores na preven¢ao do inicio e progressdo de

doengas prostaticas (DU et al., 2017).

6. MERCADO DE CAROTENOIDES NO BRASIL

A produgdo industrial de corantes alimenticios vem se expandindo nas ultimas
décadas; contudo, devido a constante procura por produtos naturais, visando uma maior
preocupacdo pela saude por parte dos consumidores, o mercado internacional de
pigmentos busca incorporar corantes naturais em seus produtos ao invés dos sintéticos
(ou artificiais) (AGOCS & DELI, 2011). Desta forma, corantes biosintetizados vem
despertando o interesse cientifico e comercial devido ao seu apelo natural.

Dados sobre as importacdes e as exportacdes do comércio brasileiro de
carotenoides sdo encontrados no portal de dados de estatistica do comercio exterior do
Brasil (COMEX STAT, 2018), a partir da inser¢ao da Nomenclatura Comum do Mercosul
(NCM) do produto que se deseja buscar. No caso de produtos relacionados a carotenoides,
trés buscas podem ser possiveis:

- Carotenoides (NMC 32041911);

- Preparagdes contendo beta-caroteno, ésteres metilico ou etilico do acido 8'-apo-
beta-carotendico ou cantaxantina, com 6leos ou gorduras vegetais, amido, gelatina,
sacarose ou dextrina, proprias para colorir alimentos (NCM 32041912);

- Outras preparacdes a base de carotenoides (NCM 32041919)
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Na Tabela 1, sdo relatadas as quantias em valor (US$) ¢ as quantidades (kg)

importadas e exportadas das trés NCM mencionadas acima.

Tabela 1. Importacdo e exportagcdo de carotenoides, preparagdes contendo p-caroteno e

outras preparagdes a base de carotenoides entre os anos 2013 e 2018.

NMC 32041911 NCM 32041912 NCM 32041919
Ano Importacao Exportacao Importacao Exportacao Importacao Exportacao
(kg) (kg) (kg) (kg) (kg) (kg)
2013 61.476 573 104.752 1.021 292.859 15
2014 62.184 800 97.330 805 284.614 62
2015 113.916 811 92.868 0 468.364 30
2016 79.062 2.901 79.985 175 158.177 130
2017 118.259 846 58.578 190 926.866 31
2018 41.901 220 52.382 1.180 687.803 765
Importacao Exportacao Importacao Exportacao Importacao Exportacao
(US$) (USS) (US$) (USS) (US$) (USS$)
2013 2.985.376 40.140 3.998.369 121.405 1.227.018 276
2014 2.985.827 50.512 2.771.384 52.834 991.527 1.248
2015 3.809.948 60.281 2.730.419 36 1.366.252 521
2016 1.563.544 170.994 2.948.609 20.464 451.865 2.552
2017 1.577.405 66.234 2.180.819 4.492 2.051.999 612
2018 1.416.461 14.311 2.203.618 59.448 1.669.065 11.647

Fonte: Portal de dados de estatistica do comercio exterior do Brasil (COMEX STAT, 2018).
NMC32041911 =mercado brasileiro de carotenoides; NCM 32041912= preparagdes contendo beta-
caroteno, ésteres metilico ou etilico do acido 8'-apo-beta-carotendico ou cantaxantina, com o6leos ou
gorduras vegetais, amido, gelatina, sacarose ou dextrina, proprias para colorir alimentos; e NCM 32041919

=outras preparagdes a base de carotenoides.

No periodo de 2013 a 2018, o Brasil importou um total de 3.781.376 kg das trés
NCM mencionadas acima, movimentando US$ 38.929.505, para o mesmo periodo,
exportou apenas 10.555 kg, o que correspondeu a US$ 678.007 tornando o Brasil um pais
essencialmente importador de carotenoides e seus derivados. O mercado global de
carotenoides esta avaliado com uma taxa anual de 2,3%, movimentando US$ 1,4 bilhdo
até o ano de 2018 (BCC RESEARCH, 2011). A maioria dos carotenoides no mercado sao

derivados de sintese quimica, aproximadamente 90%, contudo, com a crescente
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preocupacdo com o uso aditivos quimicos em alimentos, o mercado de corantes via
sintese quimica tornou-se limitado no sentido de satisfazer o desejo dos consumidores

por carotenoides naturais (VILA ef al., 2008).

7. PRODUCAO DE CAROTENOIDES POR VIA BIOTECNOLOGICA

A possibilidade de perspectiva da visdo de producdo de corantes naturais em
escala industrial e o elevado valor agregado dos produtos tornam a produgdo
biotecnoldgica de carotenoides uma area de intensa pesquisa. Estes pigmentos podem ser
produzidos por fermentacdo industrial, onde ocorre uma fase de crescimento para
aumentar a biomassa microbiana, seguida por uma fase de produgdo em que a biomassa
permanece constante; contudo, a sintese de carotenoides ¢ aumentada (BERMAN et al.,
2014). A busca pelos corantes naturais tem impulsionado diversos paises a investirem na

produgdo de carotenoides naturais por via biotecnologica (Tabela 2).
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Tabela 2. Empresas produtoras de carotenoides por rota biotecnologica.

Empresas Produto final Pais de Website
Produgao

Alga Oleoresina, capsulas, po e Israel algatech.com
Technologies emulsdo de astaxantina
BASF Mistura de carotenoides Australia worldaccount.basf.com
BlueBiotech P6 de microalga com Alemanha bluebiotech.de/com

astaxantina
Cyanotech Capsulas de astaxantina Estados Unidos cyanotech.com

da América

Fuji Chemical Astaxantina em capsulas Estados Unidos astareal.com
Industries gelatinosas, tabletes, p6 e da Américae

em biomassa de microalga Suécia
Parry Astaxantina e mistura de - India parrynutraceuticals.com
Nutraceuticals caroteno, zeaxantina,

criptoxantinas e luteina
Plankton P6 de microalga com Australia planktonaustralia.com
Australia Pty mistura de  B-caroteno,
Limited zeaxantina, criptoxantinas e

luteina
Carote Nature Possui  mais de 150 Suica carotenature.com

carotenoides em sua lista de
compra na forma cis e trans

Fonte: adaptado de MESQUITA et al. (2017).

A producdo comercial de carotenoides a partir de microrganismos concorre
principalmente com a produgao sintética obtida por via quimica ou pela extrag@o a partir
de plantas e/ou algas. No entanto, com a crescente preocupacdo com o uso aditivos
quimicos em alimentos, houve um maior interesse nos carotenoides obtidos naturalmente
por processos biotecnologicos. Além da conotagdo natural, produtos obtidos via produgao
microbiana podem ser obtidos em curto prazo e em qualquer época do ano (VALDUGA
et al., 2009b). Neste sentido, muitas leveduras de interesse biotecnoldgico possuem a
capacidade de biosintetizar diferentes tipos de carotenoides em variadas propor¢des em

resposta ao cultivo.
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8. LEVEDURAS PRODUTORAS DE CAROTENOIDES

A produgdo de carotenoides por fungos e leveduras ¢ alvo de investigacdo ha
muitos anos. Como resposta ao estresse celular, o microorganismo produz metabolitos
secundarios de interesse biotecnoldgicos como os carotenoides, onde durante a
carotenogénese, os pigmentos formados e a concentracdo dependem das condig¢des de
cultivo e das espécies destes microorganismos.

Neste contexto, as leveduras podem ser destacadas pelo seu uso como fonte
proteica e pela capacidade de crescimento em substratos de baixo custo e alto teor de
acucar (VALDUGA et al., 2009b).

Fungos e leveduras podem sintetizar carotenoides quando cultivadas em meios de
cultivo contendo varios monossacarideos ou dissacarideos. Sendo a carotenogénese em
muitos organismos regulada pela luz; Valduga et al., (2009b) relatou em seu estudo que
algumas leveduras sintetizam carotenoides quando submetidas a condi¢des adversas de
cultivo ou estresse celular, como por exemplo, os danos causados pela incidéncia
luminosa.

Diversos estudos visando a carotenogénese desses microorganismos foram

relatados na literatura e podem ser acompanhadas na Tabela 3.
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Tabela 3. Carotenoides produzidos biotecnologicamente a partir de fungos.

Espécie Principais Referéncias
carotenoides
Blakeslea trispora B-Caroteno Mantzouridou et
Licopeno al., (2008)
Dacrymyces deliquescens Luteina Johnson &
Schroeder (1995)
Pichia pastoris Licopeno Bhataya et al.,
(2009)
Phaffia rhodozyma Astaxantina e Liu et al., (2006);
B-Caroteno Dominguez
Bocanegra et al..
(2007)
Rhodosporidium sp Toruleno, Johnsone &
B-Caroteno Schroeder (1995)
Rhodosporidium toruloides -Caroteno Dias et al., (2015)
NCYC 921
Rhodotorula graminis Toruleno Buzzini et al.,
(2005)
Rhodotorula mucilaginosa Torularodina, Buzzini & Martini
B-Caroteno, (1999); Aksu &
Toruleno Eren (2005)
Rhodotorula rubra [-caroteno Shih & Hang
(1996)
Rhodotorula glutinis Torularodina, Buzzini et al.,
B-Caroteno, (1999)
toruleno
Sporidiobolus salmonicolor B-Caroteno Valduga et al.,
(2009)
Sporidiobolus sp Torularodina, Johnson &
B-Caroteno, Schroeder (1995)
Toruleno
Sporobolomyces roseus Torularodina, Davoli et al., (2004)
B-Caroteno,
Toruleno
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Sporobolomyces ruberrimus Torularodina, Razavi & March

B-Caroteno (2006)
Sporobolomyces ruberrimus Torularodina, Cardoso et al.,
H110 Toruleno, (2016)

B-Caroteno e
y-Caroteno
Saccharomyces cerevisiae

-Caroteno Lietal., (2013)

mutants

A composicdo de carotenoides biosintetizados por cinco linhagens de
Rhodotorula foi reportada por Squina et al., (2003), em todas as linhagens, os
carotenoides majoritarios encontrados foram torularodina, toruleno, y-caroteno e [-
caroteno. Os teores totais de carotenoides, em pg/g em base seca, foram de 251,7 em R.
glutinis, 123,5 em R. rubra, 113,2 em R. araucariae,105,8 em R. lactosa e de 103,7 em
R. minuta.

Banzatto et al. (2013) relatou a producdo de biomassa e de carotenoides por
R.rubra cultivadas em meios a base de caldo, melaco e xarope de cana e concluiu que a
produgdo de carotenoides intracelular foi elevada (329 nug/g, em base seca) em todos os
meios estudados, sem a necessidade de suplementacdo e os principais carotenoides
produzidos foram toruleno, torularodina e B-caroteno. Em estudos com a linhagem R.
mucilaginosa para produzir carotenoides utilizando residuos alimentares, foi reportado
que o melago pode ter potencial como residuo aceitavel devido a sua capacidade de
produgdo de baixo custo para a biossintese de carotenoides naturais com uma composi¢ao
de 23,8% de B-caroteno, 67,5% de toruleno e 8,7% de torularodina (Cheng & Yang,
2016).

Em um estudo com o objetivo de investigar a producgdo de lipidios microbianos
para a producdo de biodiesel e de carotenoides de alto valor por R. glutinis, combinada
com o uso de efluentes de cervejaria como fonte de carbono, foi verificado que os
carotenoides foram sintetizados em todos os tratamentos com teores totais de
carotenoides entre 0,6 e 1,2 ug/mL e com altas propor¢des de P-caroteno (~50%)
(SCHNEIDERET et al., 2013). Zang & Tan (2014) avaliaram a capacidade de producao
de lipidios e de carotenoides por R. glutinis sob diferentes condi¢des de irradiagdo,
temperaturas e relacdes carbono/nitrogénio. Os resultados mostraram que a temperatura

baixa/ambiente escuro aumenta o conteudo lipidico, enquanto a irradiacdo/alta
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temperatura aumentava a produc¢do de biomassa e de carotenoides. Em outro estudo, a
relacdo entre a produgdo de carotenoides, a biorremediagdo de cobre e o estresse oxidativo
em R. mucilaginosa RCL-11 foi avaliada (IRAZUSTA et al., 2013) e foi verificada
alteracdo nas proporcdes de torularodina, toruleno e -caroteno dependendo do estresse
celular ao qual a levedura havia sido submetida.

Alguns estudos com o objetivo de aumentar a producdo de carotenoides por
leveduras também foram reportados na literatura. Cardoso et al. (2016) avaliou a melhoria
da produgdo de carotenoides por Sporobolomyces ruberrimus pelo uso de glicerol bruto
e identificou a presenc¢a de torularodina, toruleno, B-caroteno e y-caroteno. Os autores
concluiram que o uso de glicerol bruto aumentou a propor¢ao de torularodina e a adicao
de 4cidos graxos individuais de glicerol puro resultou em aumentos entre 15% e 25% na
concentracdo maxima e entre 1,6 e 2,0 vezes na produtividade de carotenoides. Em outro
estudo, Varmira et al. (2016) investigaram o efeito da presenga de sais minerais e
solventes na carotenogénese em R. rubra, utilizando glicose como fonte de carbono e
sulfato de amdnio como fonte de nitrogénio, os resultados desse estudo demonstraram
que a carotenogénese ¢ melhorada na presenga de sulfato de magnésio (MgSO4). Os
resultados também indicaram que a combinagcdo de MgSO4 e metanol teve o maior
impacto no desempenho da carotenogénese da célula onde os carotenoides detectados

foram a torularodina, toruleno e f-caroteno.

9. FATORES QUE AFETAM A BIOPRODUCAO DE CAROTENOIDES

A produtividade de um bioprocesso em um dado sistema depende das condigdes
nutricionais e fisicas da cultura, afetando ndo somente o crescimento celular como a
producdo de pigmento (LIU & WU, 2007).

Alguns trabalhos indicam que as condi¢des Otimas para a produgdo de
carotenoides nio sio as mesmas que para o crescimento celular (MATA-GOMEZ et al.,
2014). Neste contexto, as condi¢des como a temperatura de cultivo, aeracdo, pH,
iluminacdo e composicao dos substratos utilizados devem ser avaliados, a fim de se obter
um processo visando o crescimento de microorganimos ¢ a produgdo/composi¢do de
carotenoides de interesse (VALDUGA et al., 2009; ZENI et al., 2011).

Desta forma, uma avaliagdo desses fatores ¢ de primordial importancia na

bioproducdo de carotenoides, uma vez, que para ser viavel industrialmente, faz-se
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necessario reduzir os custos € melhorar os rendimentos, além de investigar técnicas de

recuperagdo (extragdo) e preservacao destes compostos.

9.1. pH

O pH ¢ considerado um dos pardmetros ambientais de maior influéncia no
crescimento celular e formagao de produtos de interesse. Sendo o pH inicial o objeto de
estudo na carotenogénese (MATA-GOMEZ et al., 2014).

Durante a biossintese de carotenoides em processos fermentativos, ocorre
naturalmente a mudanga de pH no meio de cultivo, decorrente da atividade metabolica
das leveduras. Via de rega, hd o decréscimo de pH durante as primeiras 72 horas, apos
este periodo, ocorre a fase intensa de carotenogénese, como consequéncia ha a elevacao
do pH. A partir dai, o pH permanece constante indicando o final da bioproducao
(FRENGOVA et al., 1984).

Tinoi et al. (2005) estudaram as condi¢des 6timas para a produgdo de carotenoides
pela levedura R. glutinis em faixas de pH que variaram de 3,0 -7,5 e verificaram que no
pH otimo de 5,91 foi obtido aproximadamente 3,48 png/mL de carotenoides totais e
biomassa de 10,35 g/L.

As condigdes 6timas de pH para uma cepa de levedura R. glutinis isolada de flor
de coxim (Scabiosa atropurpura) foi reportada no valor de pH de 6,2 do meio de cultivo
(EL-BANNA et al.,2012). Estes autores descreveram que a cepa de levedura foi cultivada
sob as condicdes Otimas durante 6 dias, a produ¢do comegou apos o primeiro dia de
incubacdo e a maior parte do conteido de carotenoides nas células de levedura foi
produzida durante a fase estacionaria com os teores mais elevados de carotenoides totais
(861 pg/g) alcangcados apods 5 dias de crescimento. Em um estudo de fermentagdo em
estado solido, as condigdes 6timas de cultivo para a R. glutinis elucidaram a preferéncia
das leveduras por valores de pH mais acidos (proximos de 4,0), com valores de
carotenoides totais de 340 pg/mL (HERNANDEZ-ALMANZA et al., 2014). Em seu
estudo, Kot et al. (2017) relataram o pH 5,0 como 6timo para a produ¢@o de biomassa e
de carotenoides pela R. glutinis. Uma diminuicdo no pH do meio para 2,0 inibiu
completamente o crescimento da levedura e durante o cultivo da mesma e, em meio com
pH 3,0 houve reducdo significativa do crescimento.

Naghavi et al. (2014) ao investigarem a influéncia do pH (3-8) nas leveduras R.

mucilaginosa afirmaram que o aumento do pH do meio para 5 teve um efeito significativo
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na producdo de pigmentos e de biomassa, porém para valores de pH mais elevados
causaram um declinio significativo em ambos os fatores. A maior concentracdo de
biomassa seca e de carotenoides foi 16,33 g/L e 3930 pg/mL respectivamente. Para a
mesma levedura (R. mucilaginona), foi observado também que a elevacao do pH de 3,0
para 7,0 no meio de cultivo resultou em um aumento no crescimento celular (5,1 g/L de
células secas) e nas concentragdes dos carotenoides totais (69,8 ng/mL) (AKSU & EREN,
2005).

Nasrabadi & Razavi (2011) relataram as condi¢des 6timas para a produgdo do 3-
caroteno para a levedura Rhodotorula acheniorum mutante, onde o pH 6timo foi fixado
em 5,85. A otimiza¢do do meio resultou em um aumento de 4,62 vezes na acumulacio
celular (262,12 ng/g) de p-caroteno.

Para a levedura Sporidiobolus salmonicolor (CBS 2636), a bioproducdo de
carotenoides foi associada parcialmente com o crescimento celular, onde a concentracao
maxima de 3,42 pg/mL de carotenoides totais foi alcangada em um biorreator com pH
inicial do meio no valor de 4,0 (VALDUGA et al., 2009a).

As leveduras Rhodosporidium diobovatum foram inoculadas a um valor inicial de
pH 5,5 e apds 96 horas de incubagdo o pH diminuiu para 4,2 e, em seguida atingiu um
pico de pH 5,0 ap6s 120 horas de incubag@o onde o pico de carotenoides totais foi maximo
(186 ng/g) (NASIRIAN et al., 2018).

Shih & Hang (1996) avaliaram trés cepas de R. rubra em um meio acido e
observaram que em valores de pH demasiadamente baixos (pH 3,4 - 4,5) ocorreu a
inibicdo do crescimento celular e da producdo de carotenoides, sendo que a maxima
concentragdo celular e produgdo dos pigmentos foram obtidas em pH inicial de 5,0. Em
outro estudo, Mihalcea et al. (2011) examinaram o efeito do pH em uma faixa de 3 a 8
em R. rubra e mostraram que o pH 6timo para o crescimento da levedura foi o pH 5,0.
Verificaram ainda que a formagao de torularodina foi favorecida no intervalo de pH entre
6,0 e 7,0, porém no pH 8,0 o crescimento da levedura foi limitado e em pH 3 a producao
de carotenoides nao foi favoravel.

O pH exerce grande influéncia sobre as leveduras na carotenogénese, em geral as
leveduras tém preferéncia por valores de pH mais acidos, porém em pH demasiadamente
acidos ocorre a inibi¢do de crescimento das leveduras e consequentemente a diminui¢ao
da produc¢do de carotenoides. Diferentemente dos fungos filamentosos, as leveduras nao
toleram pH alcalinos. Portanto a faixa de pH do meio em qual as leveduras sdo submetidas

afeta significativamente seu crescimento e sua carotenogénese.
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9.2. Temperatura

A importancia da temperatura estd associada a dois fatores principais:
metabolismo enzimdtico e crescimento celular. A temperatura exerce influéncia no
controle da concentragdo enzimatica envolvida na carotenogénese, variacdes destas
concentragdes controlam a produgdo biotecnologica de carotenoides por
microorganismos (HAYMAN et al., 1974).

Segundo Valduga et al. (2009b) a temperatura ¢ um dos fatores ambientais mais
importantes que influenciam o crescimento e o desenvolvimento dos microorganismos,
causando alteragdes em muitas vias biosintéticas, inclusive na carotenogénese. Em geral,
a temperatura média de crescimento de fungos ¢ entre 25 °-30 °C.

Um estudo sobre a otimizagdo da producdo de carotenoides totais por
Sporidiobolus salmonicolor (CBS 2636) usando a metodologia de superficie de reposta
relatou a maxima concentracdo de carotenoides totais quando a temperatura foi ajustada
para 25 °C (VALDUGA et al.,2008). Nasirian et al. (2018), por sua vez, estabeleceu,
entre outros fatores, a temperatura de 30 °C para leveduras R. diobovatum serem
inoculadas e obterem o pico maximo de crescimento celular.

Em seus estudos, Aksun & Eren (2007) avaliaram a taxa de crescimento especifica
da levedura R. glutinis e constataram que a taxa de crescimento aumentou com a elevacao
da temperatura de 25 °C para 30 °C e, diminuiu de maneira drastica em temperatura
superior, a temperatura também influenciou a taxa de formacao dos carotenoides, a qual
apresentou uma elevada concentracdo de carotenoides totais até 30 °C. Anteriormente, 0s
mesmo autores avaliaram o efeito da temperatura na levedura R. mucilaginosa; estes,
relataram que a elevagdo da temperatura de 25 °C para 30 °C proporcionou um aumento
na taxa de formacao de carotenoides totais, porém em temperatura acima de 30 °C houve
a desnaturagdo do sistema enzimdtico do microorganismo diminuindo dessa forma a
biossintese de carotenoides (AKSUN & EREN, 2005). Em fermentagao em estado so6lido,
a levedura R. glutinis produziu 340 e 323 pg/mL de carotenoides totais nas temperaturas
25 e 30 °C, respectivamente (HERNANDEZ-ALMANZA et al.,2014). Por outro lado,
El-Banna et al. (2012) reportou em sua pesquisa que a temperatura 6tima para a produgao
de carotenoides pela levedura R. glutinis para a produgao celular foi de 15 °C. No entanto,
a temperatura ideal para o crescimento celular (biomassa seca) e consequentemente a

producdo de carotenoides foi de 25 °C. Os autores também relataram que a temperatura
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de cultivo afetou as proporc¢des no perfil de carotenoides: A concentracdo de -caroteno
aumentava e a de toruleno e torularodina diminuiram com o aumento da temperatura.

Em outro experimento, a R. glutinis foi submetida a diferentes condi¢des de
irradiacdo, temperaturas e relagdes C/N. Os resultados mostraram que temperaturas
baixas (24 °C) e ambiente escuro favoreceram o conteudo lipidico, enquanto a irradiag@o
em alta temperatura (30 °C) e em ambientes com maior luminosidade aumentou a
producdo de biomassa e de carotenoides (ZANG & TAN, 2014).

Para a R. acheniorum mutante isolada do soro do leite, a produgdo maxima
otimizada de [-caroteno (262,12 pg/ml) foi reportada na temperatura de 23 °C.
(NASRABADI & RAZAVI, 2011). Em estudo com a R. mucilaginosa, a concentracao
de biomassa aumenta (3,93 g/L) quando a temperatura ¢ elevada de 10 para 30 °C, assim
como a concentragdo de carotenoides (3400 pg/mL) (NAGHAVI et al. ,2014). No
entanto, a levedura R. Rubra ndo apresenta diferenca significativa nas temperaturas entre
20-30 °C para a producdo de carotenoides e crescimento da biomassa (MIHALCEA et al,
2011).

A faixa de temperatura em que sdo submetidas as leveduras para a carotenogénese
muitas vezes ndo sdo as mesmas para o crescimento celular, em geral uma grande faixa
de temperatura ¢ estudada durante os dois processos. No entanto, percebe-se que
temperaturas baixas ndo contribuem para o crescimento celular e tdo pouco para a
producdo de carotenoides. Por outro lado, faixas elevadas de temperatura, desnaturam
enzimas importantes para o processo de carotenogénese, além de inibirem o crescimento

celular.

9.3. Taxa de agitacdo e aeracio

Microorganismos aerébios necessitam das melhores condicdes de aeragdo e
agitacdo para maior rendimento. Um estudo realizado por Tinoi et al. (2005)
demonstraram que em baixas taxas de agitacdo (100 a 150 rpm), é obtido o menor
crescimento celular da levedura R. glutinis devido a redu¢do da disponibilidade de
nutrientes na superficie das células, porém em taxas elevadas de agitacdo (> 250 rpm)
ocorre ruptura celular. El-Bana et al. (2012), cultivou a levedura R. glutinis sob condi¢des
especificas de temperatura (25 °C) e tamanho do in6culo com agitacdo constante de 100

rpm para obter os maiores teores de carotenoides (1,9 pg/mL).
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Hernédndez-Almanza et al. (2014) estudaram as condi¢des de cultivo para R.
glutinis com e sem agitacdo, e as maiores concentracdes de carotenoides totais foram
obtidas, entre outras variaveis, quando obtiveram agitacao de 125 rpm durante o processo
fermentativo. Para a R. mucilaginosa, a incubagdo realizada em agitador rotativo a 150
rpm por 72 h resultou na produ¢do maximizada de carotenoides (3,40 pg/mL)
(NAGHAVI et al., 2014). No entanto, valores superiores de agitacdo (250 rpm) durante
5-6 dias foram reportados em um bioprocesso aerdbio descontinuo para a obtencao de
torularodina pela levedura R. rubra ICCF 209 (MIHALCEA et al., 2011).

Liu et al. (2006) estudaram os efeitos da transferéncia de oxigénio em frascos
agitados com P. rhodozymae, observaram que a concentragdo de oxigénio dissolvido na
fase liquida foi diminuida, com valores proximos a zero com 30 h de fermentagdo; no
entanto, na fase gasosa a concentrag@o de oxigénio foi reduzida minimamente. Os autores
também evidenciaram que o aumento da agita¢do e a diminui¢do do volume reacional
proporcionaram um crescimento celular e produg@o de carotenoides, todavia, a mudanca
na velocidade de agitagdo apresentou maior efeito no rendimento de carotenoides. O
coeficiente de transferéncia de oxigénio diminuiu com a redu¢@o do volume de liquido e
aumentou com a velocidade de agitacao.

Em um outro estudo, a limita¢ao de oxigénio afetou negativamente a producdo da
biomassa e, como consequéncia a concentragdo de carotenoides totais pelo fungo
Rhodosporidium toruloides NCYC 921 utilizando o xarope de polpa de alfarroba como
substrato (MARTINS et al., 2018). Valduga et al. (2009a) ao avaliarem as condi¢des de
cultivo para maximizar a produ¢do de carotenoides totais por Sporidiobolus salmonicolor
(CBS 2636) reportou uma taxa de aeramento de 1,5 volumes de ar por volume de meio
por minuto (vvm) e 180 rpm. Borba et al. (2018) afirmou que a producdo de carotenoides
por Sporidiobolus pararoseus em cultivo no fermentador de tanque agitado foi 3,5 vezes
maior do que o valor obtido com frascos de agitacdo (1969,3 ng/L). Em seu estudo, os
autores ndo demonstraram apenas a influéncia dos parametros temperatura, agitagao e pH
na producdo de carotenoides pela levedura S. pararoseus, mas também mostraram que
sua capacidade de produgdo pode ser aumentada, modificando os pardmetros de aeragao
e agitacao.

Nas leveduras, em geral, taxas de agitacdo baixas afetam o crescimento das
leveduras pelo déficit de disponibilidade de nutrientes e faixas muito elevadas de agitacao
ocasionam ruptura celular. Além disso, altas faixas de aeracdo sdo essenciais para a

otimizagao do processo fermentativo das leveduras aerdbias.
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9.4. Luminosidade

Segundo Valduga et al. (2009b) a produgdo e o acimulo de carotenoides sdo
positivamente afetados pela irradiacdo de luz branca em algas, fungos e bactérias.
Contudo, a intensidade e forma de iluminacdo variam com o microorganismo. Bhosale
(2004) considera que a teoria da fotoinducao pode ser descrita em duas fases: a primeira
relacionada ao efeito que a luz branca pode exercer no crescimento microbiano como
estimulante da producdo; e a segunda fase, por sua vez, considera que o acimulo de
carotenoides na célula estd associado com o aumento da atividade das enzimas envolvidas
na biossintese desses carotenoides.

Sakaki et al. (2001) reportou a ativacao da producdo de torularodina por R. glutinis
usando irradiagdo fraca de luz branca, a qual inibiu o crescimento da levedura; no entanto,
simultaneamente, a producdo de torularodina aumentou acentuadamente, enquanto que
para levedura Saccharomyces cerevisiae a mesma radia¢do nao apresentou efeito sobre o
crescimento das células, evidenciando desta forma, que determinadas leveduras
biossintetizam carotenoides contra os danos causados pela luz.

As lampadas LED’s (Light Emitting Diode) emitem luz com comprimento de
onda varidvel. Kim et al. (2006) relataram que varios fatores afetaram a acumulagdo de
astaxantina em Haematococcus pluvialis, entre eles, a luz. Em um estudo, quando as
culturas de H. pluvialis foram iluminadas por LED’s azul (Amax de 470 nm), obtiveram
um aumento na concentracao de astaxantina rapidamente, enquanto que na presenga de
LED’s vermelho (Amax de 625nm), a produgdo comegava mais lentamente e diminuia com
o tempo (LABABPOUR et al., 2005). As culturas da levedura R. glutinis foram
submetidas a ilumina¢do com lampadas LED (800 mol/m?s), e a produtividade de
carotenoides foi observada como maxima (2,6 pg/mL) quando a cultura foi iluminada
com trés lampadas de LED, o que constituiu um aumento de mais de 2 vezes em
compara¢do com a cultura controle de Haematococcus pluvialis sem iluminagdo (1,2
pg/mL). Os autores também relataram que a incidéncia de luz ndo inibiu o crescimento
das leveduras (ZHANG et al., 2014).

Fré et al. (2014) ao avaliarem a influéncia da luminosidade na producao de
carotenoides pela Dunaliella tertiolecta em fotobiorreator airlif iluminados
continuamente na se¢do riser a 17,5 kLux por um painel de lampadas eletronicas,

mostraram que a iluminac¢do e a salinidade afetaram significativamente a producao de
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carotenoides, e quanto maiores as condi¢des de estresse salino e luminoso, apos a fase de

crescimento, maior a sintese de carotenoides.

9.5. Composicao do substrato

A sacarose e a glicose sdo as formas de carbono mais comumente utilizadas na
bioproducdo de carotenoides. O tipo de substrato impacta diretamente no rendimento dos
pigmentos e subsequentemente no custo deste processo biotecnoldgico. O rendimento
global dos carotenoides estd diretamente correlacionado com o rendimento total de
biomassa; desta forma, manter altas taxas de crescimento e o alto fluxo de eficiéncia de
carbono sdo consideradas as condigdes ideais para atingir a maxima produtividade de
pigmento (MAROVA et al., 2012).

Desta forma, diversos subprodutos e matérias-primas da industria de alimentos
e/ou da agroindustria tém sido empregados para o crescimento de microorganismos
devido a alta disponibilidade e baixo custo. A Tabela 4 mostra alguns dos residuos

agroindustriais utilizados como substratos para a producao de carotenoides por leveduras.
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Tabela 4. Residuos agroindustriais utilizados como substratos para a produgdo de

carotenoides em leveduras.

Espécie Substrato Principais Referéncia
Carotenoides
Rhodotorula glutinis Extrato de soja B-caroteno, toruleno, Buzzini & Martini, (2000)
toruladina
Rhodotorula glutinis Xarope de B-caroteno, toruleno, Buzzini & Martini, (2000)
glicose toruladina
Rhodotorula glutinis Whey Carotenoides totais Frengova et al.,(1994);
ultrafiltrado (2003)
Rhodotorula glutinis Extrato de milho B-caroteno, toruleno, Buzzini & Martini, (2000)
toruladina
Rhodotorula glutinis Glicerol bruto Carotenoides totais Saenge et al., (2011)
Rhodotorula glutinis Farinha de Carotenoides totais Tinoi et al., (2005)
feijao-mung e
extrato de batata-
doce
Rhodotorula glutinis Whey B-caroteno Marova et al., (2011)
Rhodotorula glutinis Salmoura de B-caroteno Malisorn & Suntornsuk,
rabanete (2008)
fermentada
Rhodotorula glutinis Penas de galinha Carotenoides totais Taskin et al., (2011)
Rhodotorula glutinis Salmoura de B-caroteno Malisorn & Suntornsuk,
rabanete (2009)
fermentada
Rhodotorula glutinis efluentes de B-caroteno Schneider et al, (2013)
cervejaria
Rhodotorula glutinis Efluente residual Torularodina, Kot et al, (2017)
da fécula da toruleno e B-caroteno
batata
Rhodotorula glutinis Melago de B-caroteno, toruleno, Buzzini & Martini (2000)
beterraba toruladina
Rhodotorula glutinis Mosto de uva B-caroteno, toruleno, Buzzini & Martini (2000)

toruladina

36



DISSERTAGCAO DE MESTRADO - WILLEN SILVA IGREJA 2020

Rhodotorula rubra

Rhodotorula rubra

Rhodotorula rubra

Rhodotorula mucilaginosa

Rhodotorula mucilaginosa

Rhodotorula mucilaginosa

Rhodotorula acheniorum

Sporidiobolus salmonicolor

Sporidiobolus salmonicolor

Sporidiobolus salmonicolo

Sporidiobolus pararoseus

Rhodosporidium toruloides

Phaffia rhodozyma

Meios a base de
caldo, melago e
xarope de cana

Soro de leite

ultrafiltrado

Caldo de cana
Batata
Residuos de café

Melago

Whey
ultrafiltrado
Agua de
maceracao de
milho

Soro de leite
Agua de
parboilizagdo de
arroz

licor de milho e
melago de cana-
de-agticar pré-
tratado

Xarope de polpa
de alfarroba
Flor Calendula
officinalis
Jfarinha de
sementes de Zea
mays,

farinha de

semente de

batata, farinha de

semente de

Toruleno,
TORULARODINA
e B-caroteno
Toruleno,
TORULARODINA
e B-caroteno
Carotenoides totais
[-caroteno
[-caroteno
Toruleno,
TORULARODINA
e B-caroteno

[-caroteno

[-caroteno

Carotenoides totais

[-caroteno

Carotenoides totais

Carotenoides totais

Astaxantina

Banzatto et al, (2013)

Frengova et al. (20006)

Bonadio et al.,(2018)
Marova et al.,(2011)
Moreira et al,(2018)
Cheng & Yang (2016)

Nasrabadi & Razavi.,
(2012)
Colet et al, (2017)

Valduga et al., (2009)
Colet et al, (2017)

Borba ef al,(2018)

Martins et al, (2018)

Bhatt et a/& Panda,
(2013)
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Pennisetum
glaucum, farinha

de Triticum.

10. EXTRACAO E RECUPERACAO DOS CAROTENOIDES DE LEVEDURAS

Apesar da elevada bioproducdo de carotenoides a partir de microorganismos, na
carotenogénese, muito desses compostos sdo normalmente produzidos no interior das
células causando limitagdes para seu uso industrial, devido a parede celular desses
microorganismos apresentarem estrutura rigida, dificultando o acesso a estes compostos
durante os procedimentos de extracdo. Apds o rompimento celular, os carotenoides
podem ser extraidos das células microbianas pela dissolugdo em solventes organicos,
como acetona, éter de petrdleo, hexano, cloroférmio, etanol e metanol. (KAISER et al.,
2007).

Valduga et al. (2009) avaliaram 11 métodos diferentes de rompimento celular e
extracdo de carotenoides com solventes, constatando que quando utilizada a combinagao
de nitrogénio liquido mais dimetilsulféoxido (DMSO) para ruptura celular e, extragdo com
mistura de acetona e etanol (7:3, v/v), obteve-se maior recuperagdo de carotenoides da
levedura S. salmonicolor cultivada em meio YM. A extragdo de carotenoides utilizando

diferentes técnicas de ruptura celular estdo resumidas na Tabela 5.

Tabela 5. Extracao de carotenoides totais por diferentes técnicas de ruptura celular.

Leveduras Descri¢ao da Técnica Rendimento Referéncia
de carotenoide

Phaffia Congelamento e 93,13 ng/g de biomassa Michelon et al., (2012)

rhodozyma maceragdo com terra
diatomacea

Phaffia Congelamento e DMSO 155,72 pg/g de biomassa Michelon et al., (2012)
rhodozyma

Phaffia Lise enzimatica e ondas 163,12 pg/g de biomassa Michelon et al., (2012)
rhodozyma ultrassonicas

Rhodotorula Moedor de taldo 125 mg/L de biomassa Aksu & Eren, (2007)
glutinis
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Rhodotorula Liofilizacao 266,1 pg/g de biomassa Park et al.,(2007)
glutinis
Sporidiobolus Congelamento em N2 590,4 wLde biomassa Valduga et al., (2009)
salmonicolor liquido e maceragdo
Rhodotorula DMSO, acetona e éter 92 mg/L de biomassa Taskin et al., (2011)
glutinis de petroleo
Rhodotobacter HCI e acetona 4790 ng/g de biomassa Gu et al.,(1997)
sphaeroides
Rhodotorula DMSO, acetona e éter 803,2 pg/g de biomassa Buzzini et al.,(2001)
graminis de petroleo

Fonte: Adpatado de MATA-GOMEZ et al., (2014)

11. CONCLUSAO

A producdo de carotenoides por leveduras ¢ uma estratégia promissora e viavel
industrialmente, pois possibilita o uso de residuos agroindustriais como substrato durante
o processo fermentativo, possibilitando uma diminui¢ao dos custos e contribui¢do para o
meio ambiente, oferecendo uma alternativa econOmica e ambiental para diversos
residuos.

A aplicacdo destes carotenoides abrange os mais diversos setores, como 0 uso na
avicultura, piscicultura, suplementa¢do, cosmético, ragao animal, industria farmacéutica
e alimenticia. Movimenta um mercado promissor ¢ em expansdo. Suas propriedades
provitamina A e antioxidante in vivo e in vitro tem sido foco de estudos para o seu uso na
prevencao de diversas doencas e combate de processos oxidativos naturais.

Esta revisdo contribuiu com a discussdo de diferentes estratégias de controle para
produgdo de carotenoides microbianos, suas aplicagdes, além de suas propriedades
estruturais, percursoras de vitamina A e antioxidantes; proporcionando um setor com
ascendéncia econdmica irrefutdvel. Sendo concludente que tais conhecimento sdo
fundamentais para futuras aplicacdes, tecnologias, pesquisas e producdo da

carotenogénese microbiana.
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CAPITULO I

Caracterizagao da biomassa seca de carogo de agai (Euterpe oleracea) e
do licor obtido apés o pré-tratamento, por hidrélise acida, para a

aplicagcao como substrato fermentescivel
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Resumo

A Amazodnia possui uma vasta participagdo no mercado agroindustrial, sendo o
acai um dos principais produtos explorados, durante o processo de beneficiamento do
acai para a obtencdo do suco, apenas 15% do fruto ¢ aproveitado no processo, sendo os
85% restante constituidos de fibras, as quais podem serem hidrolisadas através do pré-
tratamento com écido diluido para aplicacdo como substrato em processos fermentativos.
A biomassa foi seca, caracterizada quanto suas propriedades fisico-quimicas e
carboidratos estruturais. Foi realizado um planejamento composto central rotacional 23
com as variaveis concentrag¢ao de acido (1-4 m/v), concentragao de so6lidos (5-20% m/v)
e tempo (30-90 min). O pré-tratamento com acido sulfurico mostrou-se mais proficuo que
com &cido fosforico. A condicdo estabelecida visando o uso do licor como substrato para
processos fermentativos foram éacido sulfurico a 3,5 % (m/v), concentracao de sélidos de
25% (m/v) durante 70 min, resultando em uma concentracio de 55,08 g/L de agucares,
constituido majoritariamente de xilose (93%) e baixos teores de inibidores (furfural 9,8

mg/L, hidroximetilfurfural 337,9 mg/L, acido acético 1,83 g/L).

Palavras-chaves: Acai; Pré-tratamento; Biomassa; Residuo agroindustriais.
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1. INTRODUCAO

A economia mundial tem se aperfeicoado em sistemas produtivos com
rendimentos cada vez mais altos e custos operacionais cada vez mais baixos
proporcionando, desta forma, producdes agroindustriais cada vez mais rentdveis. Para
que isto ocorra, ¢ imprescindivel que a matéria prima empregada no processo seja
aproveitada em sua totalidade, assim como seus subprodutos. Neste sentido, a Amazonia
possui uma vasta participacao no mercado agroindustrial, sendo o agai um dos principais
produtos explorados (IBGE, 2018), movimentando em 2019 cerca de R$ 3 bilhdes na
economia da regido amazonica (EMBRAPA, 2020).

Apesar dos nimeros expressivos, durante o processo de beneficiamento do acai
para a obten¢do do suco, apenas 15% do fruto ¢ aproveitado no processo (epicarpo e
mesocarpo), sendo os 85% restante constituidos de fibras (endocarpo), os quais sdo
descartados (ALMEIDA et al., 2017). Residuos com caracteristicas fibrosas formado por
celulose, lignina e hemicelulose sdo susceptiveis a pré-tratamentos para liberagdo de
acucares fermentesciveis (MARTINS et al., 2015), que posteriormente podem ser usados
como meio de cultivo em processos biotecnologicos, com o objetivo de promover e
produzir produtos de alto de valor agregado, a partir de substratos de baixo custo,
proporcionando a reducdo de custos no processo.

O estudo de utilizagdo de novos meios industriais de fermentacdo a partir de
residuos agroindustrias vem se intensificado nos ultimos anos (ROCHA et al., 2014;
MARTINS et al.,, 2015), podendo ser produzido a partir de vérios complexos
lignoceluldsicos representando uma fonte barata, renovéavel e farta (MAURYA et al.,
2015), possibilitando uma produgdo sustentavel e rentdvel. Diante disto, diversos pré-
tratamentos vem sendo relatados na literatura com o objetivo de fracionar, solubilizar,
hidrolisar e separar os componentes da biomassa para fins adequados, sendo o pré-
tratamento acido um dos mais promissores em desconstruir a cadeia lignocelulosica e
alterar a conformagao estrutural da lignina (MAURYA et al., 2015).

Até o presente momento, hd uma escassez de dados na literatura que avaliem a
potencial aplicacdo de residuos agroindustriais, nomeadamente o caroco de agai, como
substrato para a produgdo de produtos de alto valor agregado. Portanto, o objetivo deste

trabalho foi caracterizar a biomassa do caroco de acai “in natura” e do licor obtido apds
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o pré-tratamento 4cido para aplicacdo como substrato fermentescivel em processos
biotecnologicos. O carater inovador deste trabalho consiste em proporcionar uma
alternativa socioecondmica e ambiental através do residuo gerado na cadeia produtiva do
acai, possibilitando o barateamento de diversos processos fermentesciveis para a

producdo de produtos economicamente vidveis.

2. MATERIAL E METODOS
2.1. Aquisicao dos carocos de acai

Os carogos de acai (Euterpe oleracea Mart) (25 kg) (Figura 1) foram doados por
uma fabrica processadora do fruto na cidade de Castanhal, Pard, Brasil, cujos frutos foram
provenientes da cidade de Igarapé-Miri (Latitude 1°58'37" Sul, Longitude 48°57'34"
Oeste), no mesmo estado. O acesso a matéria-prima foi cadastrado no Sistema Nacional
e Gestdo do Patrimonio Genético e do Conhecimento Tradicional Associado, (Cadastro:

AF18EDC). A coleta dos carogos foi realizada logo apos o despolpamento dos frutos para

a obtengdo da polpa (suco) do acai.

-

Figura 1. Carocos de agai coletados apds o processamento do fruto.

2.2. Preparo da biomassa seca de caroco de acai

Os carogos de acai foram lavados com dgua corrente para a retirada dos residuos

da coleta e outras impurezas, seguido de sanitizacdo com solug@o de hipoclorito de sddio
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(100 mg/L /10 min) e secagem em estufa com circulagdo forcada de ar (65 °C/48 h) até
que atingissem umidade < 10%, conforme recomendado pelo National Renewable Energy
Laboratory (NREL, 2009).

A biomassa seca foi triturada em um moinho de facas, e a biomassa utilizada foi
aquela aquele que passou na peneira de 20 mesh (0,841 mm) e foi retida na peneira de 60
mesh (0,250 mm). A biomassa seca foi armazenada a vacuo em sacos plasticos a -20 °C
até o momento de utilizagdo. A composi¢cdo da biomassa, em triplicada, foi determinada
antes da aplicagdo do pré-tratamento. As Figuras 2 e 3 mostram o material recém

coletado, apds a lavagem com agua corrente e o material seco e triturado.

Figura 3. Carogo de agai seco e triturado.
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2.3. Caracterizacao fisico-quimica da biomassa seca

Para a caracterizagio quimica do carogo de agai, foram realizadas as seguintes
andlises, em triplicata: umidade, proteinas totais (fator 6,25 de conversdo de nitrogénio
total em proteina total), lipideos totais, acidez total (meq NaOH/100 g), pH e cinzas
(incineragao em mufla a 550 °C) (AOAC, 1997). O teor de carboidratos (%) totais foi
calculado pela diferenga entre 100 e a soma das porcentagens obtidas para umidade,

proteinas, lipideos e cinzas.

2.3.1. Teor de umidade por infravermelho

A determinag¢do do teor de umidade através do analisador de umidade por
infravermelho (MARCA, modelo IV 2000) foi realizada periodicamente para assegurar

que durante o armazenamento a biomassa permanecia com um teor de umidade menor

que 10% (NREL, 2009).

2.3.2. Determinacio do teor de extrativos

O teor de extrativos totais (compostos metabolitos secundarios dos vegetais que
podem incluir ceras, gorduras, resinas, taninos, gomas, agucares, amidos e pigmentos) foi
determinado, de acordo com Sluiter et al. (2015), com o objetivo de eliminar os extrativos
para as analises posteriores do material lignocelulésico, para que nao houvesse
superestimacao no teor dos carboidratos estruturais. Em resumo, 4 g da amostra foram
extraidas por refluxo em solugdo de dlcool etilico & 99% de pureza até completa
descoloragdo do solvente. Em seguida, foi realizado uma segunda extragdo utilizando
agua destilada. A agua era trocada periodicamente a medida que esta apresentava

coloragao escura. Posteriormente, as amostras foram secas em estufa at¢ massa constante.

2.3.3. Determinacio dos carboidratos estruturais

A determinagdo dos carboidratos estruturais na biomassa seca foi realizada no

material ap6s o procedimento de remog¢ao dos extrativos, seguido de hidrolise acida.
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2.3.3.1. Hidrdlise dos carboidratos estruturais

Apo6s a remocgao dos extrativos da biomassa, foi realizada a determinagdo do teor
de umidade por infravermelho para verificar se o material apresentava teor de umidade <
10%. Em seguida, o material (aproximadamente 0,3 g) foi submetido a uma hidrdlise
acida com acido sulfurico para a caracterizacdo quimica dos carboidratos estruturais, de
acordo com Sluiter et al. (2008a).

Resumidamente, 0,3 g da biomassa foram acondicionados em tubos de ensaio com
3 mL de H2SO4 72% (m/v) e imediatamente depositados em banho maria a 35 °C por 1
h, sendo agitados a cada 10 min com o auxilio de um bastao de vidro, a fim de garantir
uma mistura mais homogénea da amostra. Apds o periodo estabelecido, foram
adicionados 84 mL de agua destilada nos tubos e o conteudo foi transferido para frascos
de borosilicato de 250 mL, os quais foram fechados e autoclavados a 121 °C durante 60
min para a total hidrolise dos oligdmeros presentes na amostra, sendo a reagdo

interrompida com um banho de gelo.

2.3.3.2. Determinacdo de lignina insoluvel e soluvel

A lignina insoltvel (Lignina de Klason) foi determinada de acordo com Sluiter et
al., (2008a). Considerando que uma parte do material insoluvel presente na biomassa ¢
constituido de residuo mineral fixo (cinzas), visto que estes ndo sdo soliveis em acido,
foi realizado o procedimento de determinacao do teor de cinzas (AOAC, 1997), para que
ndo houvesse superestimagao dos valores de lignina insoluvel.

A determinacdo do teor de lignina soluvel foi realizada por espectrofotometria a
205 nm, de acordo Sluiter et al.(2008b). O célculo da concentragdo da lignina soluvel foi
realizado pela equagdo 1 e 2.

Clig=4,187.107% * (At —App) =3,279.10~" M

onde:
Clig= Concentracao de lignina no hidrolisado (g/L).
AT = absorbancia da solucdo de lignina junto com os produtos de degradagdo a 280 nm.
APD= (CHMF x eHMF + CFurfural x eFurfural).
eHMF = absortividade do hidroximetilfurfural (114 L.gh
eFurfural= absortividade do hidroximetilfurfural (146,85 L.g™!)
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CHMF= Concentracdo de hidroximetilfurfural no hidrolisado (g/L) previamente
determinada por HPLC (Cromatografia liquida de alta eficiéncia)
CFurfural= Concentragao de furfural no hidrolisado (g/L) previamente determinada por

HPLC.

Cligninasoluvel * Vfiltrado * FD
Mb

%lignina soltvel = ( )xlOO. (2)

Onde:

Clignina soltuvel: concentragdo de lignina soluvel (g/L).
Vfiltrado: Volume do hidrolisado 84+3 = 87 mL ou 0,087 L.
FD: fator de dilui¢do do hidrolisado.

Mp: massa do bagaco utilizada na hidrélise em base seca.

2.3.3.3. Determinacdo de acucares monomericos e dcido acético

Os teores de agucares monoméricos e acido acético na fragdo soltivel foram
determinados por cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC). Os teores de celobiose,
glicose, xilose, arabinose e acido acético presentes nos hidrolisados foram analisados por
HPLC ( Thermo Fisher Scientific, modelo SRVYER, San Jose, EUA) equipado com um
injetor automatico (SRVYER-ASP), uma bomba quaternaria (SRVYER-LPMPP) e
detector de indice de refracdo (SRVYER-RI).

As condicdes de andlise foram as mesmas adotadas por Martins et al. (2015), e os
compostos foram separados em uma coluna de troca i6nica (Aminex HPX-87H) a 30 °C
equipada com uma pré-coluna. A fase moével foi preparada com uma solugdo de H>SO4 a
5 mM em 4gua deonizada. A fase movel foi filtrada a vicuo em membrana de filtracao
de Nylon com 0,45 pm (Analitica, SP, Brasil). O volume de inje¢ao das amostras utilizado
foi de 20 pL e fase mével com fluxo de 0,6 mL/min no modo isocratico. A separagdo dos
compostos foi monitorada com um detector de indice de refracao (IR) a 35 °C durante 20
min. Os teores de acucares e acido acético (g/L), em triplicata, foram determinados
através de padronizacdo externa com curvas analiticas de 6 pontos na faixa de
concentragdo de 0,1 a 0,6 g/L (r* >0,99) com padrdes de D-(+) celobiose, D- glicose, D-

xilose, D-arabinose e acido acético.
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2.3.3.4. Determinagdo do teor de furfural e hidroximetilfurfural

Os teores de furfural e hidroximetilfurfural (HMF) foram determinados por HPLC
no licor proveniente da hidrdlise da biomassa seca (subitem 2.3.3.1.). A andlise
cromatografica foi realizada em HPLC Agilent (modelo Agilent 1260 Infinity, Santa
Clara, CA, EUA), equipado com uma bomba quaternaria (G1311C), uma valvula de
inje¢do Rheodyne com loop de 20 puL, um forno (G1316A) e um detector DAD (G1328C).
Para as analises cromatograficas, as amostras e os solventes foram filtrados utilizando
membranas de 0,22 e 0,45 pum, respectivamente (Millipore, Billerica, MA, EUA).

As condigdes de andlise foram as mesmas adotadas por Martins et al., (2015),
sendo utilizada uma coluna Nova-Pak C18 (Waters, Milford, MA, EUA) para a separacao
de furfural e de hidroximetilfurfural, utilizando como fase movel iscocratica com
acetonitrila/agua (1:8, v/v) com 1% de acido acético, e volume de inje¢do de 20 pL, taxa
de fluxo de 0,80 mL/min, coluna a 30°C, e o cromatograma foi monitorado a 280 nm
durante 20 min. Os teores de furfural e HMF (g/L) foram determinados, em triplicata, por
padronizagdo externa através da construcdo de curvas analiticas de 11 pontos na faixa de

concentragdo de 0,001 a 0,1 g/L (r>>0,99) com padrdes de furfural e HMF.

2.3.3.5. Calculo para a determinagdo do teor dos carboidratos estruturais

Os teores de celobiose e glicose foram convertidos em celulose, utilizando os
fatores de conversdo de 0,95 e 0,90, respectivamente, assim como os teores de xilose e
arabinose foram convertidos em hemiceluloses, empregando-se o fator de conversdo de
0,88. Para a conversao dos grupos acetil utilizou-se o fator de conversao do acido acético
para acetato de 0,717, e para o calculo das massas de furfural e HMF foram utilizados os
fatores de conversao de 1,375 e 1,286, respectivamente, sendo o furfural convertido para
hemicelulose ¢ o HMF para celulose. Os valores de conversdo fazem parte da
estequiometria envolvida na reacdo, envolvendo suas respetivas massas moleculares

durante as conversoes (Sluiter et al., 2006).

2.4. Determinac¢ao das melhores condicoes de hidrolise acida da biomassa seca

As melhores condi¢cdes para o pré-tratamento da biomassa seca foram
determinadas a partir do teste da eficiéncia de dois acidos diluidos: sulfurico (H2SO4) a

fosforico (H3POs), utilizando um planejamento composto central rotacional 2% variando
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a concentra¢do do acido (1 a 4% m/v), tempo de hidrodlise (30 a 90 min) e concentracio
de solidos (5 220 % m/v) (Tabela 1), totalizando 17 experimentos para cada acido testado,
incluindo 3 repeti¢des no ponto central, sendo as faixas de variacao selecionadas baseadas

nos resultados obtidos por Martins et al. (2015) e Oliveira et al. (2014).

Tabela 1 - Faixa das varidveis estudadas no planejamento experimental para o pré -

tratamento 4cido do caroco de acai utilizando H>SO4 e H3POa.

Niveis
Variaveis
-1,68 -1 0 +1 +1,68
Concentragdo de acido (% m/v) 0 1 25 4 5
Tempo de tratamento (min) 9,5 30 60 90 110
Concentragao de solidos (% m/v) 0,1 5 10 20 25

Para a realizag@o do pré-tratamento, a biomassa seca foi pesada, transferida para
frascos de borosilicato, adicionadas das diferentes concentracdes de acido e submetidos
ao aquecimento em autoclave a 121 ° C nos diferentes tempos. Apds a etapa de hidrolise
acida, a biomassa foi retirada dos frascos, filtrada a vacuo em papel de filtro qualitativo
previamente tarado, sendo a fase solida lavada com 4gua destilada até a 4gua de lavagem
atingir pH préximo a neutralidade (pH 6,0-7,0). O material sélido foi seco em estufa a
105 °C com circulagdo forcada de ar até atingir massa constante. O Fator de Severidade

(SFC) do tratamento acido, calculado conforme a equacdo 3 (Garrote et al., 1999)

T-T
log (R )= log.[t.exp[m;gfﬂ -pH (3)

Onde: t € o tempo de reagdo (min), T ¢ temperatura de reagdo (°C), Trwr € a temperatura
de referéncia (100 °C), pH ¢ da solugdo de 4cido diluido; 14,75 € constante arbitraria @
baseada na energia de ativacdo da reacdo quando assumida a cinética de pseudo-primeira

ordem.

A varidvel de resposta para o planejamento experimental utilizando H2SO4 ou
H3POs foram o teor de agucares redutores totais (ART), determinado por
espectrofotometria a 540 nm, conforme o método do acido dinitro-3,5-salicilico (DNS)

(MILLER, 1959), sendo os teores de ART (g/L, em triplicata) obtidos por padronizacio
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externa através de constru¢do de curvas analiticas de padrao de D-glicose com 10 pontos

variando de 0,1 a 1 g/L (> > 0,99).

Para o planejamento experimental em que o acido testado apresentou os maiores
rendimentos de ART, foram determinados também os teores de hidroximetilfurfural
(HMF) por espectrofotometria a 284 e 336 nm, segundo a metodologia da AOAC (1995),
os teores de rendimentos massicos (R) (Equagdo 4) e a massa solubilizada (MS) da fracao
solida do carogo hidrolisado (Equacao 5).

R (%) = 2L » 100 (4)
Minicial
onde, R ¢ o rendimento massico da etapa, minicial: massa inicial seca do material

lignoceluldsico, € manal € a massa final seca de material lignocelulésico.

MS (%) =R -100 (5)

Onde, MS ¢ a massa solubilizada do material lignoceluldsico, R ¢ o rendimento massico
da etapa.

2.5 Caracterizacao do licor obtido na melhor condicio de pré-tratamento por

hidrolise acida

As melhores condigdes obtidas apos a analise do planejamento experimental, para
o pré-tratamento por hidrélise dcida da biomassa seca do carogo de acai, foram repetidas
(n = 3) para a caracterizacdo do licor hidrolisado quanto aos teores de celobiose, glicose,
xilose, arabinose, acido acético, furfural, HMF (conforme item 2.3.3.), rendimento

massico e massa solubilizada (conforme item 2.4.).

2.6. Caracterizacio do caroco de acai por microscopia eletronica de varredura

(MEV)

O caroco de agai seco triturado “in natura” e o pré-tratado com 4cido sulfurico
diluido (melhor condi¢cdo) foram analisados por microscopia eletronica de varredura
(MEV) para observar as modificagdes superficiais resultantes dos tratamentos aplicados.
AS foram amostras fixadas com fita de carbono em suporte de aluminio, em seguida

foram submetidas a um recobrimento metalico de 10 nm de ouro em um metalizador. As
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amostras foram dispostas de forma que fosse possivel observar as modificagdes

superficiais resultantes dos tratamentos aplicados.

2.7. Analise estatistica

Os resultados (media + desvio padrdo, n = 3) foram analisados pelo software
Statistica 7.0 software (Statsoft Inc.) através da Analise de Varidncia (ANOVA) e pelo
teste de tukey (p < 0,05). As melhores condi¢des de pré-tratamento por hidrolise acida do
caroco de acai foram determinadas pela metodologia de superficie de resposta e
analisadas utilizando o software Statistica® 7.0. Os coeficientes de regressao foram
obtidos através dos dados experimentais ajustados ao modelo quadratico. A adequacao
do modelo foi determinada pela falta de ajuste, coeficiente de determinagdo (R?) e pelos
valores do teste de Fisher (F-value) obtidos pela ANOVA. A significincia estatistica dos

modelos e das variaveis foram analisadas a 10% (0=0,1) ¢ 5% (0=0,05).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 Caracterizacio fisico-quimica da biomassa seca de caroco de acai

O caroco do agai € um residuo agroindustrial ainda pouco explorado, com poucos
dados cientificos disponiveis na literatura, e a sua composicao fisico-quimica torna-se,
portanto, essencial para viabilizar a aplicagdo nos mais diversos estudos, além de
conhecer mais detalhadamente seus componentes. Desta forma, ¢ possivel observar na

Tabela 2 a caracterizagdo fisico-quimica da biomassa seca do carogo de acai estudado.

Tabela 2 — Composi¢ao fisico-quimica da biomassa seca do carogo de agai.

Parametro Teor
Umidade (%) 5,55 +0,09
Proteinas (%) 4,63 £0,10
Lipideos (%) 1,93 +£0,41
Cinzas (%) 1,52+ 0,04
Carboidratos totais (%) 86,39
pH 5,77+0,10
Acidez total (meq NaOH/100 g) 2,79+ 0,02
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Com base nos resultados da Tabela 2, o constituinte majoritario da biomassa seca
foi representado pelos carboidratos totais (86,39%), e devido a este teor elevado de
material lignocelulésico, o caroco de acai torna-se promissor como substrato
fermentescivel para a producdo de produtos de alto valor agregado por vias
biotecnoldgicas (ARRUDA et al., 2018; FERREIRA et al., 2016; RAMBO et al., 2015;
OLIVEIRA et al., 2014; RODRIGUEZ-ZUNINGA et al., 2008). No entanto, a
determinag¢do de carboidratos totais por diferenca engloba os extrativos e a lignina
presente na biomassa estudada, superestimando, desta forma, o valor do mesmo. Portanto,
esta razao, neste estudo, foi realizada a determinagao do teor de extrativos, carboidratos
estruturais e da lignina separadamente.

O valor de umidade encontrado neste trabalho (5,55%) foi inferior ao encontrado
por Rambo et al., (2015) (13,27%) e Oliveira et al. (2014) (8,1%). Apds o despolpamento
do fruto de acai, as sementes podem ficar expostas ao sol por longos periodos, afetando,
desta forma, a umidade presente na biomassa. Além disso, quando esta biomassa ¢ usada
com a finalidade de produzir combustio ou para liberagdo de agucares fermentesciveis
através de hidrdlise acida, a umidade torna-se um fator preponderante, pois elevados
valores da mesma diminuem a capacidade calorifica na combustdo deste residuo, além de
diluirem a concentragdo das solugdes acidas, diminuindo a eficiéncia da hidrélise (NREL,
2009; RUALES-SALCEDO et al., 2018).

Os valores de proteinas encontrados neste trabalho (4,63%) foram semelhantes
aos encontrados por outros estudos, sendo relatados valores de proteinas que variaram de
1,7 a 4,3% (ARRUDA et al., 2018; FERREIRA et al., 2016; RAMBO et al., 2015;
OLIVEIRA et al., 2014), enquanto os valores de lipideos (1,93%), por sua vez, foram
semelhantes aos encontrados por Ferreira et al. (2016) (1,70 %). Além disso, com base
nos valores de pH e acidez total (Tabela 2), a biomassa seca do carogo de acai pode ser
considerada como um produto de baixa acidez.

As variagdes encontradas neste trabalho quanto ao teor de umidade, proteina,
lipideos e cinzas podem ser atribuidas as condi¢des de plantio, estdgio de maturagao dos
frutos, clima, localiza¢do geogréfica, periodo da colheita, tempo de exposi¢do do caroco

ao sol, além da propria variabilidade genética do material.
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3.2 Carboidratos estruturais presentes na biomassa seca de caroco de acai

Na Tabela 3 estdo descriminados os resultados da caracterizagdo dos extrativos,
carboidratos estruturais e lignina na biomassa seca de caroco de acai para a obtencao

detalhada da composi¢@o quimica da biomassa estudada.

Tabela 3 - Composicdo quimica da biomassa seca do carogo de acai quanto aos

carboidratos estruturais, extrativos e lignina.

Componentes %
Celulose 3,62+0,1
Hemicelulose 58,61 +1,72
Lignina Total 11,63 +£1,85
Extrativos 14+1,6
Grupos acetila 0,72+0,16
Proteina 4,63 +0,10
Cinzas 1,52 +£0,04
Lipideos 1,93 £0,41
Total 96,66

Basicamente, a biomassa celulésica ¢ composta de cadeias de celulose unidas
entre si por ligacdes de hidrogénio. Essas longas fibras celuldsicas sdo, por sua vez,
recobertas por hemiceluloses (formados principalmente por D-xilose e pequenas
quantidades, D-manose, L- arabinose, D-galactose, D-glicose, além de acido glucurénico
e acido manuronico) e lignina, sendo a celulose a maior fracao lignocelulosica da maioria
das biomassas. De acordo com Oliveira et al. (2014), as fibras de agai da palmeira Euterpe
oleracea apresentam 38,14% de celulose, 18,37% de lignina e 24,70% de hemicelulose,
e em outro estudo, Martins et al. (2009) relatou que as fibras do carogo de agai sdo
compostas por 37% de hemicelulose, 33% de lignina e 33% de celulose. Contudo,
trabalhos recentes demostraram que o carogo do agai possui principalmente hemicelulose
com grande concentragdo de manano - um polimero de manose - correspondendo a
aproximadamente 80% do total de carboidratos da semente e a cerca de 50% do seu peso

seco (MONTEIRO et al., 2019), confirmando os dados encontrados neste trabalho.
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3.3 Influéncia das variaveis do processo de pré-tratamento da biomassa seca de

caroc¢o de acai por hidrolise acida utilizando H3;PO4 e H2SO4

A Tabela 4 demonstra o rendimento de ART apo6s o pré-tratamento da biomassa

seca de carogo de agai com H3PO4 e H2SOas.

Tabela 4. Teores de acucares redutores totais (ART) produzidos durante o Delineamento
Composto Central Rotacional (DCCR) para a determinagdo das melhores condi¢des de
hidrolise acida da biomassa seca do caroco de agai utilizando acido fosforico (H3POs) e

acido sulfurico (H2SOs).

Variaveis dependentes

Variaveis independentes

H;POy H,SO,
Ensaio X, X, X; FSC  ART (g/L) FSC  ART (g/L)
1 1 30 5 0,96  293+1,5 1,06  1225+0,1°
2 4 30 5 1,12 3,93+0,1™ 121 17,65+0,03°
3 1 90 5 1,43 4,59 +0,1" 1,53 14,76 £0,1°
4 4 90 5 1,59 7,13 £0,3° 1,68  2540+0,5¢
5 1 30 20 0,96  11,92+1,3° 1,06  28,98+0,1°
6 4 30 20 1,12 1532+1,1¢ 121 59,60+0,2°
7 1 90 20 1,43 22,13+0,7° 1,53 57,54+0,6"
8 4 90 20 1,59  33,97+0,8° 1,68  103,12+0,58
9 0 60 12,5 * 9,62 +0,3" * 6,93 = 0,4"
10 5 60 12,5 1,48 30,07 +0,3" 1,62  44,70+0,7
11 2,5 9,54 12,5 0,55 11,04 +0,8" 0,69 15,93 £0,4°
12 2,5 110 12,5 1,61 22,77+0,7" 1,75  51,34+02
13 2,5 60 0,1 1,35 NA 1,49 NA
14 2,5 60 25 1,35 29,51 +0,4" 1,49  63,95+3,6
15 2,5 60 12,5 1,35 20,00 0,9 1,49  49,06+0,3'
16 2,5 60 12,5 1,35 22,19+0,9° 1,49 48,1606
17 2,5 60 12,5 1,35 21,29 +1.,8 1,49  4892+0,1'

Xi: Concentragao do acido (%, m/v). Xo: Tempo de hidrélise (min). X3: Concentrag@o de soélidos (%, m/v).
Letras iguais (coluna ou linha) ndo diferem significativamente (p < 0,05) para o teste de Tukey. NA: Nao-
detectado pela técnica. FSC: Fator de Severidade Combinado. *O fator de severidade ndo foi calculado

dada a concentragdo de 0% do acido diluido.
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Durante o tratamento com acido diluido ha a hidrélise do material lignocelulosico
ocasionando a liberacdo de mondmeros de agucar (Da SILVA et al., 2013). Apesar do
H3PO4 possuir um custo mais elevado quando comparado a outros acidos, como o H2SO4
e cloridrico (HCI), este pode ser considerado um 4cido mais fraco em relagdo aos acidos
citados anteriores, sua utilizagdo implica em um menor impacto ambiental, além de ser
menos corrosivo e toxico, este acido possui a presenca de fosforo, o qual pode ser
utilizado como nutriente pelos micro-organismos para a etapa de fermentacido pOs-
hidrolise (NAIR et al., 2015; LOPEZ-LINARES et al., 2013).

Se o tratamento acido for realizado sob condigdes suaves de concentracao de acido
e temperatura, a fracdo de hemicelulose pode ser extraida sem afetar significativamente
o conteudo de celulose e de lignina da biomassa (Da SILVA et al.,2013). Nesse sentido,
o fator de severidade (FSC) deve ser avaliado para garantir a liberacdo de mondémeros
glicosidicos ao mesmo tempo em que se evita ou minimiza o acumulo de produtos de
degradacao dos agucares.

De acordo com Tabela 4 a concentragdo de ART para o tratamento com H3PO4
variou de 0,2 a 33,97 g/L. O aumento do FSC contribuiu para maiores concentragdes de
acucares nos hidrolisados, sendo a maior concentragao obtida no ensaio nas condi¢des de
4% de acido, 90 min e 20% de solidos (33,97 g/L). Ao compararmos o ensaio 12 (2,5%
de 4cido, 110 min e 20% de solidos) com os ensaios 15,16,17 (2,5% de acido, 110 min ¢
20% de solidos), podemos observar que o aumento do FSC contribuiu para a redu¢do dos
ART, e este fato pode ser explicado devido a severidade do tratamento induzir a
degradacdo dos agucares e consequentemente a formagao de produtos de degradacdo dos
mesmos (MAURYA et al., 2015).

Ainda em relacdo ao tratamento com acido fosforico, ao compararmos o ensaio
10 (5% de acido, 60 min, 12,5% de s6lidos) com o ensaio 14 (2,5% de acido, 60 min,
25% de solidos), nota-se que os resultados apresentaram semelhanga estatistica a 5% de
significancia mesmo em condig¢des diferentes de hidrolise, que pode ter ocorrido devido
ao maior FSC do ensaio 10; no entanto, a maior concentragao de solidos do ensaio 14
também contribuiu para este resultado, pois elevados teores de s6lidos podem contribuir
para maiores concentragdes de agucares. Contudo, de acordo com a literatura, a utilizagao
de concentracdes demasiadamente altas de substrato diminui a eficiéncia da hidrolise
devido a redistribui¢do da lignina e as modificagdes estruturais do material

lignocelulésico (MARTINS et al., 2015; RAMOS et al., 1992).
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Apesar de diversos estudos demonstrarem que os tratamentos realizados a baixas
temperaturas e longos tempos de permanéncia podem ser eficazes utilizando solucdes de
H3PO4 com concentracio relativamente elevada (2—-6%) (VAZQUEZ et al., 2007;
GAMEZ et al., 2006; GAMEZ et al., 2004; UM et al., 2003; ISRAILIDES et al.,1978),
as temperaturas mais elevadas e menores tempos também sdo fontes de estudo. Nair et
al., (2015) ao realizar o pré-tratamento do farelo de trigo com H3POs diluido (0,5 - 3%
m/v), temperatura de reacdo (150 - 210 °C), tempo (5 — 20 min), e mantendo constante a
proporcao de sélidos em 15% (m/v), constataram que a condicdo de pré-tratamento que
apresentou o maior teor de actcares no licor (40,21 g/L) foi a concentracdo de acido a
1,75 %, temperatura 190 °C e tempo 10 min.

Ao analisar as concentragdes de ART dos hidrolisados tratados com o H>SO4
diluido, percebe-se a mesma tendéncia de aumento da concentragdo de ART com o
aumento do FSC. A concentracdo de acucares variou de 6,93 a 103,12 g/L (Tabela 9),
sendo a maior a concentragdo obtida no ensaio nas condigdes de 4% de acido, 90 min e
20% de solidos (103,12 g/L), seguindo desta forma a mesma tendéncia do planejamento
com o H3POs. Em todos os ensaios, as concentragdes de ART tratados com o H2SOg4
foram superiores aos tratados com acido fosférico. Em geral, as leveduras necessitam de
grandes concentragdes de aglicares como substrato para a fermentacdo (VALDUGA et
al., 2009). Por esta razdo, o tratamento da biomassa com o H>SO4 foi escolhido como o
acido mais eficiente para a producdo de ART, para posteriormente serem consumidos
durante a producdo de produtos de alto valor agregado pela levedura do género

Rhodotorula.

3.4 Influéncia do pré-tratamento da biomassa seca de caroco de acai com H2SO4

nos teores de ART, HMF e massa solubilizada

Apoés estabelecer que o pré-tratamento com o H>SOs diluido apresentava as
melhores concentragcdes de ART, avaliou-se a viabilidade do processo, pois o tratamento
acido age principalmente na solubilizagdo das hemiceluloses, contudo, tratamentos muito
severos degradam os agucares resultantes da hidrélise, formando inibidores
microbiologicos, como por exemplo, o HMF, o qual afeta o processo de fermentacdo

(MAURYA et al., 2015). Dessa forma, a avaliagdo dos teores de inibidores produzidos
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durante o pré-tratamento ¢ de extrema importincia, além disso, a solubilizacdo dos
componentes lignoceluldsicos também nos trazem dados relevantes sobre a eficiéncia do

processo, e estes dados podem ser visualizados na Tabela 5.

Tabela 5. Teores de acucares redutores totais (ART), hidroximetil furfural (HMF) e
massa solubilizada obtidos durante o Delineamento Composto Central Rotacional
(DCCR) para a determinagdo das melhores condi¢des de hidrdlise dcida da biomassa seca

do carogo de agai utilizando acido sulfurico (H2SO4).

Variaveis independentes Variaveis dependentes

Massa
Ensaio Xy Xs X3 FSC ART HME solubilizada
(g/L) (mg/L) %)

1 1 30 5 1,06 12,25+0,1* 5,60 + 0,4™ 27,93
2 4 30 5 1,21 17,65+0,03° 33,68+£0,5" 38,58
3 1 90 5 1,53 14,76 £ 0,1° 12,82 +£0,4° 31,94
4 4 90 5 1,68 2540+05% 90,30 £0,5 48,83
5 1 30 20 1,06 2898+0,1° 19,92+1,11 21,53
6 4 30 20 1,21 59,60+0,2" 82,06+ 1,0 35,23
7 1 90 20 1,53  57,54+0,6° 14,79+0,6° 29,25
8 4 90 20 1,68 103,12+0,5% 448,83 +8,2" 48,49
9 0 60 12,5 * 6,93 +0,4" 1,49 +0,6" 11,56
10 5 60 12,5 1,62 44,70+£0,7° 148,90+ 3,0 49,58
11 2,5 9,54 12,5 0,69 15,93 +0,4° NA 23,52
12 2,5 110 12,5 1,75  51,34+0,2 191,34+ 32" 41,22
13 2,5 60 0,1% 1,49 NA 0,59 £ 0,3* NA
14 2,5 60 25% 1,49 6395+36° 87,0112 33,28
15 2,5 60 12,5 1,49 49,06+0,3'  70,05+0,6" 37,13
16 2,5 60 12,5 1,49 48,16+0,6' 70,58 +0,4" 38,50
17 2,5 60 12,5 1,49  48,92+0,1' 72,53+0,6" 37,18

Xi: Concentragao do acido (%, m/v). X»: Tempo de hidrolise (min). X3: Concentragdo de solidos
(%, m/v). FSC: Fator severidade. Letras iguais (coluna ou linha) ndo diferem significativamente
(p < 0,05) para o teste de Tukey ART: Agucares Redutores totais. HMF: Hidroximetilfurfural
.NA: Nao detectado pela técnica. * O fator severidade ndo foi calculado dado a concentragdo de

0% de acido. Analises realizadas em triplicata.
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De acordo com Tabela 5, a concentragdo de ART para o tratamento com 4cido
sulfurico variou de 6,93 a 103,12 g/L. O aumento do FSC contribuiu para maiores
concentragdes de agucares nos hidrolisados, sendo a maior a concentragdo obtida no
ensaio nas condi¢des de 4% de acido, 90 min e 20% de solidos (103,12 g/L). No entanto,
o aumento do FSC também contribuiu para o aumento do teor de HMF no licor
hidrolisado, sendo a maior concentragdo encontrada no ensaio 8 (448 mg/Kg), o qual
corresponde ao maior fator de FSC (1,68). A toxicidade do HMF esta associada a danos
as c¢lulas da levedura, pois a presenca do grupo hidroximetil proporciona uma reducao
da hidrofobicidade e baixa permeabilidade da membrana, acarretando em taxas reduzidas
da conversdo deste composto. Desta forma, os micro-organismos fermentativos
redirecionam a energia do fluxo celular para reparar os danos causados por esses
compostos, proporcionando a redugdo dos niveis intracelulares de ATP ¢ NADPH,
causados pela inibi¢do enzimadtica ou pelo consumo/regeneragao de cofatores (SEHNEM
etal., 2013).

Os teores de HMF variaram de 0,59 a 448 mg/L, sendo as maiores concentragdes
encontradas nos ensaios que apresentavam os maiores FSC, como o ensaio 10 (5% de
acido, 60 min ¢ 12,5 % de solidos), ensaio 12 (2,5% de acido, 110 min e 12,5% de
solidos) e ensaio 8 (4% de acido, 90 min ¢ 20% de sélidos) com os valores de HMF de
148,90; 191,34 e 448,83 mg/L, respectivamente. Oliveira et al., (2014), em seu estudo,
realizou o pré-tratamento da biomassa do carogo de acai utilizando o H2SO4 diluido nas
condi¢des experimentais de concentragdo de acido (0,5 a 1% m/v), tempo de tratamento
(9,5a 111 min) e concentragdo de s6lidos (1,6 a 18%), e reportou teores de HMF variando
na faixa de 1 a 221 mg/L. As condi¢des mais brandas de FSC e menores concentracdes
de solidos podem ter contribuido para que o autor obtivesse menores concentragdes deste
composto.

Ao aumentar a quantidade de prdotons na solucdo aquosa através da adigao de 4cido
promove-se o aumento da reacdo de hidrélise, que segundo Herrera et al., (2003) pode
ser dividida em sete etapas: (1) difusdo de protons pela matriz lignoceluldsica umedecida;
(2) protonagao da ligacdo éter-oxigénio entre os agucares monoméricos; (3) quebra da
ligacdo éter (glicosidica) e producao de um carbocétion intermedidrio; (4) solvatacao do
carbocation com agua; (5) regeneracdo de protons e agucares monoméricos, oligdmeros
ou polimeros dependendo de qual ligacao éter foi quebrada; (6) distribui¢ao de produtos

na fase liquida e (7) retorno do processo ao segundo passo. Desta forma, o aumento da
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concentragdo de 4cido de 0 (ensaio 9) para 2,5% (ensaio 15,16,17) promoveu um aumento
de aproximadamente sete vezes na concentracdo de ART.

Ao analisar o ensaio 12 (concentragdo do 4cido 2,5%; tempo 110 min;
concentragdo de solidos 12,5%), com os pontos centrais 15,16,17 (concentrag¢do do acido
2,5%; tempo 110 min; concentragdo de sélidos 12,5%), observa-se que o aumento do
tempo de 60 para 110 min ndo promoveu um aumento esperado no teor de ART. Tal fato
pode ser explicado devido a severidade do pré-tratamento aplicado a biomassa ter
possibilitado que os acucares obtidos fossem degradados, ocorrendo a formacdo de
produtos de degradacdo e acarretando em uma declinio de concentragdo dos agucares
(ALVIRA et al., 2010; MAURYA et al., 2015).

Em relagdo aos teores de massa solubilizada das fracdes solidas da biomassa do
caroco de acai, obtidos apds o pré-tratamento utilizando o H2SO4 diluido, ocorreu uma
variagdo de 11,56% a 49,58% (Tabela 5). Neste sentido, pode-se afirmar que os maiores
teores de massa solubilizada ocorreram sob as condi¢des dos ensaios 8 (48,49%), 4
(48,83%) e 10 (49,58%) e que utilizaram as seguintes condi¢des de estudo: ensaio 8 (4%
de concentragdo de acido, 90 min ¢ 20% de sélidos), ensaio 4 (4% de concentracdo de
acido, 90 min e 5% de solidos) e ensaio 10 (5% de concentracao de acido, 60 min e 12,5%
de solidos).

De acordo com a literatura, o pré-tratamento acido da maioria dos materiais
lignoceluldsicos resulta na quase completa solubilizagdo de hemicelulose e de uma
digestdo parcial da celulose levando ao fornecimento de agucares monoméricos ou

oligoméricos (KIM et al., 2005; LOPEZ-LINARES et al., 2013; NAIR et al., 2015).

3.5 Metodologia de superficie de resposta para a determinacdo das melhores
condi¢des de pré-tratamento da biomassa seca do caroco de acai utilizando o H>SOy4
e H>SOq4

3.5.1. Pré-tratamento da biomassa seca utilizando H3;PQOq4

A influéncia de cada variavel no tratamento da biomassa com H3PO4 pode ser
acompanhada pelo grafico de Pareto (Figura 4), o qual demonstra que todas as variaveis

do processo e as interagdes das varidveis apresentaram efeito significativo no teor de ART
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oriundos do tratamento do carogo de acai com H3PO4 em um nivel de significancia de

10%.

Pareto Chart of Standardized Effects; Variable: Agucares redutores totais (g/L)
3 factors, 1 Blocks, 17 Runs; MS Pure Error=1.2117
DV: Aclcares redutores totais (g/L)

e

(3)S6lidos (%)(L) 12805425

(2)Tempo (min)(L)
(hacido (%)(L) 7

Sdlidos (%)(Q) ’

Tempo (min)(Q) .

acido (%)(Q)

1Lby3L % .
1Lby2L 3.189383

p=1

Standardized Effect Estimate (Absolute Value)

Figura 4. Grafico de Pareto dos efeitos das variaveis independentes no teor de aglicares

redutores totais (g/L) apds o tratamento utilizando H3POs.

Na Figura 4 ¢ possivel verificar que as componentes lineares (L) com valores
positivos das varidveis concentracdo de solidos, seguidas pelas varidveis tempo e
concentragdo de acido foram as que mais exibiram influéncia nos teores de ART obtidos
apos o pré-tratamento da biomassa com H3POy diluido, o que significa que ao variarmos
do menor nivel para o maior nivel, observamos o aumento nos teores de ART.

Na Tabela 6 podem ser visualizados os resultados da ANOVA para verificar a
significancia e a capacidade preditiva do modelo matematico proposto pela metodologia
de superficie de resposta para predizer os teores de ART apds a aplicagdo do pré-

tratamento da biomassa seca com H3POyq.
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Tabela 6. ANOVA (10% de significancia) para a determinacdo do teor de actcares

redutores totais (ART) ap6s aplicagdo do pré-tratamento com éacido fosforico (H3POs).

. Soma dos Graus de Quadrado
Fonte de variagdo . ‘ Valor F R?
Quadrados  Liberdade Médio
Regressao 1608,54 9 178,73 11,15 0,9348
Residuos 112,21 7 16,03
Falta de ajuste 109,78 5 21,96 18,12
Erro puro 2,42 2 1,21
Total 1720,74 16

Fo,1.9,7=2,72. (Valor de F Tabelado — Teste de Fisher, p <0,1)
Fo,1.5.2=9,29. (Valor de F Tabelado — Teste de Fisher, p <0,1)

O coeficiente de determinac¢do (R?) do modelo obtido foi de 0,9348, indicando,
desta forma, que o modelo consegue explicar 93,48% da variacdio dos dados
experimentais. Contudo, apds a andlise estatistica dos dados, o modelo matematico
proposto para a predi¢do do teor de ART apos o processo de hidrolise 4cida utilizando
H3POq4 foi considerado significativo, porém nao foi preditivo. Dessa forma, apesar de o
modelo matemadtico e a superficie de resposta ndo poderem ser gerados para fins
preditivos, foi possivel plotar as curvas de contorno apenas para ilustrar o processo e
determinar as melhores condigdes de hidrolise utilizando o H3POs na faixa testada

(FIGURA 5).
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Figura 5. Curvas de contorno para ilustrar as melhores condi¢des de hidrolise do carogo
de acai, utilizando H3POs, para a produgdo de acucares redutores (g/L). A= Influéncia
dos parametros tempo de hidrélise (min) e concentracdo de acido (%) na variavel
dependente ART (g/L); B = Influéncia dos parametros concentracdo de acido (%) e
concentragdo de soélidos (%) na variavel dependente ART (g/L); C= Influéncia dos
parametros tempo de hidrolise (min) e concentracdo de soélidos (%) na variavel

dependente ART (g/L)

Com base na visualiza¢do das curvas de contorno e com base nos experimentos
realizados, ¢ possivel verificar que as melhores condi¢des de hidrolise do carogo de acai
para a obtenc¢ao de maiores teores de ART utilizando H3POj € realizando o tratamento do

material com 5% de acido, 25% de so6lidos durante 110 min em autoclave.
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3.5.2. Pré-tratamento da biomassa seca utilizando H>SQO4

A influéncia de cada variavel (tempo, concentracao de sélidos e concentragio de
acido) no tratamento da biomassa com H2SO4 diluido pode ser acompanhada pelo gréafico
de Pareto (Figura 6), que demonstra que todas as varidveis do processo apresentaram
efeito significativo no teor de ART oriundos do tratamento do carogo de agai com H>SO4

em um nivel de significancia de 10%.

(solaos (/m e e
(1yacido (6)L) |/ ;;;;g; ) BEE @yrempo i) [

«
(3)S6lidos (%)(L )

1Lby: 2L

1LbyBL //// //// % A Loy3L
4cido (%)(Q) .
——-—"85°_ I —
Tempo (minkQ) [/ Stidos (/@) _
1Lby2L ‘ 2S04 (%)(Q) ’/ / 13
p=1 p 05
Standardized Effect Estimate (Absolute Value) ‘ Standardized Effect Estmate (Absolte Value)

(1)H2S04 (%)(L ) 43,29513

(2)Tempo (min)(L; )

(@)Ssiidos (%)(L) [/

LLLLLL

Figura 6. Grafico de Pareto dos efeitos das variaveis independentes no teor de agucares
redutores totais (g/L) (A), teores de hidroximetilfurfural (mg/L) (B) e massa solubilizada
(%) (C) apds o pré-tratamento utilizando H>SOs.

O gréfico de Pareto demonstra que o efeito que mais influenciou no teor de ART
foi a concentragdo de solidos (quanto maior a concentragcdo de solidos, maior o teor de
acucares) e a concentragdo de acido (quanto maior a concentracdo de 4cido, maior o teor
de agucares). Da mesma forma, os valores positivos do tempo também apontam que os

maiores teores de agucares serdo nos tratamentos com maior tempo de hidrolise.
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O gréfico de Pareto também demonstrou que todas as variaveis do processo
apresentam efeito no teor de HMF (em um nivel de significancia de 10%), sendo a
concentragdo de acido e o tempo as varidveis que mais influenciaram para a formagao
deste composto. Estes resultados eram esperados, pois a utilizacdo de elevadas
concentragdes de acido, aliado a altas temperaturas promovem a desidratagdo das hexoses
e consequentemente a producdo de furanos (ALVIRA et al, 2010; MAURYA et al.,
2015).

Além disso, na Figura 6 ¢ possivel acompanhar a influéncia de cada variavel no
tratamento da biomassa com dacido sulfurico diluido, o qual demonstrou que a
concentragdo de 4cido foi a variavel que apresentou o maior efeito significativo, altas
concentragdes de acido durante o tratamento provocam a hidrélise dos agiicares, mesmo
que esses posteriormente se transformem em outros compostos (Tabela 5). O tempo foi a
segunda variavel que apresentou maior efeito significativo, esta variavel quando aliada a
concentragdes de acido, mesmo em concentragdes baixas ou nulas, provocam a hidrolise
da biomassa e consequentemente afetam a sua massa solubilizada. A concentracdo de
solidos apresentou efeito negativo, ou seja, altas concentragdes de biomassa dificultavam
sua solubilizagdo, isto ¢ explicado, devido a transferéncia de massa durante a hidrélise,
pois altas concentragdes do material lignocelulésico dificultam o deslocamento do acido
na biomassa, além da lignina se redistribuir no material provocando modificacdes
estruturais lignocelulosicas dificultando a hidrélise, afetando de maneira negativa a massa
solubilizada (Martins et al., 2015; Ramos et al., 1992).

Na Tabela 7 podem ser visualizados os resultados da ANOVA para verificar a
significdncia e a capacidade preditiva dos modelos matematicos propostos pela
metodologia de superficie de resposta para predizer os teores de ART, HMF e massa

solubilizada apds a aplica¢do do pré-tratamento da biomassa seca com H2SOs.
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Tabela 7. ANOVA (10% de significancia) para a determinacdo do teor de actcares
redutores totais (ART), hidroximetilfurfural (HMF) e massa solubilizada apds aplicacao

do pré-tratamento com acido sulfurico (H2SOs).

. Soma dos Grausde  Quadrado
Fonte de variagdo . . Valor F R?
Quadrados Liberdade Médio

Acucares redutores totais

Regressao 10649,55 9 1183,28 19,78  0,9622
Residuos 418,79 7 59,83

Falta de ajuste 418,32 5 83,66 356,73

Erro puro 0,47 2 0,23

Total 11068,34 16

HMF

Regressao 173049,33 9 19227,70 6,92 0,8989
Residuos 19453,51 7 2779,07

Falta de ajuste 19450,1 5 9,8863 3,31

Erro puro 34 2 2,9883

Total 192502,8 16

Massa solubilizada

Regressao 1955,42 9 217,27 1,93 0,8989
Residuos 786,45 7 112,35

Falta de ajuste 785,247 5 104,294 0,83

Erro puro 1,207 2 126,158

Total 2741,865 16

Fo,1.9,7=2,72. (Valor de Frapetado — Teste de Fisher)
Fo,1:5,2=9,29. (Valor de Frapetado — Teste de Fisher)

De acordo com a ANOVA, para a predi¢do dos teores de ART, o modelo
matematico proposto ¢ significativo, pois o valor de F calculado da regressdo ¢ maior do
que 0 Frabelado pelo Teste de Fisher; contudo, o modelo ndo € preditivo, pois o valor F da

Tabela para a falta de ajuste deveria ser menor do que 0 Fabelado. Portanto, nao ¢ possivel
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utilizar o modelo matematico, nem obter superficie de resposta para fins preditivos. Da
mesma forma, para a predi¢ao da porcentagem da massa solubilizada, o modelo proposto
apesar de ter sido considerado preditivo, ndo apresentou significancia estatistica (p <0,1)
e, portanto, ndo foi utilizado para a determinacdo da otimizagdo das condi¢des do
processo.

Por outro lado, 0 modelo matematico proposto para a determinagdo dos teores de
HMF foi significativo, pois o valor de F calculado da regressao ¢ maior do que 0 F Tabelado
pelo Teste de Fisher, e preditivo, pois o valor F da Tabela para a falta de ajuste ¢ menor
do que 0 F wbelado (Tabela 7). O teste de Fisher para o Fregresao foi de 2,54 vezes maior que
0 Fiabelado € para o Fraiadeajuste f01 2,81 vezes menor, contudo, para ser considerado um
bom modelo significativo e preditivo 0 Fregresio € Fraltadeajuste deveria ser 5 vezes maior e
menor respectivamente, além de possuir um elevado R? (aproximadamente 1) ,
explicando desta forma, a totalidade das variancias do resultados (Box et al., 1978).

Para fins de ilustra¢do das tendéncias do processo, nas condi¢des testadas, foram
construidas curvas de contorno para os teores de ART, HMF e MS para melhor
visualizacdao das melhores condigdes de hidrolise 4cida da biomassa seca de caroco de

acai utilizando o H>SO4 (Figura 7,8 € 9).
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Figura 7. Curvas de contorno para ilustrar as melhores condi¢des de hidrolise do carogo
de acgai, utilizando H2SOs, para a produgdo de acucares redutores (g/L). A= Influéncia
dos parametros tempo de hidrélise (min) e concentracdo de acido (%) na variavel
dependente ART (g/L); B = Influéncia dos parametros concentracdo de acido (%) e
concentracdo de soélidos (%) na variavel dependente ART (g/L); C= Influéncia dos
parametros tempo de hidrolise (min) e concentracdo de soélidos (%) na variavel

dependente ART (g/L)

Com base na analise grafica, as melhores condi¢des de hidrolise do carogo de agai
para a obtencdo de maiores teores de ART utilizando H2SO4 ¢ realizando o tratamento
do material com 4% de H2SOa4, 25% de solidos durante 110 min em autoclave.

As curvas de contorno para a forma¢ao do HMF sao encontradas na Figura 8, onde
¢ possivel determinar a tendéncia do processo através da visualizacdo das condi¢des que
favorecem a formagio deste composto. E possivel constatar que a formagio de HMF
acontece em maiores tempos, concentragdo de acidos e concentragdo de so6lidos. No

entanto, de acordo com a Figura 8a, ainda seria possivel aumentar o tempo de hidrélise,
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quando as concentragdes de acido sdo inferiores a 2% sem que haja um aumento
expressivo na concentragdo de HMF. O mesmo ocorre quando a concentragdo de solidos
¢ aumentada e a concentragdo de 4cido mantida abaixo de 2% (Figura 8b). Sdo necessario
tempos maiores que 40 min para que haja a formacdo do HMF, mesmo com baixas

concentragdes de solidos (<5%). (Figura 8c).

Fitted Surface; Variable: HMF (mg/L) Fitted Surface; Variable: HMF (mg/L)
3 factors, 1 Blocks, 17 Runs; MS Pure Eror=1,705633 3 factors, 1 Blocks, 17 Runs; MS Pure Emor=1,705633

DV: HMF (mglL) DV: HMF (mglL)

TEMPO (Min)

N > 50
I <50
I <400
I <300
<200
B <100
0 1 2 3 4 5 S <0

CONC. H2804 |
Fitted Surface; Variable: HMF (mg/L)

3 factors, 1 Blocks, 17 Runs; MS Pure Error=1,705633
DV: HMF (mg/L)

TEMPO (Min)

I > 300
I <300
I <200
2 4 6 81012141618202224262:;00

CONC. SOLIDOS

Figura 8. Curvas de contorno para ilustrar as melhores condi¢des para a formacao de
Hidroximetilfurfural do caroco de agai utilizando H>SO4. A= Influéncia dos parametros
tempo de hidrélise (min) e concentragdo de acido (%) na varidvel dependente HMF
(mg/L); B = Influéncia dos pardmetros concentracdo de acido (%) e concentracdo de
solidos (%) na variavel dependente HMF (mg/L); C= Influéncia dos parametros tempo

de hidrélise (min) e concentragao de solidos (%) na variavel dependente HMF (mg/L).

82



DISSERTAGAO DE MESTRADO - WILLEN SILVA IGREJA 2020

Na figura 9 ¢ possivel analisar as curvas de contorno e suas influéncias para a

massa solubilizada.

Fitted Surface; Variable: MASSA SOLIBLIZADA Fitted Surface; Variable: MASSA SOLIBILIZADA
3 factors, 1 Blocks, 17 Runs; MS Pure Emor= 6036333 3 factors, 1 Blocks, 17 Runs; MS Pure Emor= 6036333
DV: MASSA SOLBILIZADA DV: MASSA SOUBILIZADA

CONC. SOLIDOS

TEMPO (Min)

Fitted Surface; Varable: MASSA SOLIBILIZADA
3 factors, 1 Blocks, 17 Runs; MS Pure Error= 6036333
DV: MASSA SOLIBILIZADA

TEMPO (Min)

. - 40
W <40
2 4 8 s1o:2uus1azo2224zegjgg

CONC. SOLIDOS

Figura 9. Curvas de contorno para ilustrar as melhores condigdes para solubilizagdo
lignoceluldsica do carogo de agai utilizando H>SOs. A= Influéncia dos parametros tempo
de hidrdlise (min) e concentragdo de acido (%) na variavel dependente massa solubilizada
(%); B = Influéncia dos parametros concentragdo de acido (%) e concentragao de s6lidos
(%) na variavel dependente massa solubilizada (%); C= Influéncia dos parametros tempo
de hidrolise (min) e concentracdo de solidos (%) na variavel dependente massa

solubilizada (%).

Na Figura 9a ¢ possivel observar que maiores concentragdes de tempo aliados a
maiores concentragdes de 4cido provocam maiores solubilizagdes do material
lignoceluldsico, em geral, tratamentos acidos provocam uma maior solubiliza¢do dos
componentes hemiceluldsicos (LOPEZ-LINARES et al; VASCONCELOS et al., 2013).
Pode-se constatar também que maiores concentragdes de solidos demandaram maiores
concentragdes de acido para a solubilizagdo do material (Figura 9b), além disso, elevadas
concentragdes de soOlidos demandavam tempo demasiadamente longos para a

solubilizacdo da biomassa (Figura 9c).
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3.6 Funcio desejabilidade para a melhor condicio do processo de pré-tratamento

da biomassa seca do caroco de acai com H,SOy4

A funcao de desejabilidade foi utilizada neste trabalho com o propésito de indicar
a tendéncia na faixa estudada, pois as maiores concentragdes de ART (103,12 g/L) foram
obtidas através das maiores concentragdes de H,SO4 € maiores tempos; no entanto, as
maiores concentragdes de inibidores também foram geradas nestas condi¢des (Tabela 5).
Desta forma, objetivou-se diminuir o FSC e minimizando as concentragdes de compostos
de degradacdo e inibitorios. A fungdo de desejabilidade para a otimizacdo das respostas
do pré-tratamento da biomassa do carogo de acai encontram-se discriminadas na Figura

10.
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Figura 10. Func¢do desejabilidade para as melhores condi¢cdes do processo de pré-
tratamento acido da biomassa seca de carogo de acai[concentra¢do de acido (%), tempo
reacional (min.) e concentragdo de solidos (m/v) para a obten¢cdo dos maiores teores de

acucares redutores totais (ART).

A concentragdo de acido, tempo e concentragdo de solidos (Figura 10) foram
selecionadas para que fornecessem resultados viaveis industrialmente, pois em escalas

industrias, para que o processo possa ser economicamente viavel, deve-se considerar que
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grandes concentracdes de dcidos podem ocasionar a corrosdo dos reatores elevando o
preco de manutencdo, a grande necessidade energética aliada a elevados tempos podem
ser economicamente inviaveis, também deve-se levar em consideragdo a necessidade de
custos adicionais para a neutraliza¢ao do licor. Além disso, altas concentrag¢des de acidos
aliadas a elevadas temperaturas promovem a producdo de produtos de degradacdo que
podem inviabilizar o processo de fermentacao se ndo forem retirados dos licores através
de uma etapa de purificagdo, aumentando o custo do processo (MAURYA et al., 2015).
Portanto, neste estudo, a concentragdo de acido de 3,5% (m/v), tempo de 70 min e
concentragdo de so6lidos de 25% (m/v) foram as condi¢des de processo selecionadas e os
resultados teodricos e experimentais para os teores de ART, HMF e massa solubilizada

estdo expostos na tabela 8.

Tabela 8. Resultados preditos e experimentais do pré-tratamento acido com H>SO4 obtidos a
partir da funcdo desejabilidade para os teores de acucares redutores totais (ART),
hidroximetilfurfural (HMF) e massa solubilizada utilizando a concentragdo de acido de 3,5%

(m/v), tempo de 70 min e concentragdo de solidos de 25% (m/v).

Tedrico Experimental Ccv
ART (g/L) 94,56 82,02 +£1,7 2,07%
HMF (mg/L) 273,21 264,73 £ 1,2 0,45
Massa solubilizada (%) - 41,44 + 1,33

Resultados experimentais realizados em triplicada. CV: coeficiente de variacao.

Os resultados teoricos ficaram proéximos aos resultados experimentais, indicando
que o processo possui uma boa predicao dentro das varidveis estudadas. A concentracio
de ART, HMF e MS nas condi¢des experimentais foram de 82,02g/L, 264,73 mg/L e

41,44% respectivamente.

3.7. Caracterizac¢ao dos agucares e compostos inibidores no licor recém-hidrolisado

e no licor neutralizado para utilizacio como substrato em processos fermentativos

Na tabela 9 ¢ possivel verificar os teores de aglicares e inibidores ap6s hidrolise,
no entanto, o pH do meio nestas condi¢des foi inferior a 1, impossibilitando o processo
fermentativo, portanto foi realizado uma neutralizacdo com sulfato de cdlcio até que o

meio apresentasse pH proximo a neutralidade. Os resultados por HPLC da hidrdlise com
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acido sulfurico a 3,5% (m/v); tempo 70 (min) e concentracdo de solidos de 25% estdo

dispostos na Tabela 9.

Tabela 9. Teores de aclcares e compostos inibidores microbiologicos no licor recém-

hidrolisado e apds a neutralizacdo para utilizagdo em processos fermentativos.

Licor hidrolisado e
Licor recém-hidrolisado

neutralizado*
Xilose (g/L) 50,93 £0,71 42,10+ 0,09
Glicose (g/L) 1,30+0,11 1,04 £ 0,09
Arabinose (g/L) 1,92 + 0,23 1,39+ 0,16
Celobiose (g/L) 0,93 £ 0,08 0,72 £0,07
Soma dos agucares (g/L) 55,08 +1,13 4525 +0,41
Fufural (mg/L) 9.8+1,0 8,8+0,7
Hidroximetilfurfural (mg/L) 337,9+ 50,0 238,2+20,0
Acido acético (g/L) 1,83 +0,11 1,76 +£ 0,04

*Licor hidrolisado nas condi¢des estabelecidas, seguido de neutralizagdo com K»>SOs, autoclavados a 121 °C por 15

min e filtrado, conforme procedimento a ser adotado para aplicagdo em processos fermentativos.

A hidroélise com acido sulftrico a 3,5% (m/v); 70 min e concentracao de so6lidos
de 25% possibilitou a obten¢do de um licor contendo 55,08 g/L. de agucares, sendo a
maior concentragdo desses agliicares compostos por xilose (50,93 g/L). Oliveira et al.,
(2014), ao realizar a hidrolise do caroco de agai utilizando a concentragdo de H>SO4 de
1,5 (m/v), tempo de 90 min e concentracdo de solidos de 15% (m/v) obteve no licor
proveniente da hidrolise 24,88 g/L de xilose. Logo, o tratamento com as condi¢des
apresentadas no presente estudo possibilitou um aumento de aproximadamente duas
vezes o teor de xilose (50,93 g/L).

As leveduras do género Rhodotorula spp, como por exemplo a R. graminis, a R.
mucilaginosa e a R. rubra apresentam capacidade de metabolizar a xilose (MUNCNER
& AUGUSTIN, 1995; HARI et al., 1992; XU et al., 2011), justificando o potencial de
utilizagcdo da biomassa de carocgo de agai como substrato para o crescimento microbiano.
Silva et al., (2011) cultivaram uma cepa de R. glutinis em um meio de cultura contendo
quantidade inferiores de xilose (28 g/L) (Tabela 9). Os autores paralelamente utilizaram

como controle um meio contendo glicose, seus estudos revelaram que ap6s 111 h de
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fermentagdo a concentragdo maxima de biomassa foi quase a mesma para as duas fontes
de carbono (4,14 e 4,30 g/L para glicose e xilose, respectivamente); no entanto, a taxa de
crescimento especifico para glicose (0,1 h) foi maior que a observada para xilose (0,05
h). Outro estudo realizado com a R. toruloides utilizou uma concentracao de xilose menor
que a deste estudo (40 g/L); os autores relataram que a taxa de crescimento da levedura
em meio contendo glicose foi o dobro da xilose, sendo que a fase de crescimento
exponencial da glicose durou 72 h em comparagdo com a xilose (40 h), (TTUKOVA et
al., 2019).

As concentragdes de furfural, hidroximetilfurfural e acido acético foram 9.8,
337,9 e 1,83 g/L, respectivamente. Estes compostos sdo considerados inibidores para o
crescimento de diversos microorganismos. (ALVIRA et al. 2010; MAURYA et al.,
2015). No entanto, Zhang et al., (2011) compararam o crescimento de R. glutinis em
glicose pura (20 g/L) e xilose (20 g/L) com 0,3 mL/L de furfural e 0,26 g de 4cido
acético/g de acgucar presente. O estudo indicou que a presencga de 0,26 g/Kg de acido
acético no acucar presente ¢ 0,3 mL/L de furfural tem efeitos inibitorios sobre o
crescimento de R. glutinis na glicose; porém estes compostos nao apresentaram efeitos
inibitérios quando a levedura foi inoculada na xilose.

Lin et al (2017) relataram um efeito inibitorio na R. glutinis quando a
concentragdo de acido acético atingiu 12 g/L; a concentra¢do de furfural de 800 mg/L
também provocou a inibi¢ao de crescimento da levedura durante 12 h e o HMF quando
adicionado a concentragdo de 200m g/L ndo apresentou efeito inibitorio no crescimento
da levedura; no entanto, concentragdes de 400 mg/L de HMF apresentam efeito inibitdrio
na biomassa. Vajzovic et al. (2012) relataram que concentragcdes menores que 3 g/L de
furfural ndo apresentaram efeito inibitoério para o crescimento da levedura R.
mucilaginosa, ¢ que o metabolismo da xilose pelo micro-organismo foi afetada
negativamente somente a partir desta concentracao.

Os teores de agucares liberados no licor hidrolisado da biomassa seca de carogo
de acai apds o pré-tratamento com H>SO4, assim como os baixos teores de inibidores
microbioldgicos, caracterizam o produto como um excelente substrato com elevado
potencial para ser utilizado em processos biotecnoldgicos para leveduras capazes de

metabolizarem xilose.
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3.8 Microscopia eletronica de varredura (MEV) da biomassa de caroc¢o de acai antes

e apos o pré-tratamento com H2SO4

As micrografias da biomassa de caroco de acai antes e apOs o tratamento com

H>S0O4 diluido nas condi¢des podem ser visualizadas na Figura 11.

ENT= 700K Sgalh=Sel

EAT= 700K SignlA=SE1
WD~ 125 Nage sx  Oste8Fe52020 ICROMNALISES - UFPA

WO~ t25mm Mage sy Ode S Feb2020 MCROMALSES - LFPA

Figura 11. Micrografias da biomassa antes e pos tratamento com acido sulfurico diluido
nas condigdes (3,5% (m/v); tempo 70 (min) e concentracao de sélidos de 25%). A,B,C:
caroco de agai in natura. D,E,F: caroco de agai apds pré-tratamento com H>SO4 diluido

nas condig¢oes (3,5% (m/v); tempo 70 (min) e concentracao de sélidos de 25%)

Através das micrografias obtidas por MEV, foi possivel observar que a biomassa
de carogo de acai antes do pré-tratamento (Figura 1la,b,c) apresenta caracteristicas
recalcitrantes, sem danos ou fissuras, apresentado pequenas protuberancias irregulares
devido ao processo de moagem do fruto. No entanto, apos o pré-tratamento com H.SO4
diluido (Figura 11d,e,f) foi possivel observar a perda da densidade maéssica, fissuras e
rompimento celular acentuado promovendo uma desorganizagdo estrutural parcial,
tornando o material mais poroso e amorfo; sendo estas modificagdes resultantes da massa
solubilizada pelo acido (principalmente a hemicelulose) e modificagdo parcial da

cristalizacdo da celulose. Além disso, as fissuras e rupturas observadas podem ser
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decorrentes da quebra de ligagdes entre os carboidratos e lignina (OLIVEIRA et al.,

2016).

4 CONCLUSAO

O pré-tratamento com H>SO4 mostrou-se mais eficiente que o pré-tratamento com
HP304. A melhor condigdo estabelecida para a hidrélise dos carboidratos do agai visando
processos fermentativos proporcionaram uma concentracdo de 55,08 g/L de acucares,
constituido majoritariamente de xilose (93%) e baixos teores de inibidores. O carogo de
acai ¢ um residuo agroindustrial com elevado potencial para ser utilizado como substrato
em processos biotecnologicos, contribuindo para uma estratégia ambiental e

socioecondmica de aproveitamento de residuos agroindustriais.
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CAPITULO 111

Producio de carotenoides por leveduras Rhodotorula rubra utilizando caroco de

acai (Euterpe oleracea Mart.) como substrato para a fermentacio
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Resumo

Os carotenoides sdo compostos bioativos lipossoluveis presentes em plantas, animais e
também em microrganismos, possuindo ampla aplicacdo biotecnoldgica, farmacéutica e
alimenticia. As leveduras do género Rhodotorula s3o capazes de biosintetizar
carotenoides no interior de suas células quando sdo submetidas a condi¢des adversas do
meio, esse processo biotecnoldgico pode ser industrialmente vidvel se o custo de
producdo puder ser minimizado através do uso de subprodutos de baixo custo como fontes
de nutrientes. Portanto o objetivo deste trabalho foi a produgao de carotenoides utilizando
o caroc¢o de acai como substrato para a fermentag¢do da levedura Rhodotorula rubra. O
caroco de acai foi submetido a uma hidrélise 4cida com acido sulftrico diluido, o qual
proporcionou um licor com 45,25 g/L de agtcares, sendo constituido majoritariamente de
xilose (93%), e baixas concentragdes de inibidores (0,0088 g/L de furfural; 0,2382 de
hidroximetilfurfural e 1,76 + de acido acético). Com relagdao ao cultivo da levedura,
observou-se que as melhores condi¢des de cultivo para a produgdo de biomassa foram as
condi¢des (pH 7, 40°C e 200 rpm) enquanto as melhores condi¢des para a biossintese de
carotenoides foram (pH 7, 30°C e 200 rpm), estas condi¢des proporcionaram 2,0040 g de
biomassa seca e uma concentracdo de carotenoides de 37,59 ng/g de biomassa seca.
Dentre os carotenoides identificados, o B-caroteno (77%), cis-y-Caroteno (6,9%) e

toruleno (4,5%) foram os carotenoides majoritarios produzidos. Portanto a levedura R.
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rubra exibiu alto potencial para biosintetizar carotenoides usando o carogo do agai como

substrato.

Palavras-chaves: Carotenoides, Rhodotorula rubra, agai, residuos agroindustriais.

1. INTRODUCAO

Os carotenoides sdo compostos bioativos lipossoluveis presentes em plantas,
animais e também em microrganismos. Sdo amplamente utilizados como corantes
alimenticios (B-caroteno, licopeno, luteina, astaxantina, bixina), sua ingestdo vem sendo
associado ao fortalecimento do sistema imunologico e também a diminuicao do risco de
desenvolvimento de diversas doencas cronico-degenerativas, tais como cancer,
inflamacdes, doengas cardiovasculares, cataratas, degeneracdo macular, entre outras
(LAVECCHIA et al., 2013).

A producdo de carotenoides por microrganismos vem despertando o interesse
econdmico e industrial nos Ultimos anos devido seu apelo natural. Nesse contexto, as
leveduras podem ser destacadas pelo seu uso como fonte proteica e pela capacidade de
crescimento em substratos de baixo custo ¢ alto teor de agucar (VALDUGA et al., 2009).
As leveduras do género Rhodotorula sdo unicelulares pigmentadas nao-fotossintéticas,
possuindo capacidade de produzir carotenoides no interior de suas células, sob
determinadas condi¢des de estresse no meio em que se encontram (SQUINA et al.,2003;
VALDUGA et al., 2009). Seu crescimento vem sendo relatado em diversos residuos
agroindustriais de baixo custo visando o barateamento da producao de carotenoides por
via biotecnologica (HERNANDEZ-ALMANZA et al., 2014), neste contexto, varios
residuos agroindustrias vém sendo utilizados como substrato para a produgdo de
carotenoides em leveduras do género Rhodotorula, por exemplo, efluentes de cervejaria,
efluente residual da fécula da batata, caldo de cana e residuos de café¢ (SCHNEIDER et
al, 2013; KOT et al, 2017; BONADIO et al., 2018; MOREIRA et al., 2018)

A Amazodnia possui uma vasta participagdo no mercado agroindustrial, sendo o
acai um dos principais produtos explorados (IBGE,2018), a polpa ou vinho ¢ o produto
obtido da cadeia produtiva do acai e corresponde a 15% do beneficiamento do fruto,

sendo 85% restante constituido do carogo e fibras, os quais sdo descartados (ALMEIDA
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2017). O estudo de utilizagdo de novos meios industriais de fermentacdo a partir de
residuos agroindustrias vem se intensificado nos ultimos anos (ROCHA et al., 2014;
MARTINS et al.,, 2015), podendo ser produzido a partir de vérios complexos
lignoceluldsicos representando uma fonte barata, renovéavel e farta (MAURYA et al.,
2015), possibilitando uma produg¢ao sustentavel e rentavel.

A levedura Rhodotorula rubra é capaz de biosintetizar carotenoides sob condigdes
de estresse em diversos substratos agroindustriais (FRENGOVA et al., 2006;
BANZATTO et al., 2013; BONADIO et al., 2018), o carogo de agai possui um elevado
potencial para a aplicag@o e viabilizacdo de barateamento da producdo de carotenoides
naturais. O carater inovador desta pesquisa baseia-se no fato de ndo hé dados na literatura

que avaliem o potencial deste residuo para este proposito (producao de carotenoides).

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Preparo do substrato a partir do caroco de acai

Os carocos de acai (Euterpe oleracea Mart) (25 kg) foram doados por uma fabrica
processadora do fruto na cidade de Castanhal, Pard, Brasil, cujos frutos foram
provenientes da cidade de Igarapé-Miri, no mesmo estado. O acesso a matéria-prima foi
cadastrado no Sistema Nacional e Gestdo do Patrimonio Genético e do Conhecimento
Tradicional Associado, (Cadastro: AF18EDC). A coleta dos carogos foi realizada logo

apos o despolpamento dos frutos para a obteng¢ao da polpa (suco) do acai

2.2. Preparo da biomassa seca de caroco de acai

Os carocos de agai foram lavados com agua corrente para a retirada dos residuos
da coleta e outras impurezas, seguido de sanitizagdo com solug@o de hipoclorito de sddio
(100 mg/L /10 min) e secagem em estufa com circulagdo forcada de ar (65 °C/48 h) até
que atingissem umidade < 10%, conforme recomendado pelo National Renewable Energy
Laboratory (NREL, 2009).

A biomassa seca foi triturada em um moinho de facas, e a biomassa utilizada foi
aquela aquele que passou na peneira de 20 mesh (0,841 mm) e foi retida na peneira de 60

mesh (0,250 mm).
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2.3. Preparo do pré-tratamento para obtencao do licor

Para a realizacdo do pré-tratamento, a biomassa seca foi submetida a uma hidrélise
acida com H>SO4 em frascos de borosilicato, sendo as condi¢des: Concentracao de H2SO4
3,5% (m/v), temperatura (121° C), tempo (70 min) e concentracao de solidos 25% (m/v).
Ap0s a etapa de hidrolise acida, a biomassa foi retirada dos frascos, filtrada a vacuo em
papel de filtro qualitativo previamente tarado, sendo o licor resultante neutralizado com
uma solucdo de sulfato de célcio (CaSO4) 2M até que atingisse um pH de 7.

O substrato foi novamente autoclavado a 121 °C por 15 min e filtrado para
remocdo da lignina decantada durante o processo. O substrato/licor foi caracterizado ao
final do processo e continha 42,10 £+ 0,09 g/L de xilose; 1,04 + 0,09 g/L de glicose; 1,39
+ 0,16 g/L de arabinose; 0,72 + 0,07 de celobiose; 0,0088 + 0,00071 g/L de furfural,
0,2382 + 0,02 de hidroximetilfurfural e 1,76 £ 0,04 de acido acético, conforme

caracterizagdo prévia (Capitulo I, sessdo 2.).

2.4. Rhodotorula rubra e preparo do in6culo

A levedura Rhotodorula rubra (CCT 3456) (Figura 1) foi adquirida da Fundacao
André Tosello (Campinas, SP, Brasil). A cepa foi mantida na UFPA (Laboratorio de
Biotecnologia) por repiques mensais em meios inclinados em tubos de ensaio contendo

meio YMA (Yeast Malt Extract Agar) e YEPD (Yeast Extract Peptone Dextrose).

Figura 1. Rhodotorula rubra em meio YMA (Yeast Malt Extract Agar).

Uma alcada da levedura R. rubra foi retirada do meio de manutencdo YEPD e
transferida para um erlenmeyer contendo 20 mL de meio de cultivo YEPA (1% de extrato
de levedura, 2% de peptona bacteriologica, 2% de glicose), sendo agitados a 100 rpm

durante 24 h a 25°C. Apos o tempo determinado, o inoculo foi transferido para um
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erlenmeyer contendo 180 mL do licor hidrolisado obtido a partir da biomassa seca do

caroco de agai (substrato).

2.5. Determinacido das melhores condicoes de bioproducido de carotenoides e

biomassa

A determinagdo das melhores condi¢des de bioproducdo de carotenoides e de
biomassa de R. rubra foi realizada a partir do delineamento composto central rotacional
(DCCR) 2° com trés variaveis independentes (pH, temperatura e agitagdo do meio), dois
niveis (-1 e +1), trés pontos centrais e seis axiais, totalizando 17 ensaios (Tabela 1), sendo
as variaveis de resposta: concentragdo de carotenoides totais (pg/g de biomassa
liofilizada) e concentragdo de biomassa liofilizada (g) . Os ensaios foram realizados em
erlenmeyer de 250 mL acoplados a uma estufa incubadora shaker contendo 200 mL do
residuo selecionado (180 mL do hidrolisado + 20 mL de inoculo), durante 120 horas sob
presenca de luz intensa (luzes de LED).

Apb6s o periodo de incubagdo, a suspensdo de células foi recolhida por
centrifugacao (200 rpm/10 min), congelada, liofilizada, pesada e mantida sob refrigeragao

a -20 °C até o procedimento de extragdo de carotenoides.

Tabela 1. Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR): niveis das variaveis

independentes (originais e codificadas).

Niveis
Variaveis
-1,68 -1 0 +1 +1,68
pH 1,6 3 5 7 8,4
Temperatura 21 25 30 35 39
Agitacao 66 100 150 200 234

2.6 Determinacao do teor de carotenoides totais

Ap6s o periodo de incubagdo, foi realizado o procedimento de extracdo exaustiva
dos carotenoides segundo Mandelli ez al. (2012). Resumidamente, o método consiste em

duas etapas, sendo a primeira responsavel pela ruptura das paredes celulares através de
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forca mecéanica com o auxilio de almofariz e pistilo para a extragdo exaustiva dos
carotenoides usando acetato de etila, seguido por metanol (1:1, v/v). Os carotenoides
totais foram determinados apos extragdo exaustiva do pigmento da biomassa liofilizada e
o teor foi determinado por espectrofotometria a 450 nm (MANDELLI ef al., 2012). Os
resultados foram expressos em pg de carotenoides/g de biomassa liofilizada (base seca),
utilizando o coeficiente de absorc¢do especifico do B-caroteno em éter de petroleo (2592)

(MANDELLI et al., 2012).

2.7 Perfil de carotenoides na condicio otimizada

O perfil de carotenoides foi determinado na biomassa resultante da melhor
condi¢do estabelecida através do planejamento experimental. Os carotenoides foram
analisados por cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) (Agilent, modelo Agilent
1260 Infinity, Santa Clara, CA, EUA), equipado com uma bomba quaternaria (G1311C),
uma valvula de inje¢do Rheodyne com loop de 20 pL, um forno (G1316A) e um detector
de arranjo de diodos (DAD) (G1328C). Para as analises cromatograficas, as amostras e
os solventes foram filtrados utilizando membranas de 0,22 e 0,45 um, respectivamente,
(Millipore, Billerica, MA, EUA).

Para a andlise de carotenoides, os extratos obtidos a partir da extra¢do exaustiva
da biomassa seca foram submetidos a particdo liquido-liquido, com éter de petroleo/éter
etilico (1:1, v/v), lavados com agua destilada, saponificados overnight (=16 h) com 10%
de KOH em metanol (1:1, v/v), re-particionado e secos sob fluxo de N», seguindo os
mesmos procedimentos descritos por De Rosso & Mercadante (2007). Os extratos
saponificados secos foram re-solubilizados em MTBE (éter metil-terc-butilico) e
injetados no HPLC. Os carotenoides da biomassa seca foram separados em uma coluna
C30 YMC (5 pm, 250 mm x 4,6 mm) com um gradiente linear de metanol/MTBE a 0,9
mL/min e com temperatura na coluna ajustada a 29 °C (CHISTE; MERCADANTE,
2012). Os espectros UV-Vis foram registrados entre 200 ¢ 600 nm e os cromatogramas
processados a 450 nm. Os carotenoides foram identificados de acordo com a ordem de
elui¢do, tempo de retencdo, co-cromatografia com padrdo auténtico, caracteristicas dos
espectros UV-visivel [(Amax, estrutura fina espectral (% III/II) e intensidade do pico cis

(%AB/AIl)] e de massa, em comparagdo com os dados disponiveis na literatura
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(SQUINA et al., 2003; BRITTON, 2004). O teor de carotenoides foi expresso como
porcentagem relativa (%) considerando a area dos picos assinalados a 450 nm,

considerando trés procedimentos de extragdo independentes (n = 3, base seca).

2.7 Analise estatistica

Os resultados (media = desvio padrdo) foram analisados pelo software Statistica
7.0 software (Statsoft Inc.) através da Anélise de Variancia (ANOVA) e pelo teste de
tukey (p < 0,05). As melhores condi¢des para a producdo de carotenoides foram
determinadas pela metodologia de superficie de resposta e analisada utilizando o software
Statistica® 7.0. Os coeficientes de regressdo foram obtidos através dos dados
experimentais ajustados ao modelo quadratico. A adequagdo do modelo foi determinada
pela falta de ajuste, coeficiente de determinagdo (R?) e pelos valores do teste de Fisher
(F-value) obtidos pela ANOVA. A significancia estatistica dos modelos e das variaveis
foram analisadas a 5% (a=0,05). O modelo quadratico foi utilizado para construir os

graficos de superficie de resposta e as curvas de contorno.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Producio de carotenoides pela levedura Rhodotorula rubra

Na Tabela 2, ¢ possivel acompanhar a producdo de carotenoides pela levedura R.
rubra utilizando como substrato o caroco de agai pré-tratado com H>SOa4. A producio de
carotenoides variou de 0,80 a 37,59 ng/g de biomassa seca, enquanto a producdo de
biomassa variou de 0,0909 a 2,004 g, sendo a maior concentragdo de carotenoides
encontrados no ensaio 6 (pH 7, temperatura 30 e 200 rpm). O pH inicial do meio de
cultivo vem sendo objeto de diversos estudos durante a carotenogénese, pois durante a
fermentagdo hd o decréscimo do pH decorrente da producdo de didxido de carbono e
acidos organicos produzidos pelos microorganimos, alterando o pH inicial e afetando o
sistema enzimatico das leveduras influenciando seu crescimento e sua carotenogénese

(FRENGOVA et al., 1994, NAGHAVI et al., 2014; KOT et al., 2017).
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Tabela 2. Producao de carotenoides pela levedura Rhodotorula rubra utilizando

como substrato o caroco de agai pré-tratado com H2SOs.

Variaveis independentes Variaveis dependentes
Biomassa Carotenoides totais
Ensaio X1 X2 X3
(2 (ng/g)
1 3 30 100 0,2401 0,80
2 7 30 100 0,3318 19,63
3 3 40 100 0,2316 9,06
4 7 40 100 0,1360 17,79
5 3 30 200 0,0909 18,38
6 7 30 200 1,1004 37,59
7 3 40 200 0,1603 1,09
8 7 40 200 2,0040 24,08
9 8,4 35 150 0,2715 7,51
10 1,6 35 150 0,1718 8,33
11 5 43 150 0,1940 26,67
12 5 27 150 1,0385 31,69
13 5 35 234 0,8446 15,94
14 5 35 66 0,2288 14,82
15 5 35 150 0,2020 9,60
16 5 35 150 0,2047 9,53
17 5 35 150 0,2033 9,54

Xi: pH. Xs: Temperatura (°C). X3: Agitacdo (RPM).

Através da Tabela 2 é possivel observar ao longo dos ensaios que houve uma
reducdo na produg¢do de carotenoides em pH mais baixos (pH 3), assim como em pH mais
elevados (8,4), contudo ¢ possivel observar que a R. rubra tolera meios alcalinizados
(ensaio 10 — Tabela 2), diferentemente de algumas leveduras do seu género, como por
exemplo, a levedura R. mucilaginosa (NAGHAVI et al., 2014).

Ao compararmos o ensaio 1 (pH 3, 30 °C e 100 rpm) com o ensaio 2 (pH inicial
7,30 °C e 100 rpm), foi possivel observar a influéncia do pH no crescimento celular e na
carotenogénese: ao aumentarmos o pH de 3 para 7, foi observado o aumento do
crescimento celular de 0,2401 g para 0,3318 g correspondendo a um aumento de 38%,

enquanto a produc¢do de carotenoides aumentou de 0,80 para 19,63 pg/g, correspondendo
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em um aumento de aproximadamente 2460%. Em um estudo semelhante, Mihalcea et al.
(2011) ao estudarem o efeito do pH nas leveduras R. rubra também concluiram que a
produgdo de carotenoides foi afetada no pH 3, assim como o crescimento celular foi
limitado no pH 8. Anteriormente, outros autores ja haviam indicado que a biossintese de
carotenoides e crescimento celular na R. rubra foi afetada em pH entre 3 e 4,5, relatando
uma inibicdo de crescimento em pH 3 (SHIH & HANG, 1996). Na levedura R.
mucilaginosa, o aumento do pH de 3 para 7 também resultou em um aumento no acimulo
de carotenoides (69,8 nug/g) (AKSU & EREN, 2005).

A temperatura em um processo fermentativo exerce grande influéncia na
concentragdo de enzimas, assim como em suas ativagdes ¢ desnaturagoes, sendo um dos
fatores que mais influenciam no crescimento e carotenogénese nas leveduras, devidos as
alteracdes nas vias biosintéticas (HAYMAN et al., 1974; Valduga et al., 2009b). De
acordo com a literatura, temperaturas entre 20-30°C ndo apresentaram efeito significativo
na concentracdo de biomassa e carotenoides nas leveduras R. rubra (MIHACEA et al.,
2011); portanto, foram estudadas temperaturas superiores a 30 °C (Tabela 2), sendo
possivel observar através dos ensaios 1 (pH inicial 3, 30 °C e 100 rpm) e 3 (pH inicial 3,
40 °C e 100 rpm) que o acumulo de carotenoides aumentou de 0,80 para 9,06 ug/g
(aumento de 1132%) quando o pH inicial do meio era 3 e a temperatura aumentou de 30
para 40 °C. Contudo, quando o pH inicial do meio foi 7, a mudanca de temperatura de 30
(ensaio 2) para 40 °C (ensaio 4) ocasionou uma redugdo no teor de carotenoides totais de
19,63 ng/g para 17,79 ng/g, e de biomassa de 0,3318 g para 0,1360 g, respectivamente.

Foi observado que a levedura R. rubra possui um efeito semelhante ao observado
em outras espécies de Rhodotorula que possuem seu sistema enzimatico desnaturado em
temperaturas superiores a 35 °C (AKSUN & EREN, 2005;2007), influenciando no
crescimento celular e na concentracdo de carotenoides. A levedura R. rubra apresentou
redu¢@o na produgdo de biomassa, variando de 1,03 g (ensaio 12) para 0,2 g de biomassa
(ensaios 15,16,17), resultando em uma reducdo de 500%. Contudo, a concentragdao de
carotenoides totais aumentou de 9,45 (médias dos pontos centrais) para 26,67 ug/g
(aumento de 282%), quando sua temperatura aumentou de 35 para 43 °C.

Ao analisarmos o efeito da temperatura em conjunto com o pH 7, através dos
ensaios 6 (pH 7, 30 °C e 200 rpm) e 8 (pH 7, 40 °C e 200 rpm), foi possivel observar que

nestas condi¢des de pH, o aumento da temperatura de 30 para 40 °C resultou no aumento
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do acimulo de biomassa de 1,10 para 2,00 g (aumento de 90%); no entanto, a sintese de
carotenoides diminuiu de 37,59 para 24,08 ug/g acarretando em uma diminui¢dao de
aproximadamente 35%. Dessa forma, foi possivel observar que as melhores condigdes
para o crescimento da biomassa ndo sdo as mesmas que para a producao de carotenoides.

A taxa de agitacdo também promoveu efeitos significativos na produgdo de
carotenoides e no crescimento celular. Ao compararmos os ensaios 13 (pH inicial 5, 35
°C e 234 rpm) e 14 (pH inicial 5, temperatura 35 °C e 66 rpm) com os ensaios 15, 16 e
17 (pH inicial 5, 35 °C e 150 rpm), € possivel observar que taxas de agitagdes inferiores
a 100 rpm promoveram um menor crescimento celular (0,8446 g), enquanto as taxas de
agitacdes superiores a 200 rpm favoreceram tanto o crescimento celular quanto a sintese
de carotenoides (0,2288 g e 14,73 nug/g respectivamente).

Estudos semelhantes utilizando leveduras deste género j& prediziam tal
comportamento, sendo relatado que baixas taxas de agitacao (100 a 150 rpm) promoviam
um menor crescimento celular na levedura R. glutinis devido a falta de nutrientes na
superficie das células enquanto taxas elevadas de agitagdo (>250 rpm) promovem a
ruptura celular e consequentemente a diminui¢do da taxa de crescimento e da sintese de

carotenoides (TINOI, et al., 2005).

3.2. Metodologia de superficie de resposta para determinacido das melhores

condi¢des de bioproducio de carotenoides e biomassa

A influéncia de cada variavel na producdo de biomassa e carotenoides pode ser
acompanhada pelo grafico de Pareto (Figura 2), o qual demonstra que todas as variaveis
do processo e as interagdes das varidveis apresentaram efeito significativo para ambas as

variaveis dependentes em um nivel de significancia de 5%.
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Pareto Chart of Standardized Effects; Variable: Carotenoides totais (ug/g)
3 factors, 1 Blocks, 17 Runs; MS Pure Eror=,0013816 Pareto Chart of Standardized Effects; Variable: Biomassa (g)
DV: Carotenoides totais (ug/q) 3 factors, 1 Blocks, 17 Runs; MS Pure Error=,0000018
DV:Biomassa (g)

Temperatura (°C)(Q) , 7 7 7//586,5468
7 , 1LbyaL

(1)pH(L) (3)Agitagao (rpm)(L) 91,8047
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Standardized Effect Estimate (Absolute Value) Standardized Effect Estimate (Absolute Value)

Figura 2. Grafico de Pareto para os efeitos do pH, temperatura e agitacdo durante o

planejamento experimental; (A). Carotenoides totais (ig/g); (B). biomassa (ug/g).

Conforme o grafico de Pareto (Figura 2), observa-se que todas a variaveis
independentes tiveram influéncia sobre o teor de carotenoides totais e quantidade de
biomassa produzida. Para a produ¢do de carotenoides totais observa-se que o aumento
das variaveis independentes temperatura e pH foram as varidveis que mais influenciaram
no processo, indicando que a producdo de carotenoides € proporcional a estas variaveis,
ou seja, um aumento na temperatura e no pH (nivel mais baixo para o nivel mais alto)
proporcionam um aumento na produ¢do de carotenoides.

Para a concentragdo de biomassa, no entanto, as variaveis que mais influenciaram
no processo foi a interag@o entre as variaveis dependentes pH e agitacdo, indicando que
a interacdo entre estas ¢ capaz de promover um aumento significativo na produ¢do de
biomassa.

Apés a realizacdo da andlise de variancia (ANOVA), o modelo proposto
apresentou coeficiente de determinagdo de 76,70 % (R?> = 0,7670) para o teor de
carotenoides totais e 77,25 % (R? = 0,7725) para a quantidade de biomassa produzida
(Tabela 3).
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Tabela 3. Anova dos efeitos na biomassa e producao de carotenoides durante o processo
fermentativo utilizando como substrato o carogo de agai usando um modelo de superficie

de resposta quadratica.

Fonte de Soma dos Grausde Quadrado
Valor de F R?
varia¢io quadrados Liberdade  médio
Carotenoides
totais (ng/g)
Regressao 1296,05 9 144,01 2,56* 0,7670
Residuos 393,68 7 56,24
Falta de ajuste 393,679 5 78,7358  56987,20**
Erro puro 0,003 2 0,0014
Total 1689,730 16
Biomassa (g)
Regressao 3,22 9 0,36 2,64* 0,7725
Residuos 0,95 7 0,14
Falta de ajuste  0,947137 5 0,189427 103890,71%**
Erro puro 0,000004 2 0,000002
Total 4,163439 16

Fo,05;9,7=2,56; Fo05.5.2= 19,3 (F = Valor tabelado — Teste de Fisher). *Modelo
ndo significativo (p<0.05). **Modelo nado preditivo (p<0.05).

Os valores calculados para o teste de Fisher relacionados a regressdo e falta de
ajuste do planejamento demostraram que os modelos gerados para as duas variaveis
dependentes ndo foram significativos e nem preditivos, nesse sentido, para a faixa de
variacdo selecionada neste estudo, os modelos gerados ndo podem explicar o
comportamento do processo.

Apesar de o modelo matematico e a superficie de resposta ndo poderem ser
gerados para fins preditivos, foi possivel plotar as curvas de contorno apenas para ilustrar
a tendéncia de processo para a producao de carotenoides totais e biomassa dentro da faixa

testada (Figuras 3 e 4).
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Curvas de contorno para ilustrar as melhores condigdes de produgdo de carotenoides

totais (ug/g) durante a fermentacao utilizando como substrato o carogo de agai.
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Figura 4. Curvas de contorno para ilustrar as melhores condi¢des de produgdo de

biomassa (j1g/g) durante a fermentagao utilizando como substrato o carogo de agai.

Segundo as curvas de contorno (Figura 3), as maiores concentracdes de
carotenoides tendem a ser biosintetizados nas condi¢des de cultivo proximas ao pH 7,
com temperaturas de 30°C e taxa de agitagdo proximas a 200 rpm, em relacdo a todas as
variaveis independentes estudadas.

O mesmo comportamento ndo pode ser observado para a producdo de biomassa
(Figura 4), a qual foi favorecida em temperaturas mais elevadas (40°C), pH préoximo a
neutralidade (7) e agitagdes proximas a 200 rpm, promovendo um aumento na taxa de
oxigénio dissolvido e maior contato entre a biomassa e os nutrientes do meio, indicando
desta forma que as melhores concentracdes para a producdo de biomassa nio sdo as
mesmas que para a producdo de carotenoides.

Com base nos resultados obtidos a partir do planejamento experimental, a melhor
condi¢do de cultivo para a levedura Rhodotorula Rubra utilizando o carogo de agai como

como fonte de substrato foram pH igual a 7, temperatura de 30 °C e agitagdo de 200 rpm.
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3.3 Perfil de carotenoides produzidos pela R. rubra utilizando o caroco de acai

como como fonte de substrato

A Figura 5 apresenta o cromatograma com o perfil de carotenoides obtidos em
HPLC a partir do extrato da biomassa de Rhodotorula rubra cultivadas na melhor
condicdo (pH igual 7, temperatura de 30 °C e agitagdo de 200 rpm). Um total de 7
carotenoides foram identificados (majoritarios), dos quais 1 ndo pode ter a estrutura
quimica identificada com as informacdes obtidas pela técnica aplicada. A eluicdo dos
pigmentos ocorreu em 60 min e a identificagdo dos picos e estruturas dos carotenoides

estdo apresentadas na Tabela 4.
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Figura 5. Cromatograma obtido por HPLC-DAD dos carotenoides durante a

fermentagdo utilizando o carogo de acai como substrato.
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Tabela 4. Caracteristicas e composicao dos carotenoides majoritarios (ng/g de biomassa
seca) produzidos pela levedura Rhodotorula rubra a partir da utilizagdo do carogo de agai

como substrato.

Pico? Carotenoides fe‘i;‘;gl;i%z ;1,: (mtil;)b Amax (nm)° %IIII I %ﬁ;/
I 13-cis-B-Caroteno 2,1£0,1 26,7 340,419, 442,470 20 55
2 B-Caroteno 77+4 32,9 420, 452, 478 30 0
3 9-cis-B-Caroteno 3£1 34,8 346, 420, 448, 472 20 21
4  cis-Toruleno 1,9+ 0,4 47,7 378,450,480, 510 16 66
5  cis-y-Caroteno 6,9+1,2 48,6 346,435,462, 492 55 0
6 Nao-identificado 3,0 £1,7 493 440, 472, 510 nc nc
7  Toruleno 4,5+0,5 50,2 460, 484, 518 39 0

“Numero do pico de acordo com o cromatograma (Figura 5). *Tempo de retengdo na
coluna Cso. ‘Fase movel: metanol/ éter metil-terc-butilico (MTBE). Nc= ndo calculado.

*Calculado considerando a 4rea dos picos assinalados.

Todos os picos majoritarios, foram correlacionados e quantificados quanto a curva
padrdo de - Caroteno. A porcentagem relativa dos picos variou de 1,9 a 77% (Tabela 4).
Dentre os compostos quimicos identificados, 5 apresentam atividade de provitamina A:
o all-trans-B-caroteno, o 9-cis-f-caroteno, 13-cis-f-caroteno, cis-y-Caroteno o e toruleno,
sendo o B-caroteno o mais estudado, pois € o que possui a maior atividade provitamina A
(KRINSKY & JOHNSON, 2005), sendo amplamente relatada sua producdo
microbiologica em  diversos  microrganismo como  Blakeslea  trispora
(MANTZOURIDOU et al., 2008), Phaffia rhodozyma (LIU et al., 2006),
Rhodosporidium toruloides (DIAS et al., 2015), Sporidiobolus salmonicolor (VALDUGA
et al., 2009) e leveduras do género Rhodototula (SQUINA et al., 2003; AKSU & EREN.,
2005; Cheng & Yang, 2016).

Ha uma escassez de dado na literatura que avaliem a potencial carotenogénese da
levedura Rhodotorula rubra usando como substrato residuos agroindustriais. Banzatto et
al. (2013) relatou a producao de carotenoides por R.rubra cultivadas em meios a base de
caldo, melago e xarope de cana, os principais carotenoides produzidos foram toruleno,

torularodina e B- caroteno. Frengova et al. (2006) relataram que B-Caroteno (51,1%) € o
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principal carotenoide produzido pela levedura R. rubra usando soro de leite como
substrato, seguidos de torularodina (33,7%) e toruleno (12,9%).

Em estudos com a linhagem R. mucilaginosa para carotenogénese a partir de
residuos alimentares, foi reportado a utilizagdo de melago como substrato, neste residuo
a levedura R. mucilaginosa biosintetizou carotenoides naturais com uma composicao de
67,5% de toruleno, 23,8% de B-caroteno e 8,7% de torularodina (Cheng & Yang, 2016).

Com base nos resultados obtidos, podemos inferir que a levedura Rhodotorula
rubra foi capaz de biosintetizar a xilose presente no licor, utilizando o aglicar para
producdo de carotenoides. Através da rota metabodlica deste pigmento aliada aos
carotenoides identificados (Tabela 4), pode-se concluir que a levedura foi capaz de formar
y-caroteno, o qual sofreu uma ciclizagdo para formar para B-caroteno e/ou duas para
formar toruleno, contudo, as condi¢des de cultivo podem ter impossibilitado a levedura

de hidroxilar e oxidar o toruleno para a formagao da torularodina.

4, CONCLUSAO

A levedura Rhodotorula rubra conseguiu utilizar a o carogo de acai como fonte
de substrato para a biossintese de carotenoides sem a necessidade de suplementagdo do
meio fermentativo, sendo os carotenoides majoritarios B-caroteno (77%), cis-y-Caroteno
(6,9%) e toruleno (4,5%), evidenciando o agregado valor biotecnoldgico e industrial na
utilizagdo de residuos agroindustriais como substrato para a produgdo de carotenoides por

leveduras do género Rhodotorula rubra.
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