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RESUMO

Uma caracteristica importante da producdo de um bioproduto é a formulagcao
de um meio de cultivo industrial promissor que possa utilizar matéria prima de custo
inferior. Para a bioproducéo de carotenoides que exercem fungéo bioldgica importante,
foram combinadas as fontes de carbono e nitrogénio de substratos complexos através
de delineamentos experimentais, buscando a otimizagdo na producéo de carotenoides
pela levedura Sporidiobolus pararoseus, a 25 °C, 180 rpm e pH inicial 6. Dessa forma,
foi definido 0 meio de cultivo contendo 40 g.L™' de melaco de cana de agticar e 6,5 g.L
' de agua de maceracdo de milho em 168h, que alcancou uma producdo de
carotenoides 520,94 ug.L" (73,19 ug.g’'), com uma concentracéo celular de 7,82 g.L™",
com produtividades em carotenoides de 3,10 pg.L".h™" (0,436 ug.g'.h") e biomassa
0,05 g.L'h'. Para o meio formulado com glicerol bruto (30 g.L") e agua de
maceracdo de milho (52,9 g.L"), ocorreu & producéo de 779,60 ug.L™" (65,64 pg.g”),
com 11,65 g.L'1 de biomassa, uma produtividade em carotenoides de 4,64 pg.L”
(0,391 pg.g”’) e uma produtividade em biomassa de 0,069 g.L'. No entanto, na
bioproducédo com substratos pré tratados com acido sulfurico para o meio melago (40
g.L™") com &gua de maceragdo de milho (6,5 g.L") foi obtido um incremento em todas
as respostas com concentragéo de carotenoides de 936,35 pg.L™" (79,63 pg.g™), com
12,02 g.L" de biomassa, uma produtividade em carotenoide de 5,57 pg.L" (0,474 ug.g
"), sendo a produtividade em biomassa de 0,072 g.L".h"". No entanto para o meio
formulado com glicerol bruto (30 g.L™") e 4gua de maceracdo de milho (52,9 g.L™") pré
tratado com &cido sulfarico foi obtida uma producéo de 614,33 pg.L™" (46,89 ug.g™),
com 13,03 g.L" de biomassa, sendo sua produtividade em carotenoides de 4,27 pg.L
'h (0,0326 pg.g'.h") e produtividade em biomassa de 0,091 g.L'. Ainda foi
observado que o processo de secagem por liofilizacdo apresentou um ganho de
aproximadamente 44% na recuperagao dos carotenoides. Dessa forma demostrando o
potencial da Sporidiobolus pararoseus como fonte de carotenoides utilizando
coprodutos agroindustriais.

Palavras-chaves: leveduras, coprodutos e planejamento experimental.
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ABSTRACT

An important characteristic in the production of a bioproduct is the formulation of
a promising industrial culture medium that can use low cost raw material. For the
bioproduction of carotenoids that exert an important biological function, carbon and
nitrogen sources of complex substrates were combined through experimental designs,
seeking to optimize the production of carotenoids by Sporidiobolus pararoseus yeast at
25°C, 180 rpm and initial pH 6. Thus, the culture medium defined contained 40 g.L™" of
sugar cane molasses and 6.5 g.L™" of corn steep liquor in 168h, reaching a carotenoid
production of 520.94 pg.L™" (73.19 pg.g™), with a cell concentration of 7.82 g.L, with a
carotenoids productivity of 3.10 pug.L™".h™" (0.436 pg.g".h") and 0.05 g.L".h" biomass.
With the medium formulated with raw glycerol (30 g.L™") and corn steep Ilquor (529 g.L'
"), a production of 779.60 ug.L" (65.64 pg occurred with 11.65 g.L"" of biomass,
and a caroten0|d productlon of 4. 64 pg.L™ (O. 391 ug.g’") and biomass productivity of
0.069 g.L™". However, in bioproduction with substrates pretreated with sulfuric acid for a
molasses medium (40 g.L") with corn steep liquor (6.5 g.L") an increase in all
responses was obtained with the carotenoids concentration of 936.35 ug.L™"' (79.63
ug.g"), with 12.02 g.L' biomass, a carotenoid yield of 5.57 p.L"" (0.474 pg.g”) and
biomass productivity of 0.072 g.L".h"'. However, for the medium formulated with raw
glycerol (30 g.L") and corn steep liquor (52.9 g.L™") pre-treated with sulfuric acid a
production of 614.33 pg.L" (46.89 pg.g”') was obtained, with 13.03 g.L"" biomass, and
its carotenoids productivity of 4.27 pg.L'.h" (0.0326 upg.g'.h’') and biomass
productivity of 0.091 g.L™". It was also noted that the freeze-drying process showed a
gain of approximately 44% in the recovery of carotenoids. Thereby demonstrating the
potential of Sporidiobolus pararoseus as a source of carotenoids using agroindustrial
byproducts.

Keywords: yeast, coproducts and experimental design.
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1. INTRODUGAO

Os carotenoides sdo  hidrocarbonetos  lipossoluveis  encontrados
abundantemente na natureza com mais de 600 estruturas caracterizadas. S&o
pigmentos que tem uma variagdo de cor do amarelo até o vermelho podendo
apresentar ainda colocacdo roxa, encontrados em frutas, vegetais, flores e micro-
organismos (TINOIA et al., 2005), nos quais sao sintetizados pela rota metabélica dos
isoprendides. Aproximadamente 80 carotenoides sa@o sintetizados por bactérias
fotossintéticas, alguns fungos filamentosos, algas e leveduras (UENOJO et al., 2007).

Os pigmentos carotenogénicos sao utilizados na elaboracdo de cosméticos,
farmacos e na industria de alimentos como aditivo alimentar, corantes e precusores de
vitamina A (pro-vitamina A). Nas Ultimas décadas dentre os pigmentos naturais, os
carotenoides apresentam destaque devido as suas propriedades fisiolégicas, como
acao antioxidante. Seu papel na prevencdo de doencas cardiovasculares e cancer,
revelando atividades protetoras frente a injurias causadas por metais, atuando também
no fortalecimento do sistema imunolégico e redugdo do risco de doencas como
catarata e degeneragdo macular vém sendo descrito (FRENGOVA et al., 1994;
MULLER et al., 2003; AKSU e EREN, 2005).

Na industria de alimentos a utilizacdo de corantes obtidos por via sintética, foi
popularizada nos anos 80 (DOMINGUEZ-BOCANEGRA et al, 2007), entretanto
salienta-se que 0 uso desses aditivos quimicos, pode apresentar potencial alergénico
e cancerigeno (MORAIS, 2006). Além disso, nas ultimas décadas os aditivos sintéticos
foram caracterizados negativamente pelos consumidores que passaram a preferir
corantes naturais adicionados aos produtos (ABEROUMAND, 2011). Dessa forma, o
aspecto negativo do uso dos corantes sintéticos, promoveu um crescente interesse na
utilizacao de carotenoides obtidos por processos biotecnologicos. Corroborando a este
fato, a producdo microbiana de pigmentos pode ser obtida em um curto prazo de
tempo, em qualquer época do ano, com uso de pequeno espaco para producao,
utilizando substratos de baixo custo, com controle das condicbes de cultivo, além de
receberem a denominagéo de corantes naturais (VALDUGA et al., 2009).

Os carotenoides podem ser tanto produzidos por processos quimicos (extracédo
com solvente) a partir de plantas e animais, ou biologicamente sintetizados por micro-
organismos que além das vantagens citadas anteriormente ainda apresentam
facilidade de aumento da producédo pela manipulacdo ambiental ou genética.

Existem alguns micro-organismos produtores de carotenoides, destacando-se a
Blakeslea trispora (NANOU e ROUKAS, 2011), Monascus purpureus (DHALE et al.,
2010), Sporidiobolus salmonicolor (VALDUGA et al., 2009), Phaffia rhodozyma
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(RAMIREZ, 2000; FRENGOVA e BESHKOVA, 2009; MONTANTI et al., 2011),
Sporidiobolus pararoseus (CABRAL et al., 2011; YANG et al, 2011) Halococcus
morrhuae (MIRANDA, 2010), Dunaliella bardawil (GOMEZ et al., 2003; DODDAIAH et
al., 2011), Haematococcus pluvialis (OLAIZOLA, 2000; REIS, 2012), Hemerocallis
disticha (HSU et al., 2011), Agrobacterium aurantiacum (CHUMPOLKULWO et al.,
1997), Rhodotorula glutinis (BUZZINI, 2000) e Rhodotorula mucilaginosa (AKSU e
EREN, 2005).

Dentre as leveduras carotenogénicas destacam-se a Phaffia rhodozyma,
Sporidiobolus pararoseus, Pichia fermentans e Rhodotorula mucilaginosa produtoras
de astaxantina, toruleno, B - criptoxantina, luteina e B - caroteno, obtidos a partir do
aproveitamento de diferentes coprodutos e residuos agroindustriais, utilizados como
substratos alternativos, apresentando potencial antioxidante (SILVA, 2009; SILVA,
2010; OTERO, 2011, CIPOLATTI, 2012).

Porém, a obtengao microbiana de carotenoides é limitada principalmente pelo
custo elevado de produgcdo. Entretanto, este custo pode ser minimizado
aperfeicoando/otimizando seu processo e aproveitando coprodutos industriais de
menor custo como fontes nutrientes alternativas (MALDONADE et al., 2007).

Coprodutos agroindustriais como farelo de soja, caldo de cana, ureia, mosto de
uva, soro de leite, extrato de batata doce, agua de maceragdo de milho, melaco de
cana, glicerol bruto e agua de parbolizacdo de arroz podem ser utilizados como
substratos no meio de cultivo, por diferentes micro-organismos para producédo de
pigmentos, como fontes de carbono e nitrogénio alternativas.

Por outro lado, os meios agroindustriais possuem composicao variavel devido a
sua complexidade, o que pode ser responsavel pela inibicdo na producao de corantes
(TREICHEL, 2004). Altas concentragbes de metais pesados nos meios de cultivo
podem resultar graves problemas durante o cultivo, tais como retardamento do
crescimento microbiano, producdo de outros bioprodutos que podem ocasionar
intoxicacdo do inoculo e interferéncia do pH (ROUKAS, 1998; BERWANGER, 2005).
Entretanto estes contaminantes encontrados nos meios agroindustriais podem ser
removidos parcialmente com pré tratamento adequado promovendo meios com
aspecto clarificado, ndo provocando interferéncia no cultivo submerso e promovendo
uma produtividade maior que os meios sem tratamentos.

Neste contexto, este trabalho visou abordar a producdo de carotenoides em
coprodutos agroindustriais como substratos alternativos, avaliando o uso de pré

tratamentos com a levedura Sporidiobolus pararoseus.
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2. OBJETIVOS
2.1. Objetivo Geral

O objetivo deste trabalho foi estudar a bioproducéo de carotenoides em meios
agroindustriais com e sem pré tratamentos, através de cultivos submersos por
Sporidiobolus pararoseus, utilizando os coprodutos a agua de maceracao de milho,

glicerol bruto e melago de cana de agulcar.
2.2. Objetivos Especificos

- Otimizar as condigbes de producao de carotenoides em frascos agitados,
através da metodologia de planejamento experimental, tendo como variaveis as
concentracoes dos componentes de dois meios de bioprodugéo: melago de cana de
acucar e agua de maceragao de milho; e glicerol bruto com agua de maceragao de
milho;

- Realizar estudo para definir a melhor condicdo do pré tratamento com terra
diatomacea para o melago de cana de aclcar € a agua de maceragao de milho;

- Avaliar a influéncia dos pré tratamentos (carvao ativo, terra diatomacea, acido
sulfurico e acido fosférico) na condicdo otimizada previamente para produgédo de
carotenoides nos dois meios de cultivos agroindustriais propostos;

- Verificar a influencia do método de secagem e maceragao da biomassa para
recuperacao dos carotenoides.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA
3.1. Estrutura quimica dos carotenoides

Os carotenoides sao pigmentos orgéanicos distribuidos de forma abundante na
natureza tendo mais de 600 compostos diferentes identificados, entretanto somente 50
podem ser absorvidos e metabolizados pelo organismo humano, podendo
apresentando atividade pro6 vitamina A (MELLO, 2002; OREOPOULQOU, 2006).

A estrutura basica de um carotenoide consiste em um tetrapenoides Cuqo
(hidrocarbonetos e seus derivados), ou ainda definidos como oito unidades
isoprendides (Cs) de cinto atomos de carbono, formando uma estrutura com quarenta
atomos de carbono podendo ser ciclizado em ambas as extremidades. Os
carotenoides sdo divididos em duas classes, xantofilas e carotenos. Os compostos
que apresentam apenas carbono e hidrogénio (hidrocarbonetos) sdo denominados
carotenos, os quais estes hidrocarbonetos podem ser aciclicos como o licopeno ou
ciclicos como o a-caroteno e B-caroteno, como apresentado na Figura 1 (SILVA, 2004;
NASCIMENTO, 2006).
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licopeno

|\x‘-\xxh\xx

a-caroteno

|\"~x\"a\"n"\“\.\

B-carotena

Figura 1: Estruturas de carotenoides aciclicos e ciclicos.
Fonte: NASCIMENTO (2006).

As xantofilas que sdo o outro grupo de carotenoides apresentam oxigénio,
geralmente situados nas extremidades laterais da cadeia, como mostra a Figura 2. Os
substituintes mais comuns sdo os grupos hidroxilas como o B-criptoxantina (mono-
hidroxilado) e luteina (di-hidroxilado) e grupos epdxi como da violaxantina e 5,8-

monoepoxi-B-caroteno.
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Figura 2: Estruturas de xantofilas
Fonte: NASCIMENTO (2006).

Os carotenoides sdo de ocorréncia natural no cloroplasto e cromoplastos de
plantas e outros organismos fotossintetizante como algumas algas, bactérias e fungos
(CHUMPOLKULWO et al., 1997; NANOU e ROUKAS, 2011; DODDAIAH et al., 2011).
Estes pigmentos apresentam dois papéis fundamentais nas plantas e algas: absorvem
a energia da luz para uso no processo de fotossintese e protegem a clorofila a partir
de foto protecao.

Os carotenoides apresentam ao longo de sua cadeia alternancia de ligacoes
duplas e simples, e dependo do nimero dessas ligagdes o croméforo (conjunto de
atomos de uma molécula que ao receber uma onda de luz visivel, transmite ou reflete
outra cor) absorve em regides diferentes, o que gera pigmentos de cores distintas. Um
carotenoide com menos de sete ligagbes duplas ndo apresenta coloracao (fitoeno e
fitoflueno), por outro lado a ciclizacdo também diminui a coloragdo. Pois os anéis
encontram se fora do plano das ligacées duplas das cadeias poliénicas lineares. A
quantidade dessas ligagbes duplas presentes na estrutura também esta relacionada
intimamente as propriedades funcionais como poder antioxidante, pr6 vitamina e
regulacao do sistema imunoldgico (MELLO, 2005; VALDUGA, 2005; SILVA, 2010).

Os pigmentos carotenogénicos sdo substancias altamente reativa na absorcao
de luz tornando susceptivel a isomerizagdo e oxidacdo. Dessa forma, fatores como
calor, luz e acidos ocasionam isomerizagdo dos carotenoides trans, que é a forma
mais estavel na natureza, para a forma cis, promovendo ligeira perda de cor e

propriedades funcionais. Desde modo, no momento da extragdo e manipulacido de
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carotenoides, deve se conferir protegao contra luz, andlise em curto espago de tempo
e baixa temperatura (SANTOS, 2010).

3.2. Propriedades dos carotenoides

Na industria de alimentos os carotenoides desempenham um papel de colorir o
alimento que venha a sofrer uma perda na sua coloracdo (processo e/ou
armazenamento), sdo utilizados como aditivo em racao para aquicultura, com a
finalidade de aumentar a cor résea de animais como salméo e camardao. Também ¢é
utilizado para uniformizar a cor do alimento. Entretanto, nas ultimas décadas tem
despertado interesse da adicdo nos alimentos em funcdo de suas propriedades
biologicas por conferir protegao contra radicais livres (MELLO, 2002; TATSCH, 2008;
MIRANDA, 2010).

Os radicais livres sdo moléculas instaveis e possuem um namero de elétrons
impar, e sdo altamente reativas e interagem com outras moléculas para adquirir
estabilidade. Dentre estes radicais destaca-se o superéxido (O:"), a hidroxila (OH’), o
hidroperéxido (HO;), o 6xido nitrico (NO’) e o didxido de nitrogénio, NO," (SHAMI e
MOREIRA, 2004). As formacdes desses radicais estdo relacionadas as acdes
catalisadoras de enzimas, durante o processo de transferéncia de elétrons, ou a
exposicao de fatores exdgenos (Tabelal).

Tabela 1: Fontes end6genas e exdégenas de geracao de radicais livres.

Endégenas Exégenas

Respiragéo aerdbica Ozb6nio

Inflamacgodes Radiacbes gama e ultravioleta
Peroxissomos Medicamentos

Enzimas do citocromo P450 Dietas Cigarro

Fonte: Bianch e Antunes (1999).

A capacidade sequestrante dos radicais livres dos carotenoides esta associada
ao numero de ligagdes duplas presentes em sua estrutura, sendo necessario no
minimo nove ligagcbes duplas conjugadas na molécula para apresentar poder
antioxidante (MELLO 2002; SHAMI e MOREIRA, 2004).

Um antioxidante pode ser definido como sendo uma substancia sintética ou
natural adicionada a um produto oxidativo que vai promover acéo de retardamento ou
prevencao a oxidagao. Dessa forma, os carotenoides sdo considerados antioxidantes
eficazes (YOUNG 2001; MIRANDA, 2010).
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O B-caroteno possui onze duplas ligacdes alternadas o que torna muito
suscetivel a reagcdo com os radicais livres (Figura 3), observado também na Figura 4,
reacéo 1, onde ocorre o inicio do mecanismo de reacao antioxidante. A cadeia central
reage rapidamente e reversivelmente com o oxigénio para transportar o peroxido
(Figura 4, reacdo 2). A cadeia central é entdo estabilizada por ressonancia de tal modo
quando a pressao do oxigénio é reduzida o equilibrio da reacao dente para a esquerda
para diminuir a concentragao de radicais perdxido de forma a reduzir a quantidade de

auto oxidacao do sistema. Entretanto se o carotenoide estiver com o radical livre e 0

mesmo for exposta a outro radical livre ocorrera uma anulagéo, Figura 4, reagao 3
(KIOKIAS e OREOPOULOU, 2006).

S ame SRRt

Figura 3: A adicdo de um radical peroxido a molécula carotenéide (formacao de uma
estabilidade por ressonancia na cadeia central).
Fonte: KIOKIAS e OREOPOULOQOU (20086).

B —CAR + ROO" — ROO - B - CAR’ (reacdo 1)
ROO - B + CAR" + O, &> ROO - B - CAR - OO’ (reagdo?2)
ROO - B - CAR"+ ROO — produto inativo (reacaod)

Figura 4: Esquema de reagéo entre radical livre e carotenoide.
Fonte: KIOKIAS e OREOPOULOQOU (20086).

Devido as propriedades antioxidantes dos carotenoides eles apresentam
atividade biolégica importante, tais como imunomoduladoras, aticarcinogénicas,
capacidade de prevenir a fotossensibilizacdo em certas doencgas de pele, prevencgao
de algumas doencas crbnicas degenerativas, propriedades antienvelhecimento e
sendo percursores de certos compostos nutricionais (BAKO et al, 2002;
STRINGHETA et al., 2006).

3.3. Producao de carotenoides

O valor de mercado para carotenoides foi estimado em torno de 1,2 bilhdes
para o ano de 2010, e somente para -caroteno de 262 milhdes e para luteina de 233
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milhdes, sendo que as perspectiva até o ano de 2018 é de 1,4 bilhdes, com uma taxa
de crescimento anual de 2,3%, tendo surgido novas tecnologias de fabricacédo
(ADAMS, 2011).

Com o conhecimento do processo de cultivo para obtencdo de carotenoides
microbianos objetiva-se a diminuicéo significativa do custo de produgdo, como para a
astaxantina sintética que é de aproximadamente 2.500,00.kg' em plantas na Suica e
Alemanha (LOURENGCO, 2006).

Dentre os varios tipos de micro-organismos produtores de carotenoides, as
leveduras se destacam pela sua simples necessidade basica de requerer uma fonte de
carbono e de nitrogénio para a biossintese, dessa forma a insercdo de substratos
alternativos (coprodutos) € uma forma de minimizar o custo de producao e diminuir os
impactos ambientais ou mesmo os custos com os tratamentos dos coprodutos
agroindustriais gerados.

A insercdo dos coprodutos agroindustriais como substrato para o
desenvolvimento de um bioproduto tem ganhado importdncia cada vez mais
acentuada pela sua vasta aplicagdo em diversos cultivos. No Brasil, a uma grande
variedade de coprodutos agroindustriais, cujo sua utilizagdo ainda nao é tao efetiva.
Sendo importante encorajar novas tecnologias para sua utilizagdo como ganho
energético ou desenvolvimento de um novo produto a partir desses coprodutos, que
sao gerados em grandes quantidades no pais (BRINGHENTI et al., 2007; OTERO,
2011).

3.4. Obtencao de carotenoides por cepas de leveduras silvestres

Otero (2011) isolou e selecionou leveduras silvestres produtoras de
carotenoide a partir de solo, flores, folhas e frutos presentes na area do Litoral Médio e
na regidao do Escudo Sul-Rio-Grandense. Foram isoladas 683 col6nias, das quais 65
tinham apresentado coloracdo, sendo realizado cultivos em meio YM a 25°C 150 rpm
por 168h e pH inicial de 6,0. Trés leveduras foram identificadas como sendo as mais
promissoras produtoras de carotenoides através da técnica de sequenciamento de
DNA, a Sporobolomyces pararoseus isolada de cascas de arvores coletada na cidade
de Cagapava do Sul, a Pichia fermentans isolada de folhas coletada na cidade Sao
José do Norte e a Rhodoforula mucilaginosa isolada de flor coletada na cidade
Encruzilhada do Sul.

Serra et al. (2011) isolaram e selecionaram leveduras silvestres produtoras de
carotenoides a partir de solo, folhas, frutas, chas e produtos em decomposi¢ao, onde
identificaram a levedura Sporidiobolus pararoseus, através de sequenciamento de
DNA, a qual foi submetido a uma otimizacédo variando os componentes dos meio de



23

cultivo onde os fatores foram pH (4,0 a 8,0), extrato de malte (0 a 10 g.-"), extrato de
levedura (0 a 10 g.L™"), peptona (0 a 10 g.L") e glicose (2 a 40 g.L'"), alcancando a
maxima producéo de 856 pg.L" (carotenoides totais) em 102h no meio contendo 60
g.L™" de glicose, 15 g.L™' de peptona e 15 g.L" de extrato de malte, a 25 °C, 180 rpm e
pH inicial 4,0.

Yang et al. (2011) isolaram e identificaram 88 cepas de leveduras marinhas
vermelhas através de sequenciamento de DNA, de diferentes areas de Zhanjiang
(China), em ambientes de cultivo de camardo. A produgdo de carotenoides totais e
especificos de novas espécies da levedura Rhodosporidium. paludigenum (2,83 mg.L
': 305,9 ug.g'), Rhodosporidium toruloides (2,38 mg.L" e 253,1 ug.g™'), Rhodotorula.
Mucilaginosa (1,70 mg.L™" e 171,4 pg.g™"), Rhodotorula sphaerocarpum (2,59 mg.L" e
2441 pg.g”'), Rhodosporidium Glutinis (2,27 mg.L" e 239,2 ug.g") Rhodotorula
diobovatum (1,77 mg.L™" e 184,3 ug.g™"), Rhodotorula sp. (2,40 mg.L" e 286,2 1 ug.g°
"), Sporidiobolus pararoseus (2,72 mg.L" e 305,3 pg.g™'), Sporidiobolus ruineniae (2,04
mg.L" e 202,1 pg.g™"), foram constatadas em meio contendo 2,5% de glicose, 0,2% de
KoHPQO4, 0,2% de KH.PO4 € 0,01% de MgSO,7H.O a 28°C, 150 rpm por 72h sem
ajuste de pH.

Segundo Libking et al. (2006) que estudaram o efeito da ocorréncia de
compostos fotoprotetores em leveduras de agua doce do ecossistema de
Northwestern Patagdnia (Argentina) utilizando a radiacdo UV-A (320-400 nm) e UV-B
(295-320 nm) com irradiancias de 1,6x10° e 1,27x10° W.s".cm™? através de cepas
isoladas de Rhodotorula, Rhodosporidium Sporobolomyces e Sporidiobolus verificando
a producao de torularrodina, toruleno, y-caroteno e 3-caroteno.

3.5. Meios agroindustriais para producao de carotenoides

Os coprodutos apresentam um meio rico em minerais e certos compostos
essenciais, 0 que possibilita sua utilizacdo em varios cultivos. Os meios contendo
coprodutos como mostos de uvas, xarope de glicose, melaco de beterraba, extrato da
farinha de soja, extrato de farinha de milho foram estudados a fim de verificar a
producédo de carotenoides pela Rhodotorula glutinis. O mosto de uva destacou-se
apresentando um maximo de 5,95 mg.L" (630 pg.g") a 30°C, 180 rpm por 120h
(BUZZINI e MARTIN, 2000).

Montanti (2011) utilizou a palha da cevada (oriundo da producdo de etanol
pelas biorefinarias), que é um substrato rico em celulose e hemicelulose, que através
da hidrélise pode formar a glicose, xilose e arabinose. Trés micro-organismos
mutantes oriundos da cepa Phaffia rhodozyma ATCC 24202 (UCD 67-210) foram
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utilizados, onde a cepa P. rhodozyma mutante (JTM 185) apresentou uma producéo
maxima de 2,25 g.L™" de carotenoides a 22°C, 250 rpm, em 168h e pH inicial de 5,0.

Aksu e Eren (2005), estudaram o potencial de produgao de carotenoides pela
levedura Rhodotorula mucilaginosa através de um processo de otimizacao tendo as
variaveis de efeito como a glicose (5 a 20 g.L'"), melago de beterraba (2,5 a 20 g.L™"),
soro de leite (3,3 a 13,2 g.L "), pH (3 a 8), temperatura (25 a 35°C), taxa de aeragao
(0,0 a 2,4 vvm), sulfato de aménia (0,5 a 5 g.L") e 1% (v.v'") de ativador (6leo de
semente de algodao ou Tween 80). A melhor condicéo foi com pH 7, a 30°C, aeracao
de 2,4 vvm, sulfato de aménia 3 g.L e 1% 6leo de semente de algoddo. O ativador s
aumentou a producdo de carotenoide na presenca de glicose. Sendo que a maior
concentracdo de carotenoides totais (89,0 mg.L") foi em meio contendo melaco de
beterraba (20 g.L"), enquanto que a producédo especifica (35,0 mg.g™') foi em meio
formulado com soro de leite, a 30°C, 2,4 vvm, em 240h a pH 7,0.

Taskin e Erdalb (2011) pesquisaram o uso de biomassas hidrolisadas como os
graos de sementes de ameixa amarela com presenca ou ndo de um processo de
desintoxicacdo (Ca(OH),), para ser utilizada como substrato para linhagens de dez
leveduras da Rhodotorula glutinis, variando as concentracdes de 20 a 70 g.L", nos
dois tratamentos, sendo que o tratamento desintoxicante alcangou maxima
concentracao celular e carotenoides volumétrico com Rhodotorula glutinis (MT-5) de
12,64 g.L" e 72,36 g.L", respectivamente, a 30°C, 200 rpm, por 120h e o pH inicial de
6,0.

3.5.1. Melaco de cana de agucar

No Brasil, a producao de acucar é a partir da cana de acucar, que durante as
etapas do processo ocorre a formagdo do melaco. Varias pesquisas nacionais vem
utilizando este subproduto como um meio para cultivo como uma forma de
aproveitamento, diminuicdo de custo com tratamento, minimizando impactos
ambientais e ao mesmo tempo tornando viavel o processo em escala industrial
(TREICHEL, 2004; VALDUGA, 2009). Pois 0 melaco apresenta certos nutrientes como
aclcares, minerais que podem favorecer o cultivo submerso. Na producao de agucar o
melaco é resultante das etapas de centrifugacdo e decantacdo, sendo composto por
acucares redutores e parte de sacarose nao cristalizada.

Bhosale e Gadre (2001) estudaram o potencial de producdo de carotenoides
entre nove linhagens de leveduras selvagens e quatro mutantes da Rhodotorula spp.
utilizando coprodutos como o melaco de cana. Dessa forma foi verificado que a
levedura Rhodotorula glutinis (mutante 32) apresentou melhor producdo de
carotenoides com 14 mg.L' sendo que o B-caroteno representava 70% dos
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carotenoides totais. A formacao de toruleno (20%) em melaco simples foi verificada.
Entretanto, com a adicdo de extrato de levedura foi constatado um aumento de 31%
no teor de carotenoides totais, sendo a condi¢gbes do cultivo a 28°C, 240 rpm, por 72h
e pH inicial de 6,0.

Park et al. (2005) realizaram dois planejamentos experimentais para aumentar
a producdo de carotenoides a partir do melaco de cana pela levedura Rhodotorula
glutinis. No primeiro planejamento fatorial fracionario, o pH (4,0 a 7,0), concentragéo
do substrato industrial (10 a 30 g.L"), ureia (1 a 5 g.L") e KH.PO, (0 a 3 g.L"), foi
avaliado resultando na melhor condigdo com 30 g.L" do substrato, 3 g.L' KHPO,4 e
5 g.L"' de ureia, obtendo uma concentracdo celular de 8,0 g.L™", producdo especifica
de 159 pg.g™" e volumétrica de 1,27 mg.L". A segunda etapa foi realizada com outro
enfoque avaliando a relagdo do substrato: ureia (C/N) de 4 a 50 g.L"' e fosfato de
potassio de 0 a 3,0 g.L". A otimizagao foi alcangada com a relacdo C/N 4 e com 3 g.L™
de KH,PO,, atingindo um produgéo celular de 11,9 g.L", carotenoides especifico de
455 ug.g" e volumétrica de 5,41 mg.L™". Os processos ocorreram a 20°C, 150 rpm, por
120h e o pH inicial ajustado para 5,5.

Libkind e Broock (2006) realizaram um screening dentre 15 leveduras isoladas
da Patagbnia com finalidade de obter linhagens de alta producdo para carotenoides
em meio formulado com coprodutos (80 a 85% de glicose para melagco de cana e
xarope de milho e 0,5 g.L'' farinha do extrato de malte) como fontes de carbono e
sulfato de aménio (1 g.L™") e ureia (1 g.L") como fontes de nitrogénio. As linhagens
identificadas como Cryptococcus sp. (CRUB 1046) e Rhodotorula mucilaginosa (CRUB
0138) foram descritas como novas espécies com producéo de 1325 g.L ™' (277 pg.g') e
1273 g.L" (250 ug.g™"), respectivamente. Entretanto a R. mucilaginosa (CRUB 0195)
foi a maior produtora de carotenoides de 1.444 pg.L" (300 pg.g™") a 25°C, 25 rpm por
96h, e pH inicial 5,0.

A eficiéncia da utilizagdo do melagco para a bioproducdo esta geralmente
inferior a ideal, devido a adicdo de anidrido sulfuroso (SO.) etapa de sulfitacdo no
processo industrial, que resulta na formacao de sais férricos (promove a coloracao
escura do melaco), ferrosos (que é incolor), fosfato de calcio (Cas(PQ,).), sulfeto de
calcio (CaS0s), impurezas de sais inorganicos, acucares nao fermentesciveis e cinzas
surfactantes. Dessa forma quando é realizado um cultivo com este substrato
agroindustrial, o micro-organismo é suspenso e apresenta um crescimento lento
podendo ser fortemente afetado pelas impurezas presentes no meio (KOKUGAN,
1997). Necessitando de uma etapa para remocdo desses inibidores para nao
prejudicar o cultivo submerso garantindo maior facilidade na recuperacao e purificacdo



26

do bioproduto (HERNALSTEENS, 2006). Portanto, existe a possibilidade da
necessidade de realizacao de pré tratamentos nos substratos agroindustriais.

Otero (2011) isolou, selecionou e identificou cepas de leveduras silvestres
como Sporobolomyces pararoseus, Pichia fermentans e Rhodotorula mucilaginosa,
através de coletas de amostras em solos, flores e frutos em dois ecossistemas
distintos do Rio Grande do Sul, sendo que os carotenoides identificados foram a
luteina, B - criptoxantina e - caroteno por estas leveduras. As cepas foram avaliadas
em dois meios formulados com 39,91 g.L' de agua de parboilizacdo de arroz
adicionado de 17,31 g.L" de glicerol bruto, e o segundo com 44,01 g.L'" de agua de
parboilizacdo de arroz e 23,6 g.L' de melaco. A Sporobolomyces pararoseus
apresentou uma produgao de 86,46 pg.g” (820 pug.L") e 106,20 pg.g' (710 pg.L™),
respectivamente, para o primeiro e segundo meio de cultivo, sendo as condicbes
operacionais do processo a 25°C, 180 rpm por 168h e pH inicial de 6,0.

Cipolatti (2012) realizou um estudo da produgao de carotenoides e da atividade
antioxidante (in vitro) pelas leveduras Sporidiobolus pararoseus, Pichia fermentans, e
Rhodotorula mucilaginossa, isoladas de ecossistemas galchos por (Otero 2011), e
Phaffia rhodozyma NRRL Y-7268, formulando dois tipos de meios com coprodutos
agroindustriais o primeiro com 35,6 g.L" de agua de maceracdo de milho e 4,8 g.L" de
glicerol bruto e o segundo com 36,5 g.L" de 4gua de maceracdo e 6,0 g.L"' de
melaco, juntamente com o meio complexo YM (3 g.L” de extrato de levedura, 3 g.L
de extrato de malte, 5 g.L"' de peptona e 10 g.L"' de glicose). A S. pararoseus
apresentou destaque na producdo com o0s meios agroindustriais alcancando,
respectivamente, para o primeiro e segundo meios de cultivo uma producdo de
carotenoides totais de 634,5 pug.L" (87,3 pug.g”') e 830,3 pug.L™" (68,1ug.g™"), a 180 rpm,
25°C por 168h com pH inicial ajustado a 6. A atividade antioxidante para estes extratos
carotenogénicos foi de 7,5 e 4,1% inibicdo.ug”’; 32,0 e 222% inibicdo.ug™,
respectivamente para os métodos DPPH e ABTS, para o primeiro e segundo meio de
producdo. O meio com agua de maceracdo de milho (36,5 g.L") e melaco (6,0 g.L™),
ainda apresentou absorbancia superior a 1,0 para o método de determinacdo da
atividade antioxidante FRAP.

Estudos comparativos aproveitando os coprodutos agroindustriais melaco e
agua de maceracao de milho em relacdo a meios complexos possibilitam a completa
substituicAo desses Ultimos substratos na producdo de diferentes bioprodutos.
Entretanto quando estes mesmos coprodutos passam por um pré tratamento para
promover melhor clarificacdo e remocao de interferentes, podem potencializar sua
eficiéncia (TREICHEL, 2004; MENDES, 2006, VALDUGA, 2009, CIPOLATTI, 2012).
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3.5.2. Agua de maceracdo de milho

A produgcdo mundial de amido esta relacionada a quatro matérias-primas,
sendo elas milho, batata, batata doce e mandioca. Dessas, o milho representa 75% da
producédo mundial de amido. A dependéncia desse tipo de amido € maior para os EUA
(99% da producao) e Europa (46%). A producao de amido mundial no ano de 2005 foi
de 60 milhdes de toneladas e prevé para o ano de 2010 um aumento em 10 milhdes
(CEREDA e VILPOUX, 2005).

Nos Estados Unidos a producao de etanol ocorre pela moagem Umida ou seca
do milho e tal processo gera a formacgéao do coproduto que é comercializado com baixo
valor e destinado a alimentacdo de animais (MONTANTI 2011). No Brasil, a producéo
de amido de milho modificado, amido pré gelatinizado e 6éleo de milho, promove a
geragao da agua de maceracédo de milho. Este coproduto apresenta certos nutrientes
como nitrogénio (Tabela 2) que podem ser aproveitados para conversdao de compostos
de alto valor agregado como os carotenoides, além disso, quantidades consideraveis
de vitaminas do complexo B, com excecdo de tiamina, que normalmente é baixa ou
ausente, provavelmente devido ela ser destruida pelo tratamento SO, durante a
maceragao do milho, sendo ainda rico em minerais (K, P, Mg, Na, Ca, Fe, Zn, Mn, Cr,
Cu), A quantidade de nutrientes presentes na agua de maceracao vai dependendo do
processo que o milho vai sofrer (LIGGETT e KOFFLER, 1948; GAO e YUAN, 2011).

Tabela 2: Caracterizacao parcial da agua de maceragéo de milho.

Determinacao Concentracao (%) Determinacao Concentracao (%)
Umidade 45-55 Acido lactico 5-15

Total de N 2,745 Acetil-CoA 0,1-0,3

Nitrogénio volatii  0,15-0,40 Acucares redutores  0,1-11,0

Fonte: Adaptada de Liggett e Koffler (1948).

A utilizagdo de agua de maceragcdo de milho como substrato alternativo
apresenta variacdes na composicao, devido a diferentes cultivares de milho, periodo
de colheita, processo de fabricacdo. Dessa forma, a maioria desse coproduto
disponivel no mercado apresenta um padrdao como peso seco (> 40%), proteina bruta
(>40%), sulfitos (<0,3%) e acidez, <14% (GAO e YUAN, 2011). Além disso, a 4gua de
maceragao de milho, bem como os demais coprodutos utilizados neste trabalho, foram
caracterizados previamente e apresentam teores de carbono e nitrogénio (Tabela 3)
variaveis, sendo aplicados em estudos de producao de carotenoides microbianos.
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Tabela 3: Caracterizagao parcial dos substratos agroindustriais.

Substratos agroindustriais % C % H % N
Agua de maceracgéo de milho © 17,83 2,41 3,80
Melaco ° 36,50 - 0,30

Glicerol bruto ® 49,30 3,41 1,05

#(SILVA, 2010);° (OTERO, 2011);  (CIPOLATTI, 2012). %C = concentracéo de carbono; %H =
concentragao de hidrogénio; %N = concentragao de nitrogénio.

Kesava et al. (1998) otimizaram um meio contendo amido de milho hidrolisado
e agua de maceracéo de milho variando os dois substratos de 3,344 a 116,6 g.L",
para a producdo de carotenoides pela levedura Phaffia rhodozyma 2A2N, onde a
méxima produc&o foi com 100 g.L”' de amido hidrolisado e 3,44 g.L"' com &gua de
maceragao de milho, a 20°C, 120 rpm por 48h. Foi realizado ainda outro cultivo em
fermentador contendo, 300 mL de amido hidrolisado, 90 mL de 4gua de maceracéao de
milho, 1,2 g.L™" de ureia e 6 g.L' de KH.PO,, com taxa de aeracdo ajustada para
manter 50% de oxigénio dissolvido no meio de cultivo, com temperatura mantida 20°C,
pH controlado a 5,0. Obtendo a maxima producdo em 108h de operacado, no qual a
bioproducdo de carotenoide foi de 42,0 mg.L™". Foi estudado também a producéo de
carotenoide com alimentacéao constante, realizada com duas alimentacdes, uma com
hidrolisado a 70% de glicose equivalente, e a outra alimentacdo com 90 g.L™' de 4gua
de maceracdo de milho, 1,2 g.L"" de ureia e 6 g.L' de KH,PO,, sendo a maior
producdo de carotenoides totais de 52,4 mg.L", realizando ambos os processo a
20°C, por 120h, agitagdo em relagéo a 50% do oxigénio dissolvido, e pH fixado a 5,0.

Buzzini (2001) verificou a producao de carotenoides pela levedura Rhodotorula
glutinis (DBVPG 3853) em associacdo com espécies de Debaryomyces castellii (17
linhagens) em meio formulado com &gua de maceracdo de milho (805 g.L”
carboidratos totais, 8,3 g.L" glicose, 22,7 g.L"' maltose e 4,65 g.L"' de nitrogénio).
Constando que a associacdo da Debaryomyces castelli (DBVPG 3503) com a
levedura Rhodotorula glutinis apresentou uma producéo volumétrica de 8.2 g.L”, o
pigmento principal sintetizado foi torularrodina (74%), enquanto toruleno e 3-caroteno
representaram 12 e 14%, respectivamente, sendo realizado o cultivo a 30°C, 220 rpm,
por 120h sem ajuste de pH.

A composicdo do meio do cultivo submerso tem um importante papel na
formacao do produto pelo micro-organismo presente. A utilizagdo de meios contendo
extrato de levedura e de malte, peptona de carne e glicose torna se onerosa sua
producédo quando ampliado sua escala, sendo desejavel encontrar meios alternativos e
complexos e com eficacia similar. Dessa forma, a utilizagdo de agua de maceracao de

milho apresenta certas caracteristicas semelhantes a estes substratos comerciais,
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proporcionando um meio rico em nutrientes essenciais para o desenvolvimento celular
e formagcdo do produto reduziria o custo global do processo (REN et al., 2006;
MADDIPAT et al., 2011).

3.5.3. Glicerol

O Biodiesel é um combustivel renovavel e biodegradavel, obtido da reacao de
transesterificacao, entre lipidios, 6leos ou gorduras com um alcool na presenca de um
catalisador, formando como subproduto o glicerol bruto (80 a 90% de pureza),
propano-1,2,3-triol (entre 5 a 10% do produto bruto). Este glicerol bruto ndo pode ser
utilizando como aditivo alimentar por apresentar certas impurezas como metanol,
somente para outras aplicagdes industriais como de tinta e fumo (FAIRBANKS, 2009).

O governo brasileiro criou um programa de adicdo de biodiesel (B4), em
combustivel ndo renovavel, como forma de equilibrar o aumento do combustivel,
entretanto a producdo de biodiesel origina 260 mil toneladas de glicerol por ano,
podendo gerar um excedente no mercado deste coproduto. A producdo mundial de
glicerol é em torno de 600.000 t.ano™, sendo que para cada litro de biodisel produzido
gera 0,680 kg de glicerol. Dessa forma, uma industria que produz 30 milhdes de L.ano’
! vai gerar 12.700 t.ano™, saturando o mercado. Uma quantidade bastante expressiva,
fazendo-se necessarios avangos na area de bioctenologia com intuito de utilizar este
subproduto (TAHERZADEH, 2002; USDA Rural Development, http://www.rurdev
.usda.gov/rbs/pub/jul07/Evolving.htm).

Otero (2011) isolou linhagens de levedura silvestres para producdo de
carotenoides de dois ecossistemas distintos (Brasil — Rio Grande do Sul). Trés
linhagens de leveduras foram isoladas e identificadas como promissoras na producao
de carotenoides a Sporobolomyces pararoseus, Pichia fermentans e Rhodotorula
mucilaginosa. O cultivo em substratos agroindustriais como glicerol bruto, melaco de
cana, agua de parboilizagdo de arroz e meio sintético (YM - Yeast malt) foi realizado.
Sendo a levedura Sporobolomyces pararoseus que se destacou apresentando valores
de Y px de 19,56 pg.g' para o YM, 7,89 ug.g” para o meio contendo agua de
parboilizacdo de arroz e glicerol bruto e 10,94 ug.g"' para o meio contendo agua de
parboilizagédo e melago de cana, sendo que a maxima produgao de carotenoides em
meio YM (123,64 ug.g™), a 25°C, 150 rpm por 168h e o pH inicial de 6,0.

Silva (2010) estudou o uso do glicerol bruto e agua de parboilizagdo de arroz
como fonte de carbono e nitrogénio, respectivamente, para a bioproducido de
carotenoide pela Phaffia rhodozyma NRRL-Y 17268. Um planejamento Plackett
Burman estudando o efeito da glicerol bruta (10 a 60 g.L"), 4gua de parboilizacdo (0 a
90 g.L™), glicose (1 a 10 g.L"), extrato de levedura (1 a 10 g.L"), extrato de malte (1 a
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10 g.L"), peptona (1 a 10 g.L") e pH inicial (4 a 6) foi realizado, obtendo valores
méximo de concentragdo celular de 8,3 g.L”, producdo especifica de 326,8 ug.g' e
volumétrica de 4,1 pg.mL™, a 25°C, 150 rpm por 168h. O segundo planejamento foi
fracionario 2*? com as variaveis significativas como glicerina bruta (10 a 60 g.L")
agua de parboilizacdo (0 a 90 g.L™”) glicose (0 a 5 g.L"), extrato de malte (5a20 g.L™)
peptona (0 a 10 g.L™"), pH (4 a 7) fixando o extrato de levedura em 1 g.L'", onde a
producdo méxima alcancada foi 312,0 pg g' e 3,3 pg mL™". Através desses resultados
foi realizado um DCCR 2°, no qual a bioprodugdo méaxima encontrada foi de 209,9 pg
g’ e 3,2 pug mL", em meio contendo 35 g.L' de glicerol, 7,5 g.L"" de peptona, 6,4 g.L"
de glicose, 90 g.L" de efluente, 20 g.L" de extrato de malte e 1 g.L"' de extrato de
levedura, a 25°C, 150 rpm, 168h e pH inicial 4,0.

Mantzouridou et al. (2008) utilizaram trés tipos de glicerol, puro (99%), oriundo
da producio de sabao e o terceiro de biodiesel (purificado para remocao de metanol)
em meio com glicose (50 g.L'"), 4gua de maceracdo de milho (80 g.L""), caseina
hidrolisada (2 g.L™), extrato de levedura (1 g.L "), L-asparagina (2 g.L™"), KH.PO, (1,5
g.L™"), MgSO.7H,0 (0,5 g.L'"), e tiamina (0,005 g.L"), suplementando com estes trés
coprodutos (10, 30, 60, 90, e 180 g.L™"), utilizando as linhagens fungicas Blakeslea
trispora ATCC 14271 e Blakeslea trispora ATCC 14272. No qual o micro-organismo B.
trispora ATCC 14271 apresentou a maior producdo de B-caroteno (15,0 mg.g™") com
60,0 g.L" glicerol puro, sendo que o glicerol do sabdo e do biodiesel apresentaram
uma producdo méaxima de 10 e 8 mg.g™', respectivamente, a 26°C, 250 rpm, por 288h

e pH inicial de 7,0.
3.6. Processos de pré tratamento aplicados em coprodutos

Para suprir as necessidades basicas nutricionais de um micro-organismo é
necessaria geralmente uma fonte de C (carbono), N (nitrogénio) e as vezes P
(fosforo), para ocorrer o cultivo submerso e assim a biossintese. Embora uma fonte
interessante para desenvolvimento do micro-organismo seja a glicose comercial, uma
ampliagdo da escala de processo torna inviavel esta operacao gerando um produto
caro, devido & alta quantidade de glicose necessaria ao processo (BRANDAO et al.,
2010). Por este razdo vem aumentando muito o interesse por substratos alternativos
como melaco, agua de maceracao de milho e glicerol.

Na bioproducdo de compostos como carotenoides, gomas, enzimas, e outros
tém verificado a insercdo do uso de coprodutos agroindustriais como uma forma
alternativa de minimizar o custo da bioproducédo, valorar estes coprodutos, e ao
mesmo tempo minimizar impactos ambientais causado pelos mesmos (NASCIMENTO,

2007). Entretanto estes subprodutos apresentam uma série de impurezas que podem
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promover uma ineficiéncia do desenvolvimento microbiano, resultando em uma baixa
produtividade do processo ou ainda dificultando a recuperacdao e purificacdo do
bioproduto (KALOGIANNIS et al., 2003; TREICHEL, 2004). Um pré tratamento que
vise remover as impureza e clarificar o meio de cultivo é necessaria para garantir um
melhor aproveitamento do coproduto, e com isso aumentando a producdo do
bioproduto pelo micro-organismo.

Na producdo de pululana (biopolimero) a partir de Aureobasidium pullulans
foram empregados cinco pré tratamentos em melago de beterraba, como a resina de
troca catidnica (20 g), acido sulfurico (1 N), fosfato tricalcico, ferrocianeto de potassio
(100 ppm), acido etilenodiamino tetra-acético - EDTA (100 ppm), verificando que a
adicdo de acido sulfurico apresentou um incremento de 47% de polissacarideo se
comparado ao meio sem pré tratamento. No entanto, os maiores valores de
concentracdo de polissacarideo (17,0 + 0.5 g.L"), rendimento (124.6 + 1,2% l.U.c") e
consumo de acucar (98.5 + 1.5%) foi em meio contendo melago (70 g.L™"), a 28°C, 200
rem por 120h, com uma faixa 6tima de pH 6,5 a 7,5 (ROUKAS, 1998)

Lazaridou et al. (2002) utilizaram um pré tratamento com &cido sulfarico (1N) e
carvao ativo (30 g.L"'") no meio contendo melaco de beterraba para producdo de
pululana pelo Aureobasidium pullulans, em um fermentador de 9 L com volume de
trabalho 6 L a 28°C com fornecimento de ar seco 1.4 dm®>min™', no qual foi testado
rotacoes de 300, 500 e 700 rpm, onde foi constatado que a combinacdo de acido e
carvao apresentou uma concentracdo de pululana maxima de 49 g.L”, e biomassa
seca de 25 g.L", sendo o rendimento de pululana de 50% com agitagdo de 700 rpm,
se comparado com o de menor agitacdo (300 rpm) com consumo de acucar de 97%.
O meio apresentava uma concentragao inicial de actcar de 100 g.L™" as condi¢des do
processo foi a 28°C, com melhor agitacdo de agitacao de 700 rpm por 196h e pH 7.

Para a bioproducdo de goma por Sphingomonas capsulata foi utilizado acido
sulfarico (1N) como um pré tratamento no melago de cana associado por uma filtragéo
(gases e algodao) na possibilidade de remocao de inibidores, no qual verificou que o
meio pré tratado apresentou uma produtividade de 0,290 g.L".h"" sendo superior ao
meio bruto de 0,190 g.L"".h™" e um aumento de 34% na producéo deste biopolimero, a
28°C, 208 rpm por 72h e pH de 4,0. (BERWANGER, 2005).

Valduga et al. (2007) otimizaram o pré tratamento com carvao ativo para definir
a melhor condicdo para aplicacdo nos coprodutos (melaco de cana de aglcar e agua
de maceracdo de milho) para a bioprodugdo de carotenoide pela Sporidiobolus
salmonicolor (CBS 2636). As faixas de carvao (40 a 80 g.L™"), temperatura (70 a 90°C)
e tempo de contato 60 minutos foram estudadas, sendo a melhor condigdo de pré
tratamento com 80 g.L"' de carvao ativo durante 1h em frascos agitados (150rpm) a
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90°C. Também foram estudados outros pré tratamentos como &cido sulfurico e
fosforico (1N) no substrato melaco e agua de maceracdo de milho. Além disso, foi
realizado um planejamento fatorial completo 23 sem pré tratamento, onde as variaveis
estudas foram melago de cana de aclcar (10 a 40 g.L") e 4gua de maceracdo de
milho (0 a 10 g.L™") e hidrolisado de levedura (0 a 10 g.L'"), obtendo maxima producéo
de 479 pg.L", na condicdo de 40 g.L" melaco e 0 g.L" de agua de maceragdo de
milho e 10 g.L™" de hidrolisado de levedura. O segundo planejamento foi realizado com
os substratos pré tratados na melhor condicdo do estudo para o carvdo, com os
mesmas variaveis e niveis estudados no planejamento anterior, onde foi verificado que
a maxima producdo de carotenoide foi de 208,6 pg.L"' com 10 g.L' melago (pré
tratado), 10 g.L™" de 4gua de maceracéo de milho (pré tratado) e 10 g.L ™" de hidrolisado
de levedura. O terceiro planejamento foi com os acidos sulfuricos e fosféricos, onde as
variaveis estudadas foram melaco (2,9 a 17,1 g.L"), 4gua de maceracéo de milho (5
g.L™") e hidrolisado de levedura (1,4 a 8,5 g.L"), onde a producdo maxima foi de 580,6
ug.L'" com 10 g.L"' de melago, 5 g.L'" de 4gua de maceracdo de milho e 5 g.L"
hidrolisado de levedura, no qual foram superiores ao meio tratado com carvao ativo.
Os cultivos foram realizados a 25°C, 180 rpm por 120h com pH inicial de 4,0.

Treichel (2004) estudou o efeito do acido sulfurico e/ou fosférico e terra
diatomacea como pré tratamento no melaco de cana de aglcar e agua de maceragao
de milho, a fim de viabilizar sua utilizagdo como substratos para a producdo de
inulinase por Kluyveromyces marxianus (NRRL Y-7571). Sendo que realizou também
uma metodologia de pré tratamento com carvao ativo, a fim de verificar a melhor forma
de utilizacdo para aplicacdo nos substratos agroindustriais (agua de maceracdo de
milho e melago de cana). Dessa forma, o melhor pré tratamento foi com o carvao ativo
(8%, a 70°C, 150 rpm por 1h de contato) sendo que a maxima atividade obtida foi de
1300 U.mL™, com um incremento de 23% se comparado ao sem pré tratamento, nas
concentracdes de 150 g.L' de melago, 50 g.L ' de dgua de maceracdo de milho e 6
g.L" de extrato de levedura. No qual os cultivos foram realizando a 36°C, 150 rpm por
72h, com pH inicial 5,0.

Lee et al. (2006) realizaram um pré tratamento em chips de madeira mista
(hidrolisados e pré  hidrolisados) para producdo de etanol pelo
Thermoanaerobacterium saccharolyticum (MO1442). A utilizagdo de carvao ativo (10,0
g), foi capaz de remover hidroximeilfurfural e furfural que sao os principais compostos
téxicos, que interferem na producédo do etanol, no entanto o rendimento do etanol foi
de 80% se comparado ao sem pré tratamento (100%). Isso é devido ao carvao ativo
remover além dos inibidores, 8,9% dos acgUcares diminuindo o rendimento do etanol.
Sendo que cultivo foi realizando a 51 °C por 68h e pH 5,8.
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Chang et al. (2011) utilizaram lodo e glicose para producdo de hidrogénio
biolégico por bactérias, realizando pré tratamento com &cido cloridrico (1 mol.L™),
hidroxido de sodio (1 mol.L™), cloroférmio (1 mol.L") e 2-bromo-etane sulfonato, 10
mmol.L" (BES). Demostrando que o melhor tratamento foi com &cido cloridrico
alcancando um rendimento de hidrogénio maximo de 1,51 mol.mol’ de glicose
consumida e a producdo de hidrogénio especifica maxima de 22,81 mmol.H,.g™,
gerando um incremento de 80,8% na producdo maxima de hidrogénio se comparando
ao controle, realizando o cultivo a 35°C, 150 rpm por 48h e sendo o pH inicial de 7.

Sguarezi et al. (2009) pesquisaram a producao de inulinase por Kluyveromyces
marxianus (NRRL Y-7571), usando melaco de cana e agua de maceracao de milho
como fonte de carbono e de nitrogénio respectivamente, utilizando acido sulfurico (1N)
e/ou fosforico (1N) como pré tratamento para remocédo de interferentes presentes
como metais que possa ocasionar uma ineficiéncia do processo e clarificando o meio
para facilitar a recuperagédo da enzima. Dessa forma o melhor tratamento foi com acido
fosférico apresentando uma reducéao de cor aproximadamente de 70% em ambos os
substratos, a qual contribui de 50 para 80% nos custos totais de purificagdo da
enzima, e um méaxima atividade de 1,139 U.m.L". Sendo o meio formado com 100
g.L™" 4gua de maceracdo de milho, 100 g.L ™' melago de cana, e 6 g.L' de Prodex Lac.
O cultivo foi realizado a 36°C,150 rpm, por 108h, tendo o pH inicial de 5,0.

Na produgdo de inulinase Kluyveromyces marxianus (NRRL Y-7571) foi
realizando um estudo da melhor condicdo de aplicagdo do carvao ativo (4% p.v’', 150
rem, tempo de contato de 10 min. a 60°C) no meio composto por melaco de cana de
actcar (30 g.L ") e 4gua de maceracéo de milho (188 g.L") e extrato de levedura (7,5
g.L"). Constando que o carvdo promove uma clarificacdo do meio e atingiu uma
atividade enzimética maxima igual a 562 U.mL™" e uma concentracdo de biomassa final
de 45 g.L". O cultivo foi realizado a 36°C, 450 rpm, com taxa de aeracdo de 1,5 vwm e
com pH controlado a 4,5 (MENDES, 2006).

Mussatto e Roberto (2001) realizaram um estudo de pré tratamento com carvao
ativo para a producéo de xilitol pela levedura Candida guilliermondii, na tentativa de
remogao de interferentes como furfural, hidroximetilfurfural, compostos aromaticos,
acido acético, taninos e metais como cromo, ferro, cobre e niquel que possivelmente
possam esta presentes na palha de arroz que foi o substrato hidrolisado e pré tratado
para o cultivo, no qual o meio era formado por hidrolisados de palha de arroz ate
diluico conter 90 g L™ de xilose. Foi verificado que a conversdo de xilose para xilitol
foi de 22% se comparado ao ensaio sem pré tratamento. Isso é devido a remocao de
27% de compostos fendlicos presentes no meio de cultivo que foi estudos através da
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absorbancia a 279 nm. Sendo realizado o cultivo a 30°C, 250 rpm, por 96h e com pH

inicial de 6,5.
3.7. Consideracoes finais

Tendo em vista a vasta gama de trabalhos cientificos com diferentes pré
tratamentos em varios tipos de coprodutos, onde o aumento da bioproducdo pode
chegar até 50% se comparado os cultivos sem o pré tratamento, se faz necessario o
estudo de pré tratamentos para os substratos alternativos para o melagco de cana de
acucar e agua de maceracao de milho, a fim de aumentar a producao e produtividade
de carotenoides em cultivos submersos pela levedura Sporidiobolus pararoseus.

Com a utilizagdo de substratos alternativos verifica-se a necessidade de uma
etapa que clarifigue o meio para possibilitar a maximizacdo da bioproducdo e

diminuicdo nos custos de purificacao do produto.
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4. MATERIAL E METODOS
4.1. Micro-organismo

Foi utilizado a levedura Sporidiobolus pararoseus previamente isolada e
identificada por Otero (2011).

4.1.1. Manutencao e reativacao da cultura microbiana

O micro-organismo foi mantido com repiques trimestrais (3 meses) em tubos de
ensaio contendo agar GYMP (2 g.L™" glicose, 1 g.L" extrato de malte, 0,5 g.L™" extrato
de levedura, 0,2 g.L'" NaH,PO, e 1,8 g.L"' &gar) inclinado com 6leo mineral sob
refrigeracédo a 4°C (COELHO, 2005). Para a reativacdo, a partir das culturas estoques
foi realizados repiques para outros tubos de ensaio com 0 mesmo meio e incubados
por 48h a 25°C. Apds foi realizada uma ressuspensao celular (pré in6culo) em 1 mL de
agua peptonada (0,1%) e adicionada em 9 mL no meio YM modificado (3 g.L" de
extrato de levedura, 3 g.L" de extrato de malte, 5 g.L ™" de peptona, 10 g.L™" de glicose,
adicionados de 0,2 g.L' de KNOs) segundo Parajé e Vazquez (1998), sendo

incubados nas mesmas condicdes descritas anteriormente.
4.2. Coprodutos agroindustriais

Os substratos industriais utilizados neste trabalho foram doados por
agroindustrias: o glicerol, oriundo da sintese do biodiesel (BSBIOS Industria e
Comércio de Biodiesel Sul Brasil S/A - Passo Fundo - RS); o melago de cana-de
acucar (Guimaraes Industria e Comércio Ltda. - RS) e a 4gua de maceracao de milho
(Corn Products de Balsa Nova - PR) e previamente caracterizados quanto ao teor de
Carbono, Hidrogénio e Nitrogénio (SILVA, 2010; OTERO, 2011; CIPOLATTI, 2012).

4.3. Carvao ativo e terra diatomacea

Para os pré tratamentos nos substratos agroindustriais foi utilizado carvao ativo
da marca Labsynth com diametro de particula de 1-2mm e terra diatomécea da marca

Vetec, com massa especifica de 280 kg.m™ e esfericidade de 0,8 ®.
4.4. Preparo do inoculo

O inoculo foi realizado em erlenmeyers de 500 mL contendo 90 mL do meio de
cultivo YM modificado (PARAJO e VAZQUEZ, 1998), previamente esterilizado a 121°C

por 15 min., e adicionado dos 10 mL do pré inéculo, sendo incubado a 25°C, 150 rpm
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por 48h ou tempo necessario para atingir no minimo 1x10° células.mL™”, contadas
através de cadmara de Neubauer (MICHELON, 2012).

4.5. Cultivos em frascos agitados

Os ensaios foram realizados em erlenmeyers de 500 mL com 225 mL dos
meios, o pH inicial de 6,0, acrescidos de 10% de inoculo, iniciando o cultivo com 1x10’
células.mL™, sendo as condi¢des operacionais do processo 25°C, 180 rpm por 168h
(SILVA, 2009). As amostras foram retiradas em intervalos regulares a cada 24h até o
término do processo (168h), para acompanhar biomassa, pH, aclcares e carotenoides
totais.

4.6. Otimizacao dos meios agroindustriais sem pré tratamento

Visando maximizar a bioproducao de carotenoides microbianos foi realizados
estudos dos efeitos da composicdo dos meios de cultura através de um delineamento
composto central (DCC) 22 (4 ensaios + 3 pontos centrais) seguido de um
delineamento composto central rotacional (DCCR) 22 (4 ensaios + 4 ensaios no ponto
axial + 3 pontos centrais) para os coprodutos agroindustriais agua de maceracao de
milho e glicerol bruto, apresentados na Tabela 4. A Tabela 5 apresenta os niveis de
outro DCCR 22 (4 ensaios + 4 ensaios no ponto axial + 3 pontos centrais) para os
coprodutos agroindustriais agua de maceragao de milho e melago de cana de aclcar.

Tabela 4: Niveis utilizados no primeiro e segundo delineamentos para otimizagdo do
meio agroindustrial sem pré tratamento com glicerol e agua de maceracéo de milho.

Variaveis DCC DCCR
independentes/ Niveis -1 0% +1 1,41 -1 0*  +1 +1,41
Glicerol (g.L") 5 75 10 10 15,8 30 442 50
AMM (g.L™") 20 25 30 30 445 55 655 80

*Ponto central; AMM = Agua de maceragao de milho.

Tabela 5: Niveis utilizados no DCCR 22 para otimizacdo do meio agroindustrial sem
pré tratamento com melago de cana de aclcar e agua de maceracao de milho.

Variaveis independentes/ Niveis -1,41 -1 0*  +1 +1,41
Melaco (g.L) 1,8 10 30 50 58,2
AMM (g.L") 227 35 65 95 10,73

*Ponto central; AMM = Agua de maceragao de milho.

As respostas avaliadas para cada planejamento foram os maximos valores
alcancados na producéo volumétrica de carotenoides (ug.L'') em cada ensaio, com os
respectivos valores alcangados na producdo especifica de carotenoides (ug.g™') no

mesmo tempo da producéo volumétrica, a biomassa (g.L™') em cada ensaio no mesmo
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tempo da producdo volumétrica, a produtividade (g.L".h"") determinada como o
maximo valor alcangado na producido volumétrica de carotenoides em cada ensaio
dividido pelo seu respectivo tempo de processo e calculada a relacdo C/N de cada
meio de producéo.

Para realizacdo da otimizacdo dos meios de cultivo os substratos, agua de
maceragdo de milho e melago, foram armazenados sob congelamento (-18°C), e
antes de seu uso para formulacdo do meio de cultura foram realizadas lavagens e

centrifugacdes sucessivas até total retirada dos nutrientes sollveis dos coprodutos.
4.7. Avaliacao de pré tratamentos nos substratos agroindustriais

Os diferentes pré tratamentos utilizados nos coprodutos, melaco e agua de
maceragao de milho, visando aumentar a producao de carotenoides por Sporidiobolus
pararoseus, foram realizados avaliando a eficiéncia de cada pré tratamento em termos

de concentracéo de glicose e densidade 6tica (ROUKAS, 1998).
4.7.1. Utilizacao da terra diatomacea

Para avaliar a terra diatomacea como pré tratamento para o substrato melaco
(100 g.L") e 4gua de maceracdo de milho (100 g.L'") (VALDUGA et al., 2007) foram
estudados separadamente através de dois DCCR 23 (8 ensaios + 6 ensaios no ponto
axial + 3 pontos centrais), estudando as variaveis independentes concentracdo da
terra diatomacea, tempo de contato da terra diatomacea com o substrato agroindustrial
e a temperatura do pré tratamento (TREICHEL, 2004) apresentados na Tabela 6.

Os experimentos foram realizados em frascos agitados a 150 rpm. Apds o pré
tratamento os substratos foram centrifugados (3439 xg por 10min) e filtrados por um
funil sobre um baldo kitasato, contendo uma coluna de filtracdo, composta de papel de
filtro, 3,5 g de terra diatomacea e uma camada de algodao, estando acoplados a uma

bomba a vacuo para agilizar o processo de filtracao.

Tabela 6: Niveis utilizados no primeiro e segundo delineamentos composto central
rotacional 28 para o pré tratamento com terra diatomacea para o melago e a agua de
maceragao de milho.

Variaveis DCCR DCCR
independentes/ N N
Niveis -1,68 -1 0 +1  +1,68 -1,68 -1 0 +1 +1,68
Terra (%) 5,23 6 7 8 8,68 3,33 4 5 6 6,67
Temperatura (°C) 60 64 70 76 80 25 27,80 32 36,20 39
Contato (h) 1,33 15 1,75 2 2,17 05 0,7 1 1,3 1,5

*Ponto central
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A melhor condicdo de utilizagdo da terra diatomacea como pré tratamento foi
aplicado nas condicdes 6timas da bioproducéo de carotenoides, no item 4.6.

4.7.2. Pré tratamento com carvao ativo

Nas melhores condicbes definidas na otimizacdo dos meios agroindustriais
sem pré tratamento (item 4.6.) foram utilizados 8% (p.v™') de carvdo ativo granular, 1-2
mm (Labsynth) em frascos, com agitacdo de 150 rpm durante 1h de contato a 90°C.
Apbs o pré tratamento os substratos foram centrifugados (3439 xg), por 10 min
(VALDUGA et al., 2007) e filtrados por um funil sobre um balao kitasato, adaptando
uma coluna de filtragcdo, composta de papel de filtro, 3,5 g de terra diatomacea (tendo
um efeito de filtro fisico) e uma camada de algodao, acoplado a uma bomba a vacuo.

4.7.3. Pré tratamento com acido sulfurico ou fosférico

Os ensaios com tratamento acido foram realizados de acordo com Treichel
(2004) e Valduga et al., (2007). Nas melhores condi¢des definidas na otimizagao dos
meios agroindustriais sem pré tratamento (item 4.6.), os substratos separados nessa
condigao foram ajustados ao pH 3,0 com a utilizagdo de acido sulfarico 1N ou acido
fosforico 1N. Os meios permaneceram em repouso por 24h a temperatura ambiente, e
apos foi realizado uma centrifugacao a 3439 xg por 10 min, ajustando seu pH para 6,0
com solucdo de NaOH (ROUKAS, 1998).

4.8. Metodologia Analitica
4.8.1. Determinacao do pH

A determinacdo do pH foi realizada através da leitura da amostra em um
potenciémetro, segundo AOAC (2000).

4.8.2. Determinacao da concentracao de biomassa

A concentracao celular ao longo da bioproducédo dos carotenoides foi estimada
por leitura da absorbancia a 620 nm, através de uma curva padrdo de biomassa
(KUSDIYANTINI, et al. 1998).

4.8.3. Determinacao da concentracao de carotenoides totais

Para a determinagdo da concentragdo de carotenoides totais a biomassa foi
seca por 48h a 35°C (FONSECA et al., 2011), posteriormente macerada em um grau e
padronizada em peneira com mesh 115 (CIPOLATTI, 2012). Uma amostra de 0,05 g
de células secas em tubos de ensaios foram congeladas por 48h. Posterior a etapa de
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congelamento, estes mesmos tubos foram revestidos com protecéo contra luz onde foi
submetidos a uma lise com 2 mL de dimetilsulfoxido - DMSO ((CHs3).SO),
homogeneizadas em vértex, sendo que a cada intervalo de tempo, 15 min., foi
novamente homogeneizado em vértex por 1 min. ate completar um periodo de 1h de
contato (FONSECA et al., 2011).

Apos a ruptura foi adicionado 6 mL de acetona, um solvente que promove
melhor a extragdo do carotenoide. A amostra foi centrifugada a 3439 xg por 10 min., a
fase solvente separada (armazenada em frasco ambar 50 mL) e o procedimento de
ruptura foi repetido até o branqueamento total da célula. Nas fases solventes, obtidas
da centrifugacéo, foram adicionados 10 mL de solugéo de NaCl 20% (p.v"') e 10 mL de
éter de petroleo. Apds a formacéo de duas fases foi coletado a fase polar e o excesso
de agua foi retirado com sulfato de sodio (Na.SQO,), originando os extratos
carotenogénicos (MICHELON et al. 2012). A determinacdo da concentracdo de
carotenoides totais nos extratos foi realizado em espectrofotdmetro (Biospectro SP-
220, China) através do valor médio da maxima absorbancia a 448 nm (Cabral et al.
2011), utilizando a Equacao 1 (Davies, 1976), que foi expresso em termos de seu
carotenoide majoritario (B-caroteno em éter de petréleo com absortividade especifica
de E; = 2592) de acordo com Davies (1976).

A:V=10°

T =

A #100e My peprg

Onde:

CT = concentragéo especifica de carotenoides de totais (ug.g™”)
A = absorvancia;

V = volume (mL);

M .mesera = MASSa celular seca (g);
AT¥ —absortividad if
i.m=absortividade especifica.

Para o célculo da producdo volumétrica de carotenoides totais (ug.L") foi
realizada uma conversdo de unidades utilizando o resultado de concentracdo de

carotenoides totais (ug.g”) e da concentracéo da biomassa (g.L ™).
4.8.3.1. Influéncia do processo de secagem para recuperacao da biomassa

A influéncia da operacao de secagem da biomassa descrita acima como 48h a
35°C (FONSECA et al., 2011) foi avaliada sendo a mesma substituida pelo processo
de liofilizagdo. Uma amostra de biomassa de 0,4 g obtida no final do processo (168h),
utilizando meio de cultivo formulado com melago (30 g.L") e 4gua de maceracdo de
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milho (6,5 g.L"), obtida a 25°C, 180rpm com pH inicial de 6, foi recuperada por
centrifugacao (3439 xg por 10min.) e lavada com &agua destilada para remocédo do
meio. A biomassa foi transferida para placa de Petri e armazenada por 24h em
ultrafreezer (-80°C), sendo realizada a liofilizagdo por 24h (até restar 2% de umidade
na amostra). Os testes foram realizados em triplicata, com auséncia e presenca de
maceragdo em mesh 115, as demais condicdes de extragdo seguiram o protocolo

descrito acima (5.8.3).
4.8.4. Determinac¢ao da concentracao de agucares redutores totais

A concentragcdo de agucares redutores totais foi determinada através do
método DNS (MILLER, 1959).

4.9. Analise estatistica

Para avaliacdo do desempenho dos pré tratamentos nos substratos
agroindustriais, os ensaios foram conduzidos em triplicata para posterior analise de
variancia (ANOVA) verificando a influéncia dos diferentes tratamentos nos meios
agroindustrias, seguido por teste de diferenca de médias (tukey) a 5% de significancia.

Todos os resultados foram analisados estatisticamente utilizando o sotware
Statistica V 6.0 (Startsoft).
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5. RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1. Espectroscopia de varredura do extrato carotenogénico da Sporidiobolus
pararoseus

A levedura utilizada para este estudo, Sporidiobolus pararoseus, foi
previamente selecionada, por apresentar a maior produgédo de carotenoides toatis e
fatores de conversdo em meios formulados com diferentes combinagbes de
coprodutos agroindustriais, quando comparada com as demais cepas de leveduras
silvestres R. mucilaginosa e P. fermentans isoladas por Otero (2011). Em meios
contendo agua de parboilizagdo de arroz mais glicerol e agua de parboilizagdo de
arroz mais melaco Otero (2011) verificou a producéo de 634,49 pg.L™" (87,28 pg.g”') e
830,33 pug.L" (68,07 pg.g™”), respectivamente. Enquanto Cipolatti (2012) modificando a
fonte de nitrogénio, observou em meios de producdes contendo agua de maceracao
de milho mais glicerol e agua de maceragéo de milho mais melago 820 pg.L" (86,46
Hg.g”') e 710 pug.L" (106,20 pg.g™”), respectivamente, com destaque para a produgédo
de B-caroteno de aproximadamente 90 e 95% dos carotenoides totais, para estes
meios.

Inicialmente foi realizada uma varredura em espectrofotémetro no comprimento
de onda variando entre 400 a 550 nm e a absorbancia entre 0 a 0,3 (Figura 5), com
uma amostra obtida do cultivo utilizando agua de maceragdo de milho (20 g.L") e
glicerol (20 g.L™"), a25°C, 180 rpm no tempo de 168h.

Através da Figura 4 pode-se verificar 3 picos de absorbancia, onde o 1?2 pico
tem o valor aproximado de 455,08 nm, que pode representar a presenca da
Capsantina. O 2° pico é de aproximadamente 480 nm, caracteristico do B-caroteno,
sendo responsavel pela maior absorgcdo em éter de petréleo, e o 32 pico tem o valor
aproximado a 525,06 nm, sugerindo a presenca de Rodoxantina, em menor
quantidade na amostra analisada (DAVIES, 1976).
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Figura 5: Varredura em espectrofotdmetro da Sporidiobolus pararoseus em meio de
cultivo contendo agua de maceragdo de milho (20 g.L™") e glicerol bruto (20 g.L"), a
25°C, 180 rpm em 168h.

Otero (2010) realizou uma identificacdo dos carotenoides produzidos pela
levedura Sporidiobolus pararoseus através de uma Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia (HPLC) em meio YM (3 g.L" de extrato de levedura, 3 g.L" de extrato de
malte, 5 g.L"' de peptona e 10 g.L" de glicose), a 25°C, 180 rpm por 168h com pH
inicial de 6, alcangando uma produgédo volumétrica de 905 pg.L™" (123,64 pg.g”). Foi
verificado que o carotenoide majoritario produzido foi o [-caroteno seguido pela
luteina. Ja& Cipolatti (2012) para 0 mesmo micro-organismo identificou os mesmos
carotenoides nos meios de cultivos M1 (4,8 g.L" de glicerol + 35,6 g.L"' de agua de
maceracdo de milho) e M, (6,0 g.L ™' de melaco + 36,5 g.L "' de agua de maceracéo de
milho) a 25°C, 180 rpm, por 168h, com pH inicial de 6, identificando por HPLC dois
carotenoides sendo o majoritario B-caroteno seguido por luteina, com 771 pg.L™" e 93
Hg.L™' no meio My e 1421 pg.L" e 85 ug.L™" no meio M,, respectivamente.

Assim, verifica-se que a levedura Sporidiobolus pararoseus apresenta a
capacidade de produzir o B-caroteno como sendo o carotenoide majoritario,
independente da formulagdo de meios complexo (fontes alternativas de nutrientes)
utilizados. Portanto, neste trabalho foi aplicada a ferramenta da metodologia de
planejamento experimental para otimizagdo de dois meios de cultivo agua de
maceracao de milho com glicerol e agua de maceracao de milho com melago, para a
producéo de carotenoides, no qual sera empregado o método de espectrofotometria

para a estimativa da concentracéo de B-caroteno.
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5.2. Producao de carotenoides nos meios agroindustriais sem pré tratamento

5.2.1. Primeiro planejamento para meio formulado com agua de maceracao de
milho e glicerol bruto

Nesta primeira etapa, foi realizado um planejamento experimental para avaliar
o efeito das concentragdes dos componentes do meio de bioprodugao para agua de
maceracao de milho e glicerol bruto. A Tabela 7 apresenta a matriz do planejamento
com os valores reais e codificados das variaveis em estudo, bem como suas
respostas. Enquanto a Figura 6 mostra o acompanhamento desta bioproducdo de
carotenoides, envolvendo a producao de biomassa (a), pH (b), a producdo especifica
(c) e volumétrica (d) para os ensaios deste DCC.

Analisando a Tabela 7 é possivel verificar uma variagdo nas repostas, como a
méxima producéo volumétrica de carotenoides de 154,86 pg.L" (ensaio 1) a 640 ug.L"
(ensaio 4), maxima producao especifica de 35 pg.g™"' (ensaio 1) a 99,06 ug.g” (ensaio
4), concentracao de biomassa de 4,42 g.L" (ensaio 1) a 6,47 g.L" (ensaio 4) e a razdo
C/N dos meios de producdo que apresentaram pequenas modificacbes de 6,55
(ensaio 3) a 9,82 (ensaio 2). A produtividade em carotenoides volumétricos variou de
0,922 g.L"".h"" (ensaio 1) a 3,813 g.L".h™" (ensaio 4), a produtividade em carotenoides
especificos de 0,208 ug.g'.h™ (ensaio 1) a 0,59 pg.g'.h" (ensaio 4) e a produtividade
em biomassa variando entre 0,026 g.L".h" (ensaio 1) a 0,039 g.L".h"" (ensaio 4). Em
geral observa-se também que os maximos valores de carotenoides volumétricos,
especificos e biomassa encontrados estdo no maior nivel de concentragdo do glicerol
bruto, indicando uma provavel necessidade de ampliacdo da faixa de concentracao
para ambos este substrato.

Nota-se na Tabela 7 que a condicdo do ensaio 4, formulada com 10 g.L" de
glicerol e com 30 g.L™' de agua de maceracdo de milho, apresentou uma relagdo C/N
de 8,26, e resultou nas maiores respostas para bioprodugao de carotenoides 640 pg.L
(99,06 pg.g™'), em 168h de cultivo, a partir de 4,42 g.L' de biomassa, apresentando
produtividades em carotenoides de 3,816 pg.L".h" (0,208 pg.g”'.h"") e produtividade
em biomassa 0,039 g.L".h™".

O perfil de pH dos cultivos (Figura 6b) de todos os ensaios para S. pararoseus
apresentou um comportamento crescente ao longo das 168h de processo, ja
observado anteriormente por Otero (2011) e Cipolatti (2012), para este mesmo micro-
organismo em diferentes composicdes de meios formulados com estes coprodutos
agroindustriais. Além disso verifica-se que o acgucar disponivel no meio de cultivo foi

quase todo consumido pela levedura ao final do processo (Figura 6e).
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Tabela 7: Delineamento composto central 22 (valores reais e codificados) para otimizacdo do meio agroindustrial sem pré tratamento com
glicerol bruto e agua de maceracao de milho.

Ensaios Xy X, Y, Dr, Y, Dr, Y; Dr; Y, Dr, Ys Drs Ys Drg Y, Dr; Drs
1 5(1) 20(-1) 154,86(168h) -6,57 3500 -2,40 4,42 -668 742 -385 0,922 -672 0,208 -240 0,026 -3,85 -6,72
2 10 (+1) 20(-1) 283,19 (144h) -7,82 46,78 -1,85 6,05 -7,37 9,82 238 1,97 -3,10 0,325 -1,85 0,042 2,38 -3,10
3 5(-1) 30(+1) 163,03(168h) -6,23 3584 -2,81 455 -3,75 655 <0,01 097 -639 0,213 -2,82 0,027 <001 -6,39
4 10 (+1) 30 (+1) 640,54 (168h) -3,46 99,06 -1,19 647 -053 826 28 3813 -165 059 -1,19 0,039 -513 -1,65
5 75(0) 25(0) 348,95(168h) 6,41 59,82 449 583 38 793 555 2078 472 035 449 0,03 28 4,72
6 75(0) 25(0) 349,63(168h) 6,59 5853 230 597 6,08 793 555 2081 485 0348 230 0,036 556 4,85
7 75(0) 25(0) 345,83(168h) 557 57,70 087 599 640 793 555 2059 384 0343 087 0,036 556 3,84

X1 = Glicerol (g.L™); X2 = Agua de maceragao de milho (g.L™"). Y1 = Produg&o volumétrica (ug.L"); Y2 = Producéo especifica (ug.g™'); Ys = Biomassa (g.L"); Y4 = C/N (relagéo
Carbono e nitrogénio no meio de cultivo), Ys = Produtividade em Carotenoides volumétricos. (ug.L".h™); Y = Produtividade em carotenoides especificos. (ug.g".h"); Y7 =
Produtividade em Biomassas (g.L’1.h'1) Dry = Desvio relativa (%) para a resposta produgéo volumétrica; Dr» = Desvio relativa (%) para a resposta produgao especifica; Drz =
Desvio relativo (%) para a resposta biomassa; Drs = Desvio relativo (%) para a resposta C/N. Drs = Desvio relativo (%) para a resposta produtividade em carotenoides
volumétrico; Dre = Desvio relativo (%) para a resposta produtividade de carotenoides especifica, Dr7 = Desvio relativo (%) para a resposta produtividade em Biomassas.
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Figura 6: Cinética da produgcdo de biomassa (a), pH (b), producado especifica (c) e
producao volumétrica (d) de carotenoides por S. pararoseus ao longo de 168h, a 25°C e
180 rpm, no delineamento central composto 22 formulado com agua de maceracao de

milho e glicerol bruto nos meios de cultivo.
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5.3.1. Verificacao dos modelos para as respostas producao volumétrica e producao
especifica de carotenoides, biomassa, relacdo C/N, produtividade volumétrica,
produtividade especifica e produtividade em biomassa

Considerando as variaveis glicerol bruto e agua de maceracdo de milho foi
realizada a verificacdo dos modelos de primeira ordem analisando as respostas producao
volumétrica e especifica de carotenoides totais, biomassa, relacdo C/N, produtividade em
carotenoides volumétrica, produtividade em carotenoides especifica e produtividade em
biomassa em funcdo das concentragdes dos componentes do meio de cultura.

Para a verificagdo do modelo foram calculados os efeitos, desvio padréo, limites de
confianca apresentados no Apéndice 2. Os coeficientes de regressdo, bem como andlise
de variancia (ANOVA), estédo apresentando nas Tabelas 8 e 9, respectivamente.

Na Tabela 8 para a as respostas producdo volumétrica e especifica de
carotenoides percebe-se que todos os coeficiente do modelo foram significativos (p<0,05).
Na concentragao celular somente o coeficiente glicerol bruto (L), foi significativo (p<0,05),
ja para a relacdo C/N do meio todos os coeficientes foram significativos.

Para as produtividades em carotenoides volumétrica e especifica percebe-se todos
os coeficientes glicerol bruto (L), agua de maceracdo de milho (L) e interacdo glicerol
bruto x agua de macerag¢do de milho foram significativas (p<0,05). A produtividade em
biomassa somente o coeficiente glicerol bruto (L) apresentou significativo para 95% de
confianga. Os termos que nado foram significativos foram adicionados a falta de ajuste
para o calculo da Andlise de Variancia (ANOVA), como mostra a Tabela 9.

Os coeficientes de correlagdes (R) de 0,99; 0,99; 0,91; 0,99; 0,99; 0,99 e 0,93
foram calculados na ANOVA (Tabela 9), respectivamente, para produgéao volumétrica em
carotenoides, producéao especifica em carotenoides, biomassa, relacao C/N, produtividade
em carotenoides volumétrica, produtividade em carotenoides especificos e produtividade
em biomassa, com isso pode-se concluir que o modelo se ajusta bem aos dados
experimentais. A razao Fcalculado sobre Ftabelado foi 6,85 para produgédo volumétrica
em carotenoides, 8,03 para a producao especifica em carotenoides 3,85 para biomassa,
36,68 para relacdo carbono e nitrogénio do meio de cultivo, 14,09 para produtividade em
carotenoides volumétrica, 21,55 para produtividade em carotenoides especificos e 3,21
para produtividade em biomassa.
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Tabela 8: Coeficiente de regressao (CR), erro padrdao (EP) e nivel de significancia para a resposta producédo volumétrico
carotenoides (PVC) e producédo especifico carotenoides (PEC), biomassa relacdo C/N, produtividade em carotenoides
volumétrica, produtividade em carotenoides especifica e produtividade em biomassa.

Carotenoide Volumétricos (pg.L™) Carotenoides Especificos (ug.g™")
CR EP t(3) P CR EP t(3) p
Média™* 326,58 10,80 30,24 <0,01 Média™ 56,10 1,33 42,15 <0,01
X1(L)** 151,46 14,29 10,60 <0,01 Xy (L)** 18,75 1,76 10,64 <0,01
Xo (L)** 91,38 14,29 6,40 0,01 Xz (Q)** 13,28 1,76 7,54 <0,01
XixXo*™* 87,30 14,29 6,11 0,01 XixXo*™* 12,86 1,76 7,30 0,01
Biomassa (g.L™") Relacdo C/N
CR EP t(3) p CR EP t (3) p
Média** 5,61 0,16 34,74 <0,01 Média*™* 7,98 0,02 338,42 <0,01
Xy (L)* 0,89 0,21 4,15 0,03 Xy (L)** 1,03 0,03 32,95 <0,01
Xz (L) 0,14 0,21 0,64 0,57 Xo (L)** -0,61 0,03 -19,48 <0,01
X4xXz 0,07 0,21 0,39 0,76 XixXp** 0,17 0,03 -5,53 0,01

** (p<0,05); X;: Glicerol bruto; X,: Agua de maceracao de milho;
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Tabela 8 Continuacao: Coeficiente de regressdo (CR), erro padrao (EP) e nivel de
significAncia para a resposta producéo especifico carotenoides (PEC), biomassa, relacao
C/N, e produtividade em biomassa.

Produtividade em Carot.

Volumétricos (ug.L™".h™)

Produtividade em Carot.

Especificos (ug.g™.h™)

CR EP t (3) Jo) CR EP t (3) Jo)
Média** 1,98 0,04 44,75 <0,01 Média** 0,34 0<0,01 71,83 <0,01
X1(L)** 0,97 0,06 16,57 <0,01 Xy (L)** 0,12 0,01 19,70 <0,01
Xo (L)** 0,47 0,06 8,07 <0,01 X, (Q)** 0,07 0,01 10,77 <0,01
XyxXo™™ 0,44 0,06 7,66 <0,01  X{xXp** 0,07 0,01 10,37 <0,01
Produtividade em Biomassa (g.L".h™")
CR EP t (3) P

Média** 0,034 0<0,01 53,45 <0,01

X; (L) 0<0,01 0<0,01 8,21 <0,01

Xo (L) 0<0,01 0<0,01 -0,59 0,60

XixXs 0<0,01 0<0,01 -1,17 0,33

** (p<0,05); X;: Glicerol bruto; X,: Agua de maceracao de milho;
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Soma Quadratica Graus de liberdade Média quadratica F calculado
Fonte de PVC PEC  PVC PEC PVC PEC PVC PEC
variacdo
Regressao 155643,4 2773,21 3 3 51881,13 924,40 63,56 74,55
Residuo 2448.,8 37,20 3 3 816,27 12,4
Total 158092,2 2810,41 6 6
Soma Quadratica Graus de liberdade Média quadratica F calculado
Fonte de Bio. CN. Bio. C/N Bio. C/N Bio. C/N
variacado
Regressao 3,16 5,813 1 3 3,16 1,94 24,31 340,35
Residuo 0,64 0,017 5 3 0,13 0,0057
Total 3,80 5,83 6 6
Soma Quadratica Graus de liberdade Média quadratica F calculado
Fonte de Prod.
variagéo Vol. Prod. Esp. Prod.Vol. Prod.Esp. Prod.Vol. Prod.Esp. Prod.Vol. Prod.Esp.
Regressao 5,489 0,096134 3 3 1,83 0,032 130,71 200
Residuo 0,041 0,000472 3 3 0,014 1,57.10*
Total 5,53 0,096606 6 6
Soma Quadratica Graus de liberdade Média quadratica F calculado
Fonte de Prod. Bio. Prod. Bio Prod. Bio. Pro. Bio.
variacao
Regressao 0,000196 4 0,000049 16,67
Residuo 0,000014 5 0,000003
Total 0,000210 6

PVC=Producao volumétrica de carotenoides; PEC=producado especifica de carotenoides; Bio.=Biomassa; C/N=Relacdo carbono e
nitrogénio; Prod. Vol.=Produtividade em carotenoides volumétricos; Prod. Esp.=Produtividade em carotenoides especificos e Prod.
Bio.=Produtividade em biomassa. PVC (R 0,99, Fs; 3:095 = 9,28), PEC (R 0,99, Fs; 7:0,95 = 9,28), Bio. (R 0,91, F1;5; 0,95 = 6,61), C/N (R 0,99,
F3; 3;0,95 = 9,28), Prod.Vol. (R 0,99, F3; 3;0,95 = 9,28), Prod. ESp (R 0,99, F3; 3:0,95 = 9,28) e Prod. Bio. (R 0,93, F4; 5.0,95 = 5,19)
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Dessa forma foi possivel gerar as equagbes dos modelos com as variaveis
codificadas que representam as respostas em funcao das variaveis glicerol bruto, agua
de maceracédo de milho nas faixas estudadas, mostradas nas Equacgdes 8, 9, 10, 11,
12,13 e 14.

Carotenoides volumétricos (ug.L™") = 326,57 + 151,46.GLI + 91,38*AMM +
87,30. GLI. AMM

Carotenoide Especifico (ug.L'") = 56,10 + 18,75.GLI + 13,28 AMM +
12,86.GLI.AMM

Biomassa (g.L™") = 5,61 + 0,89.GLI

C/N = 7,98 + 1,03.GLI - 0,61.AMM - 0,017.GLI.AMM

Prod. Vol. (ug.L".h"") = 1,98 + 0,972.GLI + 0,474 AMM + 0,450.GLI.AMM
Prod. Esp. (ug.g".h™") = 0,340 + 0,124.GLI + 0,068 AMM+ 0,065.GLI.AMM

Prod. Bio. (g.L".h"") = 0,034 + 0,007GLI

Onde: GLI: glicerol bruto, AMM: agua maceragao de milho.

Os resultados do desvio relativo entre os resultados experimentais e preditos
pelo modelo, apresentados na Tabela 9, foram inferiores a 20% (RODRIGUES e
IEMMA, 2009), dessa forma as Equacgdes 8, 9, 10, 11, 12, 13 e 14 prevéem bem o
comportamento da producédo de carotenoides volumétrica, biomassa, relacdo carbono
e nitrogénio, produtividade em carotenoides volumétricos, produtividade em
carotenoides especificos e produtividade em biomassa, frente as variaveis estudadas.

Através dos modelos foi possivel construir as curvas de contorno (Figura 6),
podendo-se obter as concentragbes das variaveis: glicerol bruto e agua de maceracao
de milho para a maxima producdo de carotenoides volumétricos, biomassa, C/N,
produtividade em carotenoides volumétricos, produtividade em carotenoides
especificos e produtividade em biomassa.

Com as curvas de contorno expostas nas Figuras 7a e 7b verifica-se que para
obter elevada producado volumétrica e especifica de carotenoides é possivel trabalhar
na faixa 9 a 10 g.L" de glicerol bruto combinado com 26 a 30 g.L' de &gua de
maceracdo de milho. Na utilizacdo de 9,5 a 10 g.L"' de glicerol bruto associado a
qualquer variacdo de 20 a 30 g.L' de 4gua de maceracido de milho, é possivel obter
maiores concentragdes de biomassa (Figura 7 c).
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Figura 7: Curva de contorno para as respostas producédo volumétrica (a), producao
especifica (b), biomassa (c) relacdo C/N (d), produtividade em carotenoides
volumeétricos (e), produtividade em carotenoides especificos (f) e produtividade em
biomassa (g). AMM=Agua de maceracao de milho.

Para aumentar a relacdo carbono e nitrogénio do meio de cultivo deve-se
trabalhar com glicerol bruto na faixa de 9,5 a 10 g.L™" e baixa concentracéo de agua de
maceracdo de milho 20 a 22 g.L'" (Figura 7d). No entanto, vale ressaltar que as
maiores producdes de carotenoides e produtividades do processo nao foram
observadas nestas maiores relacbes C/N (aproximadamente 10) e sim em relacdes
C/N intermediarias (6 aproximadamente) onde as maiores produgédo de carotenoides
foram de 640,54 pg.L™" (99,06 ug.g™') tendo as produtividades de 3,813 pg.L".h™" (0,59
pg.L'.h"

Quando utilizado &gua de maceracdo de milho na faixa 28 a 30 g.L'
juntamente com glicerol bruto entre 9,5 a 10 g.L' é possivel obter as maiores
produtividades volumétricos (Figura 7€) e especificas de carotenoides (Figura 7f). Para
se ter uma elevada produtividade em biomassa deve-se trabalhar com glicerol bruto na
faixade 9,5a 10 g.L™' e 4gua de maceragao de milho entre 20 a 30 g.L™ (Figura 7g).

Assim, a partir da analise conjunta de todas as superficies de contorno da

Figura 6 percebe-se que o aumento da concentracdo dos substratos pode favorecer
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um incremento na producdo e produtividade em carotenoides. Portanto, um novo
sequenciamento do planejamento experimental foi realizado numa segunda etapa para
avaliar o efeito das concentracdes dos componentes do meio de bioproducao para
agua de maceracao de milho e glicerol bruto, onde as faixas destes coprodutos foram
ampliadas.

A Tabela 10 apresenta a matriz do planejamento com os valores reais e
codificados das variaveis em estudo, bem como suas respostas. Enquanto a Figura 8
mostra o acompanhamento desta bioproducdo de carotenoides, envolvendo a
producéo de biomassa (a), pH (b), a producao especifica (c) e volumétrica (d).

A produtividade volumétrica em carotenoides foi de 2,82 pg.L".h™ (ensaio 4) a
4,9 pg.L.h" (ensaio 9), j& para a produtividade especifica em carotenoides foi de
0,396 pg.g'.h" (ensaio 2) a 0,579 pg.g'.h"' (ensaio 8) e para produtividade em
biomassa foi de 0,0046 g.L".h" (ensaio 3) a 0,071 g.L".h™* (ensaio 7) de acordo com a
Tabela 10. Comparando-se com o primeiro planejamento nota-se um ganho de
22,20% na produgao volumétrica de carotenoides, 34,65% na biomassa, 22,18% na
produtividade volumétrica em carotenoides e 45,07% na produtividade em biomassa.

Observando a Figura 8 percebe-se que uma evolucdo na concentragao celular
ao longo das 168h de cultivo além disse verifica-se que para quase todos os ensaio
com excegao do ensaio um que houve um aumento no pH nas primeiras horas de
cultivo e um queda brusca a partir de 24h e subsequentes aumento posterior a este
periodo, tendo se mantido quase estavel ao longo do processo.

A caracteristica de mudanca no pH, é provavelmente devido ao fato da levedura
excretar um intermediario carbdnico durante o crescimento, por exemplo acido acético,
alcool ou intermediario do ciclo do acido citrico, ocasionando a queda no pH. Esse
intermediario é posteriormente reassimilado e estimula uma intensa carotenogénese,
que resultard no aumento do pH. A partir dai, o pH permanece constante indicando o
final do processo fermentativo (BONFIM, 1999; ZENI, 2011).

A concentracdo final de acgucar foi aproximadamente 50% da inicial,
provavelmente devido a levedura estd consumindo outros nutrientes presentes na

agua de maceracgao de milho.



Tabela 10: Delineamento composto central rotacional 22 (valores reais e codificados) para otimizacdo do meio agroindustrial sem pré
tratamento com glicerol bruto e agua de maceracao de milho.

Ensaios )& )& Y, Dr, Y, Ys Drs Y, Dr, Ys Drs Ys Y,
1 15,8 (-1)  44,5(-1) 450 (144h) -10,46 5841 832 -961 742 847 3,13 .1597 0,406 0,058
2 442 (+1)  445(-1) 599,5(168h) -16,54 66,48 9,02 -887 982 13,79 357 .18 0,396 0,054
3 158 (-1) 655 (+1) 591,72(168h) -817 7594 7,79 064 655 7,33 352 .3413 0,452 0,046
4 442 (+1) 655 (+1) 338,03 (120h) -29,70 49,82 6,78 0,88 8,26 11,33 2,82 .pg72 0,415 0,057
5 10 (-1,41) 5 (0) 637,64 (168h) 6,13 67,19 9,49 4,01 6,47 6,71 380 401 040 0,056
6 50 (+1,41) 5 (0) 707,78 (168h) 1544 76,72 9,23 3,76 9,28 13,18 421 4335 0,457 0,055
7 30 (0) 30 (-1,41) 656,2 (144h) 11,17 63,93 10,26 9,33 9,07 13,84 456 2045 0,444 0,071
8 30 (0) 80 (+1,41) 575,32 (168h) 13,056 97,30 591 -39 7,26 866 342 o7 0579 0,035
9 30 (0) 55 (0) 822,57 (168h) 0,02 83,10 990 -0,50 7,93 10,23 4,9 001 0,495 0,059
10 30 (0) 55 (0) 820,79 (168h) -0,19 83,13 998 0,30 793 10,23 489 .20 0,495 0,059
11 30 (0) 55 (0) 822,03 (168h) -0,04 8258 9,95 <0,01 7,93 10,23 4,89 20 0,492 0,059

X:=Glicerol bruto (g.L"); Xo=Agua de maceracdo de milho (g.L"). Y;=Produgdo volumétrica (ug.L™"); Yo=Producdo especifica (ug.g”'); Ys=Biomassa (g.L");
Y,=C/N (relagdo Carbono e nitrogénio no meio de cultivo), Ys=Produtividade em carotenoides volumétricos (ug.L".h™"); Ye=Produtividade em carotenoides
especificos (ug.g'.h™"); Y;=Produtividade em biomassas (g.L".h™"). Dr,=Desvio relativa (%) para a resposta produgéo volumétrica; Drz=Desvio relativo (%)
para a resposta biomassa; Dr,=Desvio relativo (%) para a resposta C/N. Drs=Desvio relativo (%) para a resposta produtividade em carotenoides volumétrico.
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Figura 8: Cinética da producdo de biomassa (a), pH (b), producdo especifica (c) e
producéao volumétrica (d) de carotenoides por S. pararoseus ao longo de 168h, a 25 C
e 180 rpm, no delineamento composto central rotacional 22 formulado com glicerol
bruto e agua de maceragao de milho nos meios de cultivo.
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5.3.1.1. Verificacdo dos modelos para as respostas producido volumétrica e
producao especifica de carotenoides, biomassa, relagcdao C/N, produtividade
volumétrica, produtividade especifica e produtividade em biomassa

Considerando as variaveis glicerol bruto e agua de maceragdo de milho foi
realizada a verificagdo dos modelos de segunda ordem analisando as respostas
producéo volumétrica de carotenoides totais, biomassa, relagao C/N, produtividade em
carotenoides volumétrica, em funcao das concentracbes dos componentes do meio de
cultura.

Para a verificagdo do modelo foram calculados os efeitos, desvio padréao,
limites de confianga que sem encontra em Apéndice 3. Os coeficientes de regressao e
bem como andlise de varidncia (ANOVA), estdo apresentando nas Tabelas 11 e 12,

respectivamente.

Tabela 11: Coeficiente de regressao (CR), erro padrao (EP) e nivel de significancia
para a resposta producdo especifico carotenoides (PEC), biomassa, relagdo C/N, e
produtividade em biomassa.

Carotenoides Volumétricos (pg.L™) Biomassa (g.L™)

CR EP t(2) p CR EP  t(2 p

Média*™* 822,39 0,53 1560,76 <0,01 Média™ 9,95 0,02 426,28 <0,01

X1(L) -0,66 0,65 -2,05 0,176  X1(L)*™* -0,08 0,01 -5,93 0,03
Xy (Q* -112,59 0,77 -292,0 <0,01 X;(Q)*™ -0,48 0,02 -28,13 <0,01
Xo (Q*  -29,31 0,65 -90,70  <0,01 X (Q)** -1,12 0,01  -78,01 <0,01
X (Q*  -14124 0,77 -366,29 <0,01 X;(Q* -1,12 0,02 -65,69  <0,01
XixXz**  -100,80 0,91 -220,89 <0,01 X;xX** -0,43 0,02 -21,16  <0,01

Produtividade em carotenoides ~
. e Relacdo C/N
volumeétrico (g.L".h™)

CR EP t(5) p CR EP t(4) p

Média** 4,90 0,30 16,32  <0,01 Média* 10,23 0,50 20,31 <0,01
X1(L) 0,04 0,37 0,22 0,84 X1(L)* 2,31 0,50 9,16 <0,01
Xi (@™  -0,63 0,44 -2,88 0,03 Xi(Q -024 0,67 -0,70 0,52
X2 (Q) -0,25 0,37 -1,34 024 X (@Q* -1,37 050 -5,41 0,01
X (@™  -0,64 0,44 -2,91 0,03 X2 (Q) 0,42 0,67 1,26 0,28
XixXz -0,29 0,52 -1,10 0,32 XixXz -0,33 0,71 0,93 0,41

*: (p=0,10); ** (p<0,05); X;: Glicerol bruto; X,: Agua de maceragao de milho;
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Para a construcdo de um modelo empirico que relacione as respostas em
funcéo das variaveis estudadas é possivel observar na Tabela 11 que para a producéo
volumétrica em carotenoides percebe-se que os coeficientes do modelo, como glicerol
bruto (Q) agua de maceragao tanto (L) e (Q) bem como a interagéo glicerol bruto x
agua de maceracgao de milho foram significativas ao nivel de 95%.

Para biomassa (Tabela 11) todos os coeficientes foram significativos (p<0,05).
Para produtividade em carotenoides volumétricos somente os coeficientes quadraticos
com o glicerol bruto (Q) e agua de maceracdo de milho (Q) estatisticamente
significativo (p<0,05). A relagéo carbono e nitrogénio foi verificado que o glicerol bruno
(L), glicerol bruto (Q) e agua de maceragao de milho (Q) foram significativas ao nivel
de 90%. Os termos que nao foram significativos foram adicionados a falta de ajuste

para o calculo da Analise de Variancia (ANOVA), como mostra a Tabela 12.

Tabela 12: Andlise de variancia para o delineamento composto central rotacional 2°

Graus de Média
Soma Quadratica o F calculado
liberdade quadratica

Fonte de . . . .
variagéo PVC Bio. PVC Bio. PVC Bio. PVC Bio.

Regressiao 1904876 1792 4 5 476219 358 584 7,16
Erro puro 48936 2,53 ¢ 5 8156 0,5

Total 2394236 20,45 1qp 10

Soma Quadratica liberdade quadratica

Fonte de Prod. Prod. Prod. Prod.
variacao CN Vol. CN Vol. CN Vol. CN Vol.
Regressao 27,52 3,52 2 2 28,76 1,76 54,26 6,52
Erro puro 4,23 2,17 8 8 0,53 0,27

Total 31,75 5,69 10 10

PVC=Producdo volumétrica de carotenoides; Bio.=Biomassa; C/N=Relagdo carbono e
nitrogénio; Prod. Vol.=Produtividade em carotenoides volumétricos. PVC (R: 0,89, F4. 6. 095 =
4,53), Bio (R 0,94, F5; 5,095 = 5,05), C/N. (R 0,97, F2; 8:0,90 = 3,1 1), Prod.Vol (R 0,79, F2; 8:0,95 =
4,46)

Os coeficientes de correlacdes (R) de 0,89; 0,94; 0,97 e 0,79 foram calculados
na ANOVA (Tabela 12), respectivamente, para produg¢ao volumétrica em carotenoides,
biomassa, relacdo C/N e produtividade em carotenoides volumétrica, com isso pode-
se concluir que o modelo se ajusta bem aos dados experimentais. A razdo Fcalculado
sobre Ftabelado foi 1,29 para producdo volumétrica em carotenoides, 1,41 para a
biomassa, 17,45 para relacdo carbono e nitrogénio do meio de cultivo, 1,46 para
produtividade em carotenoides volumétrica.

Dessa forma foi possivel gerar as equacdes dos modelos com as variaveis

codificadas que representam as respostas do delineamento composto rotacional em
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funcao das variaveis glicerol bruto, agua de maceracao de milho nas faixas estudadas,
mostradas nas Equacdes 15, 16, 17 e 18.

Carotenoides volumétricos (ug.L'") = 822,39 - 112,60.GLI2 - 29,31.AMM -
141,24 AMM? - 100,80.GLI.LAMM (15)

Biomassa (g.L") = 9,95 - 0,08.GLI - 0,48.GLI2 - 1,12.AMM - 1,12.AMM? -
0,43.AMM.GLI (16)

C/N = 10,38 + 2,31.GLI - 1,37.AMM (17)

Produtividade volumétrica em carotenoides (ug.L".h") = 4,90 - 0,63.GLI? -
0,64.AMM2 (18)

Onde: GLI: glicerol bruto, AMM: agua maceragao de milho.

Os resultados do desvio relativo entre os resultados experimentais e preditos
pelo modelo, apresentados na Tabela 10, foram inferiores a 20% (RODRIGUES e
IEMMA, 2009) nas regides de interesse de maximos valores, dessa forma as
Equacgodes 15, 16, 17 e 18 prevé bem o comportamento da producdo de carotenoides
volumétrica, biomassa, relacdo carbono e nitrogénio, produtividade em carotenoides
volumétricos, frente as variaveis estudadas.

Através dos modelos foi possivel construir as curvas de contorno (Figura 9),
podendo-se obter as concentragbes das variaveis: glicerol bruto e agua de maceracao
de milho para a maxima producdo de carotenoides volumétricos, biomassa, C/N e
produtividade em carotenoides volumétricos.

Com as curvas de contorno expostas na Figura 9a observa-se que para obter
elevada producdo de carotenoides volumétricos deve-se trabalhar de 24,32 g.L' a
35,68 g.L" de glicerol bruto e 50,8 g.L" a 59,2 g.L"' de 4gua de maceracédo de milho.
Para obter um ganho maior em biomassa deve ter em torno de 24,32 g.L " a 41,36 g.L’
' de glicerol bruto e 44,5 g.L" a 55 g.L' 4gua de maceracdo de milho, para um
aumento na relacéo carbono e nitrogénio do meio de cultivo deve ter 41,36 g.L™" a 50
g.L" de glicerol bruto e 30 gL' a 52,9 g.L' de agua de maceracdo de milho.
Entretanto vale ressaltar que as maiores producées de carotenoides e produtividades
do processo de obtencdo de carotenoides ndo foram observadas nestas maiores
relacdes C/N (aproximadamente 14) e sim em relagcbes C/N intermediarias (10,42
aproximadamente), onde as maiores producao de carotenoides foram de 822,57 pg.L"
(83,1 ug.g’') tendo as produtividades de 4,9 ug.L'".h" (0,579 pg.g"'.h™").
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Portanto, apds analise da Figura 9 é possivel verificar que glicerol bruto e a
4gua de maceracdo de milho devem estar nas concentragdes de 30 g.L" e 529 g.L™",
respectivamente para se alcancar uma 6tima resposta, sendo que essa condicao é

caracterizada com uma relagao carbono e nitrogénio de 10,42.

AMM (g.L)
AMM (g.L)

[=}
®

Glicerol (g.L™") Glicerol (g.L'")

AMM (g.L™

Glicerol (g.L™)

Figura 9: Curva de contorno para as respostas produgéo volumétrica (a), biomassa (b)
relacdo C/N (c), produtividade em carotenoides volumétricos (d). AMM=Agua de

maceragao de milho.

5.4. Validacao do modelo para a bioproducao de carotenoides com glicerol e

agua de maceracao de milho

Para a validacdo do modelo selecionou-se 0 meio de cultivo onde as variaveis
se encontram nos niveis para maxima bioproducédo de carotenoides: glicerol bruto 30
g.L" e 4gua de maceragédo de milho 52,9 g.L". A bioproducéo foi realizada de acordo
com o item 4.6. A Figura 10 mostra os resultados médios da cinética, dos ensaios
realizados em ftriplicata, para a concentracdo de biomassa, produgdo especifica e
volumétrica de carotenoides e pH.

Na Figura 10 percebe-se que o pH apresentou uma variacao ao longo da 168h
cultivo, apresentando uma valor final de 7,79. Além disse nota-se que o agucar foi

praticamente esgotado pela levedura ao termino do processo 0,30 g.L™".
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Figura 10: Valores médios de biomassa, produgdo especifica e volumétrica de
carotenoides no acompanhamento dos ensaios para validagdo do modelo matematico.

A Tabela 13 mostra os resultados da validagao para as respostas carotenoide

volumétrico, biomassa e produtividade em carotenoides volumétricos.

Tabela 13: Respostas da validagdo do modelo matematico

. Prod. Carot.
Carotenoides Biomassa .
lumétrico (ug.L") (@L) volumétrico
volumétrico (ug. .
- ? (hg.Lh")
Resposta prevista 755,44 9,95 3,63
Resposta experimental 779,60 11,65 4,64
Desvio do modelo 3,10 14,59 -5,60

*Resultados sdo médias dos ensaios em triplicatas.

Otero (2011) que utilizou a mesma levedura, no meio formulado com agua de

parboilizacdo de arroz (44,01 g.L") e glicerol bruto (17,31 g.L"), a 25°C, 180 rpm,

tendo uma relagéo C/N de 6,20 atingindo 820 ug.L™" (86,46 ug.g”') com uma biomassa

de 12,06 g.L', em 168h alcancou resultados semelhantes a este trabalho.

Cipolatti (2012) ao cultivar a mesma linhagem da levedura, no meio com &agua

de maceracdo de milho (35,6 g.L™") e glicerol bruto (4,8 g.L') com a mesma relacéo
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C/N de 6,20, alcangou uma producdo de carotenoides de 634,5 pg.L" (87,3 pg.g")
com 7,3 g.L'" de biomassa (120h). Portanto, neste trabalho com o novo meio proposto
ocorreu um ganho de 22,86% na producdo volumétrica e 26,26% na biomassa.
Provavelmente estes resultados positivos sdo devido ao aumento da concentracao da
agua de maceragao milho que por apresentar uma variedade de nutrientes e sais pode
se tornar um 6timo meio de cultivo para diversas leveduras (GAO, 2011).

No estudo realizado por Cabral et al. (2011) que avaliou a composi¢cao do meio
de cultivo através de um planejamento do tipo Plackett—Burman, para producao de
carotenoides por uma outra linhagem de Sporidiobolus pararoseus, variando as
concentracdes de glicose (26,4 a 23,4 g.L™"), peptona (6,6 a 23,4 g.L'") e extrato de
malte (6,6 a 23,4 g.L"), obtiveram 856 pg.L™" (229.69 pg.g”') de carotenoides totais
com 3.69 g.L™". Portanto, resultados de producao volumétrica superior a este trabalho,
no entanto, com um meio formulado com 60 g.L™" glicose, 15 g.L™" peptona e 15 g.L"
de extrato de malte em 120h, a 25°C, 180 rpm e com pH inicial 4.

Outros trabalhos para produgéo de carotenoides com outros géneros de micro-
organismos como Santos (2010) que utilizou dois tipos de glicerol bruto e P.A (10, 20 e
30 g.L'™"), a 30°C, 150 rpm, por 96h, com pH inicial de 7,0, para Rhodotorula glutinis
observou a maior producdo de biomassa (4,05 g.L™') com 30 g.L™" o glicerol bruto, isso
€ devido a presenca de micronutrientes (K, Na e P, os de maior teor), tais nutrientes
presente na sua composicdo contribuiram para o crescimento celular da levedura.
Sendo que o glicerol puro nao apresentou um crescimento superior, isso é devido ao
processo de purificacdo que remove estes nutrientes.

Buzzin et al. (2005) realizou uma otimizagédo para producao e carotenoides pela
levedura Rhodotorula graminis DBVPG 7021, variando as concentragdes de metais de
0 a 50 ppm (Fe**, Co?**, Mn?*" , AI** e Zn**), em meio YNB adicionado de 2% de glicose,
a qual foi constato uma producdo méaxima de 803,2 pg.g”', sendo as condicdes
operacionais do processo a 25°C, por 120h, com 150 rpm, sem ajuste do pH.

5.5. Planejamento experimental para o meio formulado com melaco e agua de
maceracao de milho

Nesta terceira etapa, foi realizado um planejamento experimental para avaliar o
efeito das concentracdes dos componentes do meio de bioprodugéo para o melaco de
cana de acucar e agua de maceracao de milho.

A Tabela 14 apresenta a matriz do planejamento com os valores reais e
codificados das variaveis em estudo, bem como suas respostas. Enquanto a Figura 11
mostra o acompanhamento desta bioproducdo de carotenoides, envolvendo a
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producéao de biomassa (a), pH (b), producao especifica (c), producao volumétrica (d) e
consumo de agucares (e), para 0s ensaios do planejamento fatorial.

Analisando a Tabela 14 é possivel verificar uma variagdo, em diferentes
concentracoes de melaco e agua de maceracao de milho, na maxima producao
volumétrica de carotenoides de 125,92 ug.L™" (ensaio 3) a 555,52 pg.L" (ensaio 6),
méxima producéo especifica de carotenoides em 26,22 ug.g” (ensaio 1) a 86,26 ug.g™
(ensaio 7), concentracéo de biomassa de 1,03 g.L" (ensaio 1) a 7,70 g L' (ensaio 4) e
a razao C/N dos meios de producdo que apresentaram variagéo de 7,70 (ensaio 5) a
38,41 (ensaio 2). A produtividade em carotenoides volumétricos maxima variou de
0,75 ug.L".h™" (ensaio 3) a 4,08 ug.L"".h" (ensaio 10), a produtividade em carotenoides
especificos de 0,16 pg.g"'.h™" (ensaio 3) a 0,52 pg.g”.h" (ensaio 5) e a produtividade

em biomassa variando entre 0,001 g.L".h"" (ensaio 1) 2 0,07 g.L".h™" (ensaio 9 e 10).

5.5.1. Verificacao dos modelos para as respostas producdao volumétrica e
producao especifica de carotenoides, biomassa, relagcdao C/N, produtividade
volumétrica, produtividade especifica e produtividade em biomassa

Considerando as variaveis melaco e agua de maceracao de milho foi realizada
a verificacdo dos modelos de segunda ordem analisando as respostas producao
volumétrica de carotenoides totais, biomassa, relagdo C/N, produtividade em
carotenoides volumétrica, em funcao das concentracbes dos componentes do meio de
cultura. Para a verificacdo do modelo foram calculados os efeitos, desvio padrao,
limites de confianga que sem encontra em Apéndice 4. Para a construcdo de um
modelo empirico que relacione as respostas em fungdo das variaveis estudadas é
possivel observar na Tabela 15 que para a producdo volumétrica em carotenoides
percebe-se que os coeficientes de regressdo do modelo, como melago (L), melago
(Q), agua de maceracéo tanto (Q) bem como a interagdo melaco x agua de maceracao
de milho foram significativas ao nivel de 90%. Para biomassa (Tabela 15) todos os
coeficientes foram significativos (p<0,1). A relagdo carbono e nitrogénio foi verificado
que o melago (L), melaco (Q) e agua de maceracdo de milho (L) foram
estatisticamente significativas ao nivel de 90%. Ja para produtividade em carotenoides
volumétricos todos os coeficientes com excecdo da interagcdo melago x agua de
maceragao de milho foram significativos (p<0,05). Para a produtividade volumétrica
todos foram significativos ao nivel de 95% com excecdo da agua de maceracao de
milho (L). Os termos que néo foram significativos foram adicionados a falta de ajuste
para o calculo da Analise de Variancia (ANOVA), como mostra a Tabela 16.



Tabela 14: Delineamento composto central rotacional 22 (valores reais e codificados) para otimizacdo do

tratamento com melago e agua de maceracéao de milho.
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meio agroindustrial sem pré

Ensaios X4 )& Y, Dr, Y, Ys Drs Y, Dr, Ys Drs Ys Y, Dr;
1 10 (-1) 3,5(-1) 209,40 0,21 4752 441 29,02 2334 570 125 152 0,28 0,03 33,33
2 50 (+1) 3,5(-1) 340,22 -1990 5793 587 -818 3841 -2,19 2,03 -29,06 0,34 0,03 -33,33
3 10 (-1) 9,5 (+1) 12592 -1593 26,22 4,80 1646 1421 1323 0,75 -4133 0,16 0,3 33,33
4 50 (+1) 9,5 (+1) 382,66 -23,057 56,23 6,81 -6,17 29,73 0,54 228 -1491 0,33 0,04 <0,01
5 1,8 (-1,41) 6,5 (0) 89,52 -4,68 86,69 1,03 -132,04 7,70 -2627 053 -6,48 0,52 0,01 -61,38
6 58,2 (+1,41) 6,5 (0) 55552 1665 72,16 7,70 10,00 34,79 2,18 3,31 1650 0,43 0,05 11,32
7 30 (0) 2,27 (-1,41) 403,29 1555 86,26 4,68 -926 37,87 3,42 24 1492 051 0,03 -0,79
8 30 (0) 58,2 (+1,41) 366,16 6,98 59,09 6,20 -2,49 23,11 0,80 2,18 6,33 0,35 0,04 2441
9 30 (0) 6,5 (0) 476,51 -1,45 60,00 793 -1,13 2838 -483 397 -151 050 0,07 <0,01
10 30 (0) 6,5 (0) 489,26 1,20 60,23 8,12 1,23 28,38 482 408 122 050 0,07 <0,01

Xi=Melaco (g.L"); Xo=Agua de maceragdo de milho (g.L"). Ys=Produgédo volumétrica (ug.L"); Yo2=Producéo especifica (ug.g™); Ys=Biomassa (g.L"); Y4,=C/N
(relagdo Carbono e nitrogénio no meio de cultivo), Ys=Produtividade em carotenoides volumétricos (ug.L'1.h'1); Ye=Produtividade em carotenoides
especificos (ug.g'.h™"); Y;=Produtividade em biomassas (g.L".h™"). Dr,=Desvio relativa (%) para a resposta produgéo volumétrica; Dr,=Desvio relativa (%)
para a resposta produgao especifica; Drs=Desvio relativo (%) para a resposta biomassa; Drs=Desvio relativo (%) para a resposta C/N. Drs=Desvio relativo
(%) para a resposta produtividade em carotenoides volumétricos e Dr;=Desvio relativo (%) para a resposta produtividade em Biomassas.
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Figura 11: Cinética da producdo de biomassa (a), pH (b), producéo especifica (c) e
producéao volumétrica (d) de carotenoides por S. pararoseus ao longo de 168h, a 25 C
e 180 rpm e pH inicial de 6, no delineamento composto central rotacional 22 formulado
com melago e agua de maceragao de milho nos meios de cultivo.

Os coeficientes de correlacdes (R) de 0,88; 0,87; 0,99 e 0,94 foram calculados
na ANOVA (Tabela 16), respectivamente, para producao volumétrica em carotenoides,
biomassa, relacao C/N e produtividade em carotenoides volumétrica e produtividade

em biomassa, com isso pode-se concluir que 0 modelo se ajusta bem aos dados
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experimentais. A razao Fcalculado sobre Ftabelado foi 2,64 para producao volumétrica
em carotenoides, 2,41 para a biomassa, 25,25 para relagdo carbono e nitrogénio do
meio de cultivo, 4,92 para produtividade em carotenoides volumétrica e 2,59
produtividade em biomassa.

Dessa forma foi possivel gerar as equacdes dos modelos com as variaveis
codificadas que representam as respostas do delineamento composto central
rotacional em fungcao das variaveis glicerol bruto, agua de maceracao de milho nas

faixas estudadas, mostradas nas Equagodes 19, 20, 21, 22, 23.

Carotenoide volumétrico (ug.L'") = 483,41 + 130,97.MEL - 103,13.MEL2? -
71,84.AMM2 + 31,48.MEL.AMM (19)

Biomassa (g.L'™") = 8,02 + 1,61.MEL - 1,69.MEL2 + 0,44.AMM - 1,15.AMM2(20)

C/N = 29,75 + 8,62.MEL2 - 3,96.MEL2 - 4,84. AMM (1)
Prod. Vol. (ug.L".h"") = 4,03 + 0,78*MEL - 1,19.MEL2 - 1,00.AMM? (22)
Prod. Bio. (g.L".h") = 0,07 + 0,01.MEL - 0,02.MEL2 - 0,02.AMM?2 (23)

Os resultados do desvio relativo entre os resultados experimentais e preditos
pelo modelo, apresentados na Tabela 14, foram inferiores a 20% (RODRIGUES e
IEMMA, 2009), dessa forma as Equacbes 19, 20, 21, 22, 23 prevé bem o
comportamento da producédo de carotenoides volumétrica, biomassa, relacdo carbono
e nitrogénio, produtividade em carotenoides volumétricos, produtividade em biomassa,
frente as variaveis estudadas.

Através dos modelos foi possivel construir as curvas de contorno (Figura 12),
podendo-se obter as concentracbes das variaveis: melaco e agua de maceracao de
milho para a maxima producdo de carotenoides volumétricos, biomassa, C/N e
produtividade em carotenoides volumétricos e produtividade em biomassa.

Com as curvas de contorno expostas na Figura 12a é possivel verificar que
para obter elevada producao de carotenoides volumétricos e também na concentracao
celular deve-se trabalhar na faixa de 30 a 50 g.L" de melaco na combinacéo de 5,3 a
8,9 g.L' de agua de maceracéo de milho. J& para uma relacdo carbono e nitrogénio
alta deve trabalhar em baixa concentracdo 50 a 58,2 g.L"' de melaco, com a agua de
maceracdo de milho na faixa de 2,27 a 3,5 g.L". Entretanto vale ressaltar que as
maiores producoes de carotenoides e produtividades do processo de obtengdo de
carotenoides nao foram observadas nestas maiores relagcbes C/N (40) e sim em

relagées C/N intermediarias (25).
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Tabela 15: Coeficiente de regressao (CR), erro padrao (EP) e nivel de significancia para a resposta producao volumétrica carotenoides (PVC),
biomassa, relacdo C/N, e produtividade em carotenoides volumétricos e produtividade em biomassa.

Carotenoide volumétricos (pug.L™)

Biomassa (g.L™")

CR EP t(1) p CR EP t(1) p
Média** 483,41 6,37 75,82 0,008 Média** 8,02 0,09 84,44 0,007
Xy (L)** 261,93 6,385 41,03 0,02 Xy (L)** 3,23 0,1 33,93 0,019
X1 (Q)** -206,27 8,47 -24,36 0,03 Xq (Q)** -3,38 0,13 -26,81 0,002

Xo (L) -23,42 6,38 -3,67 0,169 Xo (L)* 0,87 0,1 9,15 0,069
X2 (Q)** -143,69 8,47 -16,97 0,04 Xo (Q)* -2,30 0,13 -18,24 0,035
XyxXz* 62,96 9,02 6,98 0,09 XixXz 0,28 0,13 2,05 0,289
CIN Produtividade em carotenoides
volumétricos (ug.L".h™)
CR EP t (4) p CR EP t(4) p
Média** 28,38 1,09 26,00 <0,001 Média** 4,03 0,33 12,23 <0,001
Xy (L)** 17,25 1,09 15,78 <0,001 Xy (L)** 1,56 0,33 4,73 0,009
Xy (Q)** -6,89 1,45 -4,75 0,009 Xy (Q)** -2,38 0,44 -5,44 0,006
Xo (L)** -9,68 1,09 -8,86 0,001 Xz (L) -0,14 0,33 -0,43 0,692
X2(Q) 2,41 1,45 1,67 0,171 Xo (Q)* -2,01 0,44 -4,59 0,010
XixXz 0,22 1,54 0,14 0,892 XixXz 0,38 0,47 0,80 0,466

*: (p<0,10); ** (p=0,05); X;: Melago; X,: Agua de maceragao de milho;
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Tabela 15: Continuacgao, coeficiente de regressao (CR), erro padrdao (EP) e nivel de
significAncia para a resposta produgdo volumétrica carotenoides (PVC), biomassa,
relagdo C/N, e produtividade em carotenoides volumétricos e produtividade em

biomassa.
Produtividade em biomassa
(g.L".h")
CR EP t(4) Jo)

Média™* 0,06 0,01 1195 <0,001
X; (L™ 002 001 28 005
Xi (Q** -0,04 001 -516 0,007
X2(L) 001 001 1,03 0,362
X2(Q* -0,04 001 -451 0,011
XixX, 0,01 001 060 0579

** (p<0,05); X;: Melago; X,: Agua de maceragao de milho;

Tabela 16: Andlise de variancia para o delineamento composto central rotacional 2°

Graus de

Soma Quadratica Média quadratica F calculado
liberdade
sta)ﬂtai:gs PVC Biomassa PVC Biomassa PVC Biomassa PVC Biomassa
Regressdo 193342 36,29 4 4 48335,5 9,07 9,29 8,48
Residuo 2609,2 5,34 5 5 5201,84 1,07
Total ~ 2193512 4163 9 9
" Graus de Al b F calculado
Soma Quadratica liberdade Média quadratica
Fonte de
variagdo C/N Pro.Vol. C/N Pro.Vol. C/N Pro.Vol. C/N Pro. Vol.
Regressdao 867,04 12,66 4 3 216,76 4,22 80,28 23,44
Residuo 16,19 1,05 6 6 2,7 0,18
Total 883,23 13,71 9 9
Graus de E calculad
7 gm Ve - ’ - ca cu a o
Soma Quadratica liberdade Média quadratica
Fon_te sle Pro. Bio. Pro. Bio. Pro. Bio. Pro. Bio.
variacao
Regressao 2,83.10° 4 7,07.10* 11,74
Residuo 3,72.10* 6 6,02.10°
Total 3,20.10° 9

PVC=Producdo volumétrica em carotenoides; C/N=Relagdo carbono e nitrogénio; Prod.
Vol.=Produtividade em carotenoides volumétricos e Prod. Bio.=Produtividade em biomassa.
PVC (R 0,88, F4; 5. 0,90 = 3,52), Biomassa (R 0,87, F4; 5. 0,90 = 2,41), C/N (R 0,99, F4; 6; 0,90 =
25,25) e Prod. Bio. (R 0,94, F4; 60,95 = 2,59)

Para ter uma produtividade alta em carotenoide volumétrico deve trabalhar de
30 a42 g.L" de melago e de 5,3 a 7,7 g.L"" de 4gua de maceracdo de milho (Figura
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12d). Para elevadas produtividade em biomassa a concentragdo de melago deve ser
de 30 a 42 g.L " e 4gua de maceracido de milhode 5,9 a 7,7 g.L" (Figura 11e).
Portanto, para a obtencdo dos maximos para todas as respostas séo

necessarios 30 a 50 g.L ™' de melaco e 5,3 2 8,9 g.L' de 4gua de maceracao de milho.

10,73 10,73
a) c)
5 5 40
2 2 s
: s 30
s I < 25
Il 400
I 300 s 20
[ 200 3,5 0§ , s
=1 100 =N i —
e 2 e P 228 1 =
8 10 30 50 58, o 8 10 30 50 58, s
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d) e)
5
2
s
= | P
< ] Eo0,07
2 0,05
1 Blo.03
2 [Mo : oot
50 58,2 1,8 10 30 50 58,2
Melago (g.L™) Melago (g.L'")

Figura 12: Curva de contorno para as respostas producao volumétrica (a), biomassa
(b), relacdo C/N (c), produtividade em carotenoide volumétrico (d), produtividade em
biomassa (e). AMM = agua de maceracao de milho.

5.6. Validacao do modelo para a bioproducao de carotenoides utilizando melaco

e agua de maceracao de milho

Para a validacdo do modelo selecionou-se o meio de cultivo onde as variaveis
se encontram nos niveis para maxima bioproducdo de carotenoides, de forma a
aproveitar o maximo do co-produto: melaco 40 g.L"' e 4gua de maceracdo de milho 6,5
g.L". A bioproducéo foi realizada de acordo com o item 4.6. A Figura 13 mostra os
resultados médios da cinética, dos ensaios realizados em ftriplicata, para a
concentracao de biomassa, producéo especifica e volumétrica de carotenoides e pH.

Na Figura 13 percebe-se que o pH mostrou comportamento caracteristico da
levedura, apresentando uma queda inicial, em seguida um aumento, mantendo-se
constante até o término do cultivo. A biomassa alcancou o valor de 7,82 g.L ™' no tempo
de 168h, a produgéo especifica em carotenoides 73,19 ug.g™' no tempo de 168h he a
producdo volumétrica 520,94 pg.L" no tempo de 168h. Além disse nota-se que o

acucar foi praticamente esgotado pela levedura ao termino do processo.



68

9 550 120
500

_ __1100 Es
T 450 >
o e e
. ® o [%2]
~2 400 S {80 g
=) o
5 8 350 5 2
54258 2 i
© 3 - P
% E > 160 W
ET 300 T g
@ g 2 3
b @ 2 5
P8 250 © {40 ¢
O 3 E
< Q O
Q 200 i 'T

- 20

A I
100 0

0
0 12 24 36 48 60 72 96 120 140 160
Tempo (h)

Figura 13: Valores médios de biomassa, pH producado especifica e volumétrica de
carotenoides no acompanhamento dos ensaios para validagdo do modelo matematico.

A Tabela 17 mostra os resultados da validacao para as respostas carotenoides
volumétrico, biomassa, produtividade em carotenoides volumétrica e produtividade em
carotenoides volumétrica, onde todas obtiveram desvios inferiores a 7%, se

adequando bem ao modelo proposto.

Tabela 17: Respostas da validagdo do modelo matematico.

Carotenoides . Prod. Carot. Prod. em
L Biomassa _ .

volumétrico (@) volumétrico  biomassa

. g. - -

(Hg.L") (Mg-.L™h") (gL

Resposta prevista 492,07 7,52 4,03 0,053

Resposta

520,94" 7,82* 3,10" 0,05*

experimental
Desvio do modelo 5,54 3,86 -4,92 -6,40

*Resultados séo médias dos ensaios em triplicatas.
5.7. Pré tratamentos dos substratos agroindustriais
5.7.1. Estudo do pré tratamento com terra diatomacea para melaco (100 g.L™)

Um delineamento composto central rotacional 2° foi realizado para avaliar o

efeito das variaveis concentragdo de terra diatomacea, tempo de contato com o
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coproduto e temperatura do pré tratamento, verificando a influéncia na densidade
6tica, aclcar redutor total e pH no coproduto agroindustrial melago (100 g.L™),
conforme apresentado na Tabela 18.

Tabela 18: Delineamento composto central rotacional valores reais (codificados) para
o pré tratamento com terra diatomacea para o melaco

Ensaios )& )& X \'E Y, Y;

1 6 (-1) 64 (-1) 15(1) 70,03 0,679 4,20
2 8 (+1) 64 (-1) 1,5(1) 2863 0,610 4,27
3 6(-1) 76 (+1) 1,5(-1) 26,37 0,471 4,00
4 8 (+1) 76 (+1) 1,5(-1) 21,62 0,118 5,14
5 6(-1) 64 (-1) 2(+1) 3274 0,638 4,14
6 8 (+1) 64 (-1) 2(+1) 26,57 0,314 4,34
7 6 (-1) 76 (+1) 2(+1) 2484 0,426 4,26
8 8 (+1) 76 (+1) 2(+1) 68,77 0,164 544
9 532 (-1,68) 70 (0) 1,75(0) 38,94 0,149 5,33
10 8,68 (+1,68) 70(0) 1,75 (0) 2346 0,362 4,27
11 7 (0) 60 (-1,68) 1,75(0) 71,63 0,187 5,33
12 7 (0) 80 (+1,68) 1,75(0) 49,07 0,497 4,02
13 7 (0) 70(0)  1,33(-1,68) 73,19 0,433 4,36
14 7 (0) 70 (0) 2,17 (+1,68) 70,04 0,456 4,52
15 7 (0) 70 (0) 1,75(0) 73,81 0,256 3,97
16 7 (0) 70 (0) 1,75(0) 71,24 0,279 3,88
17 7 (0) 70 (0) 1,75(0) 63,43 0,311 4,31

Xi: Concentragao de terra diatomacea; X,: Temperatura (°C); X3: Tempo de contato (h) Y;:
Actcar Redutor Total (g.L™); Ya: Densidade 6tica D.O; Ys: pH. Melago sem pré tratamento: Y;:
164,12 9.L"; ¥»: 0,37 e Y5: 5

Na Tabela 18 percebe-se que em todos os dezessetes ensaios ocorreram
perdas de aglcares redutores totais, entre 56,85% (ensaio 15) a 86,83% (ensaio 4) se
comparado ao sem pré tratamento. Para a densidade ética ocorreu uma variacao de
0,118 (ensaio 4) a 0,679 (ensaio 1), portanto para alguns ensaios a terra diatomacea
promoveu uma clarificagdo e para outros mostrou-se ineficiente aumentando a
turbidez, quando comparado ao sem pré tratamento (0,37). As diferentes condicoes de
pré tratamento apresentou influéncia significativa no pH do coproduto com uma
variagao entre 3,88 (ensaio 17) até 5,14 (ensaio 9 e 10), conforme comprovado na
Tabela 18.

Para o melaco, observando-se a Tabela 19 nota-se que nos acguUcares
redutores totais a variavel percentagem de terra foi significativa (p<0,05), sendo seu
efeito negativo, removendo mais acucares presentes no coproduto, portanto devendo
estar em um nivel inferior (-1). Entretanto as interagcbes percentagem de terra x
temperatura, percentagem de terra x tempo de contato, bem como temperatura x
tempo de contato apresentaram efeito positivo e significativo.
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Para a densidade otica no substrato pré tratado verifica-se que as variaveis
concentracdo de terra, temperatura e tempo de contato, apresentaram efeito
significativo negativo (p<0,05), aumentando sua turbidez, vale ressaltar também que
as interagbes concentragdo de terra x temperatura bem como a concentragéo de terra
x tempo de contato, exerceram efeito negativo quando aumenta seu nivel, entretanto
nao foi significativo seu efeito, conforme a Tabela 19. O pH inicial apresentou
diferencga significativa (p<0,10) no qual a variavel concentragao de terra apresentou um
efeito positivo quando aumentado seu nivel.

Tabela 19: Resultados dos efeitos, desvio padrao, t e p para a aglcar redutor total,
densidade o6tica e pH ap6s o pré tratamento do melaco.

Fator Efeito Desvio padrdao t(4) p
Média* 0,388 0,038 10,280 <0,001
(1) X4 (L)* -0,252 0,088 -2,845 0,047
Densidade (2) X, (L)* -0,266 0,088 -3,002 0,039
6ticaD.O (3) X5 (L) -0,084 0,088 -0,951 0,395
Xi1xXs -0,056 0,088 -0,630 0,563
Xi1xXs; -0,041 0,088 -0,462 0,668
XoxXs 0,084 0,088 0,954 0,394
Fator Efeito Desvio padrdao t (4) p
Média** 4,359 0,105 41,327 <0,001
(1) X4 (L)** 0,648 0,247 2,618 0,059
(2) X2 (L) 0,473 0,247 1,910 0,1287
pH (3) X3(L) 0,143 0,247 0,576 0,595
X xXo* 0,513 0,247 2,072 0,107
Xi1xXs; 0,043 0,247 0,17 0,872
XoxXs; 0,138 0,247 0,556 0,601

** (p<0,10); * (p=0,05); X;: Concentragao de terra; Xo: Temperatura (°C); Xs: Tempo de contato
(h); Y4: Acucar Redutor Total (g.L'1); Y.: Densidade Otica; Ys: pH.

5.7.1.1. Verificacao do modelo para acucar redutor total

Considerando as trés variaveis do processo percentagem de terra, temperatura
e tempo de contato com o substrato, foi ajustado um modelo de segunda ordem aos
dados experimentais de agucar redutor total.

Para a verificagdo do modelo foram calculados coeficientes de regresséo e
realizada a ANOVA, no qual os resultados estdo apresentados na Tabela 20. Os
termos que nao foram significativos foram adicionados a falta de ajuste para o calculo
da Andlise de Variancia.

Tabela 20: Anédlise de variancia para o delineamento composto central rotacional 2°
utilizando terra diatomacea no melaco em fungéo do aclcar redutor total.

Fonte de Soma Graus de Média F
variacao Quadratica liberdade quadratica calculado
Regressao 3728,12 2 1864,06 6,68
Erro puro 3625,88 13 278,91

Total 7254,0 15

Acucar redutor total (R: 0,71, Fz. 130,05 = 3,81).
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Os coeficientes de correlagées (R): 0,71 foi calculado na ANOVA (Tabela 20),
para o acucar redutor total, com isso pode-se concluir gue o modelo se ajustou bem
aos dados experimentais. A razao Fcalculado sobre Ftabelado foi de 1,7 para agucar
redutor total tornando o modelo preditivo e significativo para a resposta estudada
nessa faixa.

Dessa forma foi possivel gerar a equagdo do modelo com as variaveis
codificadas que representa a respostas do DCCR em funcdo das variaveis

percentagem de terra, temperatura e tempo de contato, como mostra a Equagéo 24.

ART (g.L") =60 - 14,78.X,2 + 10,84.X;.X, (24)
Onde: X;i: Concentragao de terra diatoméacea; Xz: Temperatura; Xs: Tempo de contato
com o substrato. ART = acucar reduto total

Através do modelo foi possivel construir as curvas de contorno (Figura 14),
podendo-se obter as concentracbes das variaveis: percentagem de terra, temperatura
e tempo de contato com o substrato.
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Figura 14: Curvas de contorno para resposta acucar redutor total (a, b, e ¢) para
melaco pré tratado.

Para manter uma concentracdo de ART no substrato elevada pode-se trabalhar
com temperatura entre 60 a 64 °C e concentracio de terra de 6 a 7%, ou com elevadas
temperaturas 76 a 80°C com percentagem de terra de 7 a 8% (Figura 14a). A
concentracdo de terra deve ser de 6 a 7% com tempo de contato de 1,33 a 1,5h ou
concentracdo de terra de 7 a 8% e tempo de contato de 2 a 2,17h (Figura 14b). Na
utilizacdo de temperatura de 60°C deve-se trabalhar com tempo de 1,33h ou altas
temperaturas de 80°C com tempo de 2,17h (Figura 14c).

Portanto, a melhor condicdo para manutencao do ART presente no substrato é
com 6 a 7% de terra diatomacea a 60°C por 1,33 a 1,5h de contato, sob agitacao de
150 rpm em reator (300 mL) encamisado, de modo a clarificar o meio de cultivo. No
entanto um novo planejamento foi realizado a fim de melhorar a eficiéncia da terra
diatomacea, bem como diminuir custo de processo com energia (temperatura), tempo
de contato e concentracao de terra diatomacea, o qual esta descrito na proxima etapa.
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5.7.2. Otimizacao da terra diatomacea como pré tratamento para o melago

Um DCCR (2% com 2 pontos centrais) foi realizado com o intuito de avaliar o
efeito das variaveis concentragdo de terra diatomacea, tempo de contato com o
coproduto e temperatura do pré tratamento, para o melaco de cana de aclcar para
que fossem definidas as condicdes que levassem a clarificagdo do meio de cultivo sem
prejuizo na bioproducéo de carotenoides. A matriz do planejamento experimental com
os valores reais e codificados, bem como as respostas em leitura de densidade o6tica e
pH para a agua de maceracao de milho, estdo apresentadas na Tabela 21.

Na Tabela 21 percebe-se que o pré tratamento apresentou um efeito na
reducdo de ART com perdas de 51,54% (ensaio 15), a 65,79% (ensaio 14), se
comparado ao sem pré tratamento. Para a densidade ética percebe-se que ocorre
uma variacado de 0,157 (ensaio 8) a 0,212 (ensaio 6). O pH inicial apresentou uma
variagao entre 4,85 (ensaio 8) ate 5,08 (ensaio 10). Relacionando o resultado do
segundo planejamento com o primeiro planejamento percebe-se um ganho de 7,17%
no ART e um incremento da clarificacao de 2,61%.

Tabela 21: Matriz do planejamento experimental completo (valores reais e codificados)
para o pré tratamento com terra diatomacea para melago.

Ensaios X4 X, X3 Y, Y, A
1 2,8 (-1) 27,80 (-1) 0.7 (1) 65,94 0,141 4,87
2 5,20 (+1) 27,80 (-1) 0,7 (-1) 71,47 0,174 4,96
3 2,8 (-1) 51,2 (+1) 0,7 (-1) 73,57 0,187 5,04
4 5,20 (+1) 51,2 (+1) 0,7 (-1) 7383 0,159 5,06
5 62,8(-1) 27,80 (-1) 1,3 (+1) 75,09 0,151 5,04
6 5,20 (+1) 27,80 (-1) 1,3 (+1) 73,97 0,212 5,11
7 2,8 (-1) 51,2 (+1) 1,3 (+1) 71,24 0,115 5,01
8 2,8 (+1) 51,2 (+1) 1,3 (+1) 60,89 0,157 4,85
9 2 (-1,68) 32 (0) 1 (0) 75,29 0,186 4,9
10 6 (+1,68) 32 (0) 1 (0) 69,9 0,192 5,08
11 7 (0) 25 (-1,68) 1(0) 73,33 0,159 4,97
12 7 (0) 64 (+1,68) 1(0) 68,18 0,159 4,94
13 7 (0) 32 (0) 1,5 (-1,68) 68,65 0,198 5,04
14 7 (0) 32 (0) 1,5 (+1,68) 56,14 0,212 5,02
15 7 (0) 32 (0) 1(0) 79,53 0,159 5,02
16 7 (0) 32 (0) 1 (0) 79,81 0,159 5,03
17 7 (0) 32 (0) 1 (0) 79,51 0,153 5

Xi: Concentragao de terra; Xo: Temperatura (°C); Xs: Tempo de contato com o substrato; Yi:
Actcar Redutor Total (g.L™"); Y2: Densidade Otica; Ys: pH; Melaco sem pré tratamento: Y;
164,12 g.L7";Y,: 0,37 e Y: 5.
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5.7.2.1. Verificacao do modelo para as respostas ART, DO e pH inicial

Considerando as variaveis do processo em estudo, foi avaliado um modelo de
segunda ordem para as respostas acucar redutor total, densidade o6tica e pH inicial.
Para a verificagdo do modelo foram calculados coeficientes de regressao (Tabela 22).

TABELA 22: Coeficiente de regressao (CR), erro padrao (EP) e nivel de significancia

para a resposta agucar redutor total e pH inicial.

Acucar redutor total (g.L™) Densidade Otica

CR EP t(2) p CR EP  t(7) p

Média™ 79426 0,097 821911 <0001 Médiar 00159 0012 13511  <0,001

X, ()* -1,080 0,045 -23783 0,002 X, () 001 0001 1569 0,161

X, (Q** -1,849 0,050 -36,964 0001 X, (q 06 0,002 0983 0,359

X, (L™ 1,143 0,045 -25166 0,002 X (L) 2004 0006 -0797 0,452

X:(Q* 250 0,050 -49,996 <0,001 X, (Q 0004 0006 -0767 0468

Xs (L™ -1,806 0,045 -39,764 0,001 X (L) <9001 0006 -0033 0,975

X; (Q** 5463 0,050 -109,208 <0,001 X,(qQ 012 0006 1,916 0,097

X, X -1,813 0059 -30,564 0,001 XX, 0010 0007 -1.38 0,208

X;xXs™ 2,158 0,059 -36,382  <0,001 X;xX, 012 0007 1,701 0,133

Xo X" 3,365 0,059 -56,744  <0,001 XX+ 0015 0,007 -2,117 0,072

pH
CR EP t(7) p
Média** 5,017 0,025 199,782 <0,001
X, (L) 0,024 0,012 2,002 0,085
X1 (Q) -0,001 0,013 -0,069 0,515
Xz (L) -0,005 0,012 -0,0437 0,068
X2 (Q) -0,021 0,013 -1,640 0,145
X; (L) 0,003 0,012 0,029 0,781
X3 (Q) -0,005 0,013 0,040 0,698
X1 X2** -0,038 0,015 -2,434 0,045
X1xX3 -0,025 0,015 -1,622 0,149
Xo. X3** -0,070 0,015 -4,543 0,003

*: (p =0,10); ** (p < 0,05)d; X;: Concentragao de terra diatomacea; X,: Temperatura (°C); Xs:
Tempo de contato com o substrato (h).
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Para a construcdo de um modelo empirico que relacione as respostas em
funcéo das variaveis estudadas é possivel observar na Tabela 22 que para agucar
redutor total apenas as interagbes dos coeficientes foram significativas ao nivel de
95% de confiangca. Para o pH inicia apresentou significativo (p<0,10), para a
concentracdo de terra (L), temperatura (L) e a interagdo concentragdo de terra x
temperatura. Os termos que nado foram significativos foram adicionados a falta de

ajuste para o célculo da Analise de Variancia (ANOVA), como mostra a Tabela 23.

Tabela 23: Andlise de variancia para o delineamento composto central rotacional 2°.

. Graus de Média
Soma Quadratica . . F calculado
liberdade quadratica
Fonte de D.O
variacio ART D.O ART D.O ART ART D.O
2
Regressao 577,68 3,53.10° 9 2 64,19 1.77.10° 665 3,48
Residuo 67,58 7,10.10° 7 14 9,65 5,07.10*
Total 64526 1,06.10% 16
Graus de .
Soma Quadratica ] Media F calculado
liberdade quadratica
Fonte de
variacao pH pH pH pH
Regressao 0,05 2 0,025 12,5
Residuo 0,03 14 0,002
Total 0,08 16

ART= Acucar redutor total; D.O = Densidade 6tica. ART: (R: 0,95, Fg.70.95= 3,68); D.O: (R: 0,95,
Fo,70,05= 3,68) e pH (R: 0,58, F2 140,90 = 2,73).

Os coeficientes de correlagées (R): 0,95 e 0,95 e 0,58 foram calculados na
ANOVA (Tabela 23), respectivamente para acucar redutor total, densidade 6tica e pH
inicial, com isso pode-se concluir que o modelo se ajustou bem aos dados
experimentais. A razdo Fcalculado sobre Ftabelado foi de 1,80 para acucar redutor
total e 1,27 densidade otica e 3,34 para pH inicial tornando o modelo preditivo e
significativo para as respostas estudadas nessa faixa.

Dessa forma foi possivel gerar as equacdes dos modelos com as variaveis
codificadas que representam as respostas do DCCR em funcdo das variaveis
percentagem de terra, temperatura e tempo de contato, como mostra a Equacgéo 27,
28 e 29.

Aclcar redutor total (g.L") = 79,43 - 1,08.Xs -1,85.X42 - 1,14.X5 - 2,50.X2? -
1,81.X3-5,47.X32-1,81.X;. Xz -2,16.X1. X3 - 3,37.Xz. X3 (27)

Densidade 6tica = 0,16 + 0,01.X5- 0,02. X5.X3 (28)

pH =5 - 0,04.X;.X, - 0,07.X. X3 (29)
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Onde: Xi: Concentragéo de terra diatomécea; Xo: Temperatura; Xs: Tempo de contato

com o substrato.

Através dos modelos foi possivel construir as curvas de contorno (Figura 15),
podendo-se obter as concentracdes das variaveis: Concentracido de terra, temperatura
e tempo de contato com o substrato. Com as curvas de contorno expostas na Figura
15a, verifica-se para manter uma taxa de aclUcar no substrato elevada deve-se
trabalhar com uma concentragédo de terra na faixa 4 a 5,5% na combinacédo de 27,8 a
34,1°C de temperatura. Na utilizacdo de 3,33 a 6,67% de terra diatoméacea deve ter
um tempo de contato de 0,07 a 1,30h (Figura 15b). Com a temperatura entre 25 a
36,20°C o tempo de contato deve ser de 0,7 a 1,30h.
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Figura 15: Curvas de contorno para resposta agucar redutor total (a, b e c), densidade ética (d,
e) pH (f, 9), para melago de cana de agUcar.

Para ter uma clarificagdo satisfatoria deve-se trabalhar tanto com 3,33 a 6,67%
de terra com pouco tempo de contato de 0,5 a 0,6h, ou elevado tempo de contato de
1,40 a 1,5h com 3,33 a 6,67% de terra diatomacea (Figura 15d). Na utilizacdo de
36,20 a 39°C de temperatura deve ter um tempo de 0,5 a 0,6h de contato ou baixa
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temperatura de 25 a 26,4°C na combinacdo de elevado tempo de 1,40 a 1,5h de
contato com o substrato (Figura 15e).

Para se aumentar o pH do substrato é possivel trabalhar com alta
concentracao de terra diatomacea 6,34 a 6,67% com combinacdo de 25 a 26,4°C de
temperatura ou ainda baixa quantidade de terra de 3,33 a 4% com uma temperatura
de 37,6 a 39°C como se observa a Figura 15f. Quando usar a temperatura na faixa de
37,6 a 39°C o tempo de contato deve ser na faixa de 0,5 a 0,7h, ou ainda baixa
temperatura na faixa de 25 a 27,8% na utilizagdo de faixa de tempo de contato de 1,40
a 1,5h, Figura 15g.

Portanto para a melhor condicdo deve-se trabalhar com 5% de terra
diatomacea, temperatura de 32°C, e tempo de contato de 1h sobre agitagcdo de 150
rom em reator (300 mL) encamisado de modo a remover possivelmente metais
pesados e aumentar diversos tipos de bioproducado quando trabalhado com este tipo
de coproduto. Desse modo, para bioproducdo de carotenoides sera usado esta
condicao para pré tratamento no melaco.

5.7.3. Estudo do pré tratamento com terra diatomacea para agua de maceragao
de milho (100 g.L™)

Os mesmos pré tratamentos propostos no DCCR 2° para o melaco (Tabela 18)
foram realizados separadamente para o coproduto agroindustrial agua de maceracao
de milho (Tabela 24) para avaliar a influéncia das mesmas variaveis e repostas. Em
todos os dezessetes ensaios ocorreram perda ART (1,0 a 4,12 g.L'"), se comparado
ao coproduto sem pré tratamento (4,93). Para densidade 6tica verificou-se variacdes
de 49,52% (ensaio 8) a 87,94% (ensaio 2) de clarificagdo. As diferentes condicoes de
pré tratamentos influenciaram o pH do coproduto, conforme comprovado na Tabela 25.

O aumento da concentragao de terra diatomacea, da temperatura e do tempo
de contato da terra diatomacea com a agua de maceracdo de milho promoveu uma
diminuicdo dos acucares (Tabela 25) por apresentar um efeito negativo significativo
(p<0,10). No entanto, para a densidade otica o incremento das trés variaveis
independentes, bem como suas interagdes, exceto porcentagem de terra x
temperatura, foram estatisticamente significativas (p<0,10) para as faixas estudadas,
promovendo uma maior clarificacdo do coproduto portanto, estas variaveis deveriam

estar no nivel inferior (-1) ou diminuir esses niveis de estudo.
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Tabela 24: Delineamento composto central rotacional (valores reais e codificados)
para o pré tratamento com terra diatomacea para agua de maceracao de milho.

Ensaios X1 X2 X3 Y1 Y2 Y3

1 6 (-1) 64 (-1) 1,5 (1) 412 0,148 4,04
2 8 (+1) 64 (-1) 1,5 (-1) 1,77 0,076 4,14
3 6 (-1) 76 (+1) 1,5 (-1) 239 0,121 4,05
4 8 (+1) 76 (+1) 1,5 (-1) 228 0202 4,02
5 6 (-1) 64 (-1) 2 (+1) 1,61 0,094 4,12
6 8 (+1) 64 (-1) 2 (+1) 1,63 0,253 4,10
7 6 (-1) 76 (+1) 2 (+1) 1,27 0281 4,11
8 8 (+1) 76 (+1) 2 (+1) 1,00 0318 4,11
9 5,32 (-1,68) 70 (0) 1,75 (0) 1,65 0,101 4,12
10 8,68 (+1,68) 70 (0) 1,75 (0) 1,73 0,130 4,09
1 7 (0) 60 (-1,68) 1,75 (0) 1,65 0,094 4,13
12 7 (0) 80 (+1,68) 1,75 (0) 1,07 0,158 4,12
13 7 (0) 70 (0) 1,33 (-1,68) 1,42 0,137 4,15
14 7 (0) 70 (0) 2,17 (+1,68) 1,24 0,094 4,12
15 7 (0) 70 (0) 1,75 (0) 1,59 0,079 4,07
16 7 (0) 70 (0) 1,75 (0) 1,59 0,069 4,09
17 7 (0) 70 (0) 1,75 (0) 1,51 0,068 4,08
)

Xi: Concentragéo de terra diatomécea; Xo: Temperatura (°C); Xs: Tempo de contato (h) Y:: Aglcar
Redutor Total (g.L™"); Ya: Densidade 6tica D.O; Ya: pH. Agua de maceracio de milho sem pré tratamento:
Yi:4,93g.L", Y2: 0,63 € Ya: 3,9.

Tabela 25: Resultados dos efeitos, desvio padrao, t e p para o aglcar redutor total,
densidade 6tica e pH apds os pré tratamentos da agua de maceragao de milho com
terra diatomacea

Efeito Desvio padrao t(2) P
Fator 1,887 0,014 135,595 <0,001
Acuicar (1) X4 (L)* -0,678 0,033 -20,744 0,002
Redutor (2) X5 (L)* -0,548 0,033 -16,764 0,003
Total (g.L™) (3) X3 (L)* -1,262 0,033 -38,656  <0,001
: X xXo** 0,488 0,033 14,927 0,004
XixX3* 0,553 0,033 16,917 0,003
XoxX3 0,062 0,033 1,914 0,196

Fator Efeito Desvio padrao t(2) P
Média** 0,155 0,002 82,576  <0,001
(1) X4 (L)* 0,051 0,004 11,615 0,007
. (2) X5 (L)** 0,088 0,004 19,961 0,003
o'?ﬁ::'f'l;‘g‘; (3) Xs(L)* 0,100 0.004 22596 0,002
’ XqxXz 0,008 0,004 1,817 0,211
XixX3** 0,047 0,004 10,585 0,009
XoxXs** 0,038 0,004 8,735 0,013

Fator Efeito Desvio padrao t(2) P
Média** 4,085 0,003 1354,690 <0,001
(1) X4 (L) 0,012 0,007 1,768 0,219
(2) Xa (L)y* -0,027 0,007 -3,889 0,060
pH (3) X3(L)* 0,047 0,007 6,718  0,0215
Xix X**  -0,027 0,007 -3,889 0,060
Xix X3**  -0,023 0,007 -3,182 0,086
Xox X3** 0,027 0,007 3,889 0,060

** (p<0,10); * (p<0,05). Xi: Concentragao de terra; X,: Temperatura (°C); X3: Tempo de contato
(h). * Fatores estatisticamente significativos (p<0,10); Xi: Percentagem de terra; X;:
Temperatura (°C); X3: Tempo de contato (h) Y;: Agucar Redutor Total (g.L'1); Y;: Aclcar
Redutor Total (g.L™); Y,: Densidade ética D.O; Y: pH.
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Assim, baseado nos resultados dos ensaios anteriores para agua de
maceragdo de milho redefiniu-se os niveis sequenciando o estudo através do
planejamento experimental apresentado na Tabela 26.

Na Tabela 26 percebe-se que em todos os dezesseis ensaios ocorreram
perdas de acucares redutores totais, tendo uma variagdo de 1,21 (ensaio 2) a 4,82
g.L-1 (ensaio 13). Ja para a densidade o6tica apresentou uma variagdes de 76,83%
(ensaio 13) a 88,89% (ensaio 7, 10 e 17) de clarificacdo. Entretanto o pH apresentou
um variacéo 3,87 (ensaio 10) a 4,10 (ensaio 5), dessa forma as diferentes condicdes
do pré tratamento apresentou influéncia significativa no pH do coproduto, promovendo
uma diminui¢cdo, conforme comprovado na Tabela 27 que apresenta uma andlise de
efeitos. Além disso, se comparar com primeiro planejamento para agua de maceracao
de milho percebe-se um ganho nos acucares de 14,52%, além um pequeno aumento
na clarificacao desse substrato de 4,82%, em relacdo as melhores respostas de cada
planejamento. Deve-se ressaltar que foi possivel promover uma diminuicdo na
temperatura, no tempo de contato, além de uma menor quantidade de terra

diatomacea que favoreceu no ganho dessas respostas.

Tabela 26: Delineamento composto central rotacional valores reais (codificados) para
os pré tratamentos com terra diatomacea para agua de maceragéao de milho.

Ensaios X Xa X3 Y, Y, Ya
1 4 (-1) 27,8 (-1) 0,7 (-1) 1,92 0,108 3,94
2 6 (+1) 27,80 (-1) 0,7 (-1) 1,21 0,118 4,09
3 4(-1) 36,20 (+1) 0,7 (-1) 2,02 0,094 3,93
4 6 (+1) 36,20 (+1) 0,7 (-1) 1,32 0,085 4,06
5 4 (-1) 27,80 (-1) 1,30 (+1) 2,01 0131 4,10
6 6 (+1) 27,80 (-1) 1,30 (+1) 1,77 0,105 4,08
7 4 (-1) 36,20 (+1) 1,30 (+1) 1,31 0070 3,95
8 6 (+1) 36,20 (+1) 1,30 (+1) 1,50 0,700 3,91
9 3,33 (-1,68) 32 (0) 1 (0) 216 0,097 3,92
10 6,67 (+1,68) 32 (0) 1(0) 1,65 0,070 4,00
11 5(0) 25 (-1,68) 1 (0) 2,00 0,094 3,91
12 5(0) 39 (+1,68) 1(0) 3,01 0,166 3,89
13 5 (0) 32 (0) 0,5 (-1,68) 482 0,146 3,87
14 5 (0) 32 (0) 1,5 (+1,68) 3,24 0,068 3,96
15 5(0) 32 (0) 1 (0) 452 0,085 3,95
16 5(0) 32 (0) 1(0) 4,5 0,095 3,97
17 5 (0) 32 (0) 1(0) 452 0,071 3,90

Xi: Concentragao de terra diatomacea; X.: Temperatura (°C); Xs: Tempo de contato (h) Yi:
Actcar Redutor Total (g.L"); Y2: Densidade ética D.O; Ys: pH. Agua de maceragdo de milho
sem pré tratamento: Y;: 4,93 g.L”, Y2: 0,63 e Ya: 3,9.
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A Tabela 27 apresenta os efeitos, desvio padrao e limites de confianca, onde
para a densidade oOtica verifica-se que todas as variaveis, com excec¢ao da interacao
concentracdo de terra x temperatura, foram estatisticamente significativas para um

nivel de confianca de 95% apresentando efeito positivo.

Tabela 27: Resultados dos efeitos, desvio padrdo para a acucar redutor total,
densidade o6tica e pH ap6s o pré tratamento da agua de maceracéo de milho.

Fator Efeito Desvio padrao t(2) p
Média* 0,155 0,002 82,576 <0,001
(1) X4 (L)* 0,051 0,004 11,615 0,007
Densidade (2) X2 (L)* 0,088 0,004 19,961 0,003
Otica (3) X5 (L)* 0,010 0,004 22,596 0,002
XixXz 0,008 0,004 1,817 0,211
XixX3* 0,047 0,004 10,585 0,009
XoxXs* 0,038 0,004 8,732 0,013

** (p<0,1); * (p=0,05). X;: Concentragéo de terra; Xo: Temperatura (°C); Xs: Tempo de contato
com o substrato; Y;: Acucar Redutor Total (g.L'1); Y.: Densidade Otica; Y;: pH

Para a construgcdo de um modelo empirico que relacione as respostas em
funcédo das variaveis estudadas é possivel observar na Tabela 28 que para acgucar
redutor total percebe-se todos os coeficientes do modelo, foram significativas ao nivel
de 95%. J& para a densidade otica os coeficientes temperatura (L) bem como a
interacdo concentracdo de terra x tempo de contato foi significativo (p<0,1). E para o
pH pode observar somente a interacdo concentragdo de x temperatura foi significativa
para um intervalo de confianga de 95%.

Tabela 28: Coeficiente de regressao (CR), erro padrdao (EP) e nivel de significancia
para a resposta agucar redutor total e pH inicial.

Acucar redutor total (g.L™) pH

CR EP t(2) p CR EP t(2) p

Média* 4,58 0,007 689,186 <0,01 Média* 5017 0,025 199,782 <0,001
X (L)* -0,169 0,003 -5432 <0,01 X;(L) 0024 0,012 2002 0,085
X, (Q* -1,16 0,003 -337,926 <0,01 X,(Q) -0,001 0013 -0,069 0,515
Xo(L)* 0,069 0003 21,93 002 X»(L) -0,005 0,012 -0,0437 0,068
Xo (Q* -0,951 0,003 -276,197 <0,01 X,(Q) -0,021 0,013 -1,640 0,145
Xs(L)* -0,186 0,003 -59,419 <0,01 Xs(L) 0,003 0,012 0,029 0,781
Xs (Q* -0,411 0,003 -119,301 <0,01 X;(Q) -0,005 0,013 0,040 0,698
XiXo* 0055 0,004 13,472 <001 X;.Xz** -0,038 0,015 -2434 0,045
X;xXs* 0,170 0,004 41,641 <0,01 X;xXs -0,025 0,015 -1,622 0,149

Xo.Xg*  -0,148 0,004 -36,130 <0,01 X..X3** -0,070 0,015 -4,543 0,003

**(p 0,1); * (p<0,05). X;: Concentragao de terra; Xo: Temperatura (°C); Xs: Tempo de contato (h) Yi:
Acucar Redutor Total (g.L'1); Yi: Aglcar Redutor Total (g.L’1); Y>: Densidade 6tica D.O; Ys: pH.
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Para a verificagdo do modelo foram calculados coeficientes de regresséo e
realizada a ANOVA, no qual os resultados estdo apresentados nas Tabelas 29. Os
termos que nao foram significativos foram adicionados a falta de ajuste para o céalculo
da Andlise de Variancia.

Tabela 29: Andlise de variancia para o delineamento composto central rotacional 2°.

Soma Graus de Média
. F calculado
Quadratica liberdade quadratica
Fonte de pH
variagio ART pH ART pH ART ART pH
Regressio 30,24 0,0259 9 2 3,36 001295 369 2,98
Residuo 6,35 0,0607 7 14 0,91 0,00434
Total 36,59 0,0866

ART=AgUcar redutor total; ART: (R: 0,95, Fg,70.95= 3,68); pH: (R: 0,55, F2. 140.90=2,73)

Os coeficientes de correlagdes (R): 0,95 e 0,55 foram calculados na ANOVA
(Tabela 30), para o agucar redutor total, e pH com isso pode-se concluir que o modelo
se ajustou bem aos dados experimentais. A razado Fcalculado sobre Ftabelado foi de
1,22 e 1,09 para acucar redutor total e pH tornando o modelo preditivo e significativo
para a resposta estudada nessa faixa.

Dessa forma foi possivel gerar a equagdo do modelo com as variaveis
codificadas que representa a respostas do DCCR em funcao da percentagem de terra,
temperatura e tempo de contato, como mostra a Equacéo 25 e 26.

Acucar redutor total (g.L") = 4,58 - 0,17.X; - 1,16.X:2 + 0,7.Xz - 0,95.X2? -
0,19.X3 — 0,41.X52 + 0,06X1.X5 + 0,17 X;.X3 + 0,15.X3.X; (25)

pH = 3,97 - 0,03.Xz - 0,04. X¢.X3 (26)
Onde: X;: Concentragao terra diatoméacea; X,: Temperatura; X3: Tempo de contato com
0 substrato.

Através do modelo foi possivel construir as curvas de contorno (Figura 16) e
para manter uma taxa de aguUcar no substrato elevada deve-se trabalhar com
temperatura entre 27,8 a 36,2°C e concentracao de terra de 4,5 a 5,5% (Figura 16a)
ou com um tempo de contato de 0,7 a 1,15h (Figura 16b) ou com baixa temperatura de
25 a 27,8°C tendo um tempo de constato de 0,5 a 1,5h (Figura 15c) outro fator para
alcancar um aumento no pH é trabalhar com alta concentracédo de terra diatomacea 6
a 6,67% com baixa tempo de contato de 0,5 a 0,7h ou inda baixa quantidade de terra
diatomécea 3,33, a 4% na combinagéo de 1,3 a 1,5h de contato (Figura 15¢).
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Figura 16: Curvas de contorno para resposta acucar redutor total (a, b, ¢) e pH (d, e, f)
para agua de maceragao de milho pré tratada.

Comparando os melhores resultados do primeiro planejamento com o segundo,
verifica-se um ganho de 14,52% nos aclcares, promovendo uma clarificagdo de
4,82% além de diminuir a temperatura, o tempo de contato com o pré tratamento bem
como a quantidade de terra diatomacea. Portanto, a melhor condicdo para os
acucares presentes no substrato € que se deve trabalhar com 5% de terra diatomacea,
temperatura de 32°C e tempo de contato de 1h sob agitacdo de 150 rpm em reator
(300 mL) encamisado de modo a manter uma quantidade satisfatéria de agucar no
meio de cultivo, promovendo uma clarificacido além de remover possivelmente metais

pesados.

5.8. Aplicacao dos pré tratamentos no meio de cultivo otimizado contendo
glicerol bruto e agua de maceracgao de milho

Na melhor condicdo obtida para a otimizagdo do meio com glicerol bruto (30
g.L™") e 4gua de maceragdo de milho (52,9 g.L™"), foram realizados quatro diferentes
pré tratamentos (acido sulfurico, acido fosférico, carvao ativo terra diatomacea), bem
como o experimento conduzido sem a presenca dos pré tratamentos.

Verifica-se que nas primeiras 12h de cultivo o pH diminuiu, aumentando até
aproximadamente 48 a 72 h e permanecendo constante até o final do processo, como
€ observado na Figura 17b.
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de 168h, a 25°C e 180 rpm, com glicerol bruto (30 g.L') e 4gua de maceragdo de
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em ftriplicata. SP: sem tratamento no meio; Ac.Fosf.: acido fosférico; Ac. Sulf.: acido
sulfarico; Terra: terra diatomacea; Carvao: carvao ativo.
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Para os cinco pré tratamentos estudados para a bioproducdo de carotenoides
pela S. pararoseus a 25°C, com 180rpm por 168h de cultivo, percebe-se uma
producao de biomassa superior comparado ao meio sem pré tratamento (Figurali7a).
O destaque para a producao de biomassa foi para 0 meio com tratamento de acido
fosférico alcancando 17,33 g.L' em 144h de cultivo, apresentando um ganho de
32,78% se comparado ao sem pré tratamento. Além disso, verifica-se que o ensaio
com carvao ativo e acido sulfirico alcangaram o mesmo desempenho em relagdo ao
crescimento celular que o meio sem pré tratamento.

De acordo com a Tabela 30, apesar do incremento no crescimento celular com o
uso de alguns pré tratamentos nos substratos alternativos, a producao de carotenoides
foi influenciada negativamente, diminuindo assim a producéo carotenogénica em todos
os cultivos comparado ao meio sem pré tratamento. Dos diferentes nutrientes citados
por Gao e Yuan (2011) na agua de maceragdo de milho, Valduga et al. (2007)
constataram que Zn, N, P, Cu, Fe, K, P e Mg sado nutrientes importantes que
apresentam perdas quando se utiliza pré tratamentos em coprodutos, na producao de
carotenoides por Sporidiobolus salmonicolor CBS 2636. Provavelmente, a rota
metabdlica da carotenogénese, para esta linhagem da levedura, pode esta fortemente
associada a concentracao destes nutrientes no meio de cultivo, que possam ter sido
diminuidos no processo dos pré tratamentos aplicados neste trabalho. Uma vez que a
producédo de carotenoides com o uso de todos os pré tratamentos foi inferior ao
mesmo cultivo sem a utilizacao de pré tratamentos nos substratos alternativos.

Na Tabela 30 percebe-se que a producao de carotenoides para o ensaio sem
tratamento foi de 779,60 pg.L™" (65,64 pg.g™') sendo superior ao demais. Entretanto a
produtividade volumétrica para meio de cultivo tratado com acido sulfarico foi similar
ao obtido sem pré tratamento. Para a produtividade especifica percebe-se que o
ensaio sem pré tratamento apresentou ser superior em relagéo aos cinco pré tratados.
Entretanto a produtividade em biomassa foi maior para o meio tratado com &acido
fosférico e sulfarico alcancado valores de 0,120 e 0,107 pg.L™".h", respectivamente,
obtendo um ganho de 42,5% e 35,51% quando comparado ao ensaio sem tratamento.

Com a utilizagdo de glicerol bruto e agua de maceracdo foi obtido uma
producéo de carotenoides 779,60 pg.L™" (65,64 pg.g'), Tabela 30, entretanto Davoli et
al. (2004) utilizaram dois tipos de erlenmeyer um aletado e outro sem aleta utilizando
duas leveduras Rhodotorula glutinis ATCC 26085 e Sporobolomyces roseus D99040,
em meio com 4 g.L' de extrato de levedura 30 g.L" de glicose, 1 g.L"' de KH,PO,, 0,5
gL' e de MgSO,7H,O a 24°C, verificando uma produgdo superior em frascos
aletados onde a R. Glutinis apresentou uma producdo de 206 pg.g' e para
Sporobolomyces roseus foi de 412 pg.g”' com 120rmp por 108h sem ajuste de pH.



Tabela 30: Teste de Tukey para os diferentes pré tratamento no meio de cultivo para bioprodugao de carotenoides.

[e]
],E, Cart. Vol. p . P I A - . Ay
g (ug.L" Cart. Esp. (ug-g"') Biomassa (g.L”") Prod. Vol. (ug.L'1.h™) Prod. Esp. (ug-g.h"’) Prod. Bio. (g.L".h")
o
=
SP* 779,60 + 13,49° 65,64 + 1,14 11,65 +0,08° 4,64 +0,08° 0,398 +0,01? 0,069 + <0,01°
Ac. Fosf. 567,99 +21,71° 73,87 +1,30° 17,33 + 1,722 3,94 £0,15° 0,235 +0,01° 0,120 + 0,012
Ac. Sulf. 614,33 +51,67° 46,89 + 3,94° 13,08 £0,21° 4,27 +0,36% 0,326 +0,03" 0,091 + <0,01°
Terra 446,08 +37,11° 29,01 +2,42° 15,37 +0,03? 3,10 £0,26° 0,202 +0,02° 0,107 + <0,01%
Carvdo 443,71 +29,03° 35,37 +2,32° 12,27 £ 0,48° 3,70 £ 0,24 0,295 + 0,02° 0,102 + <0,01"

Médias * erro padrao seguidos de letras diferentes na mesma coluna representam que ha diferenga significativa (p< 0,05). SP* = sem pré tratamento no

meio de cultivo.



85

5.9. Aplicacao dos pré tratamentos no meio de cultivo otimizado contendo
melaco de cana de acucar e agua de maceracao de milho

Na melhor condicdo obtida para a otimizacdo do meio formulado melaco (40
g.L™") e 4gua de maceracdo de milho (6,5 g.L™') na producdo de carotenoides, foram
realizados cinco diferentes pré tratamentos apresentados na Figura 18, os pré
tratamentos acidos (sulfurico e fosférico), com carvao ativo e com a utilizacdo das
condigbes definidas no estudo anterior com a terra diatomacea, bem como o
experimento conduzido sem a presenca dos pré tratamentos.

Dentre os cinco pré tratamentos estudados para a bioproducao de carotenoides
pela levedura S. pararoseus a 25°C, com 180rpm por 168h de cultivo, o carvao ativo
apresentou um aspecto de maior clarificacdo dos coprodutos aplicados neste trabalho,
seguido posteriormente pela terra diatoméacea e dos pré tratamentos com &cidos.

Na Figura 18a é possivel observar um crescimento celular continuo da
biomassa para os diferentes pré tratamentos, com excecao do tratamento com carvao
ativo que apds 48h de cultivo permaneceu constante apresentando menor producao
de biomassa. Provavelmente, o carvao além de remover possiveis metais pesados
pode ter absorvido nutrientes bem como uma parte dos agucares no inicio do
processo, onde a taxa inicial de aglicares redutores totais é de 2,78 g.L™!, sendo que
no final do processo percebe-se praticamente esgotamento do mesmo (0,47 g.L™"),
provavelmente deve ter sobrado somente aglcar para que a levedura possa consumir.
Outro fator que pode explicar a baixa producdo de biomassa é a presenga de
particulas de carvao que nao foi removida com a coluna de filtragdo (algodao, terra e
papel de filtro) mesmo apds a centrifugacao. Possivelmente estas particulas sélidas no
meio promoveram uma retardo na biossintese celular bem como também o
cisalhamento da parede celular das leveduras, devido 0 processo esta em constante
agitacao (180 rpm). Comportamento similar de inibicdo na produgao de carotenoides
por Sporidiobolus salmonicolor CBS 2636 para um meio com melago, hidrolisado de
levedura e agua de maceragdo de milho pré tratados com carvao ativo também foi
observado por Valduga et al., (2007). De acordo com Treichel (2004) constatou
particulas solidas de carvao para o meio de cultivo formulado com melagco e agua de
maceracao de milho para producéo de inulinase por Kluyveromyces marxianus NRRL
Y-7571. O que geral um efeito inibidor.

De acordo com Valduga (2007) verificou que para os substratos melaco pré
tratado com carvao ativo 5% por 60 min. a 90°C constatou perdas consideradas de
minerais como o teor de zinco (92%), nitrogénio (80%), fésforo (80%), cobre (70%) e

ferro (70%) além de perdas em potassio (18) e magnésio (24%), que sao considerados
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importantes nutrientes em cultivo submerso. Dessa forma para meio pré tratado com
carvao ativo apresentou os valores mais baixo para bioproducdo de carotenoides
206,84 pg.L" (41,17 ug.g"), biomassa de 5,04 g.L"', produtividade em carotenoides
1,73 ug.L".h"" (0,343 ug.g'.h™" ), bem como a produtividade em biomassa (0,165 g.L’
Th.

Para o pH verifica-se uma variagdo ao longo do processo para todos os
tratamento, excecdo do carvao ativo que apresentou um evolugdo continua do pH,
Figura 18b.

Verifica-se que na Tabela 31 que o melhor pré tratamento foi com acido
sulfarico para as respostas carotenoides 936,35 ug.L" (79,63 ug.g™"), apresentando
um ganho de 44,19% na producao volumétrica e 16,02% se comparado ao ensaio sem
pré tratamento. Observa-se que para a biomassa tanto o acido fosférico como acido
sulfarico foram apresentaram os maiores indice de crescimento celular frente ao sem
pré tratamento tendo um ganho de 30,35 % e 34,69% respectivamente para ac.
fosférico e ac. sulfarico. Sendo razoaveis estes resultados uma vez que o pré
tratamento com acido promove além de remover metais pesados, provoca uma
solubilidade em outros metais de interesse tendo uma reducdo de minima de 30%
(VOLGEL, 1981; VALDUGA, 2005). Para o cultivo pré tratado com o carvao ativo foi
verificado na producao carotenogénica, sendo inferior a aproximadamente 40% da
alcancada sem pré tratamento.

Valduga et al. (2007) alcancou resultados de carotenoides totais similares
(208,6 pug.L") aos deste trabalho, no pré tratamento com carvdo ativo em um meio
complexo (fonte de nutrientes alternativo), com o0 mesmo género de levedura deste
estudo. No entanto, produgdes de carotenoides totais superiores foram alcancadas
neste trabalho com os demais pré tratamentos propostos com a levedura silvestre
isolada e com o meio de produgao utilizado previamente otimizado.

De acordo com Roukas (1998) utilizou acido sulfurico para pré tratar o melago
de beterraba para producédo de pululana, onde verificou uma producéo foi de 17,8 g.L"
e um rendimento de 27% sendo superior a diferentes pré tratamentos a qual ele
testou, demostrando que estes coprodutos apresentavam metais pesados que
interferindo no crescimento da levedura, quando utilizando sem nenhum tratamento.

Para o novo tratamento desenvolvido com a terra diatomacea verifica-se que
para as respostas carotenoides, produtividade volumétrica e especifica, nao
apresentaram diferenca significativa (p<0,05), somente para biomassa (9,43 g.L™")
apresentou ser superior e com ganho de 16,76% comparado ao sem pré tratamento
(Tabela 31).
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Figura 18: Cinética da evolugdo do pH (a)

, do crescimento celular (b), producao

especifica (c) e producido volumétrica (d) de carotenoides por S. pararoseus ao longo

de 168h, a 25°C e 180rpm, com melaco (40 g
g.L") nos meios de cultivo sob diferentes

triplicata. SP: sem tratamento no meio; Ac.

L") e 4gua de maceracédo de milho (6,5
pré tratamentos, sendo realizado em
Fosf.: acido fosférico; Ac. Sulf.: acido

sulfarico; Terra: terra diatoméacea; Carvao: carvao ativo.
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Tabela 31: Teste de Tukey para os diferentes pré tratamento no meio de cultivo para bioproducao de carotenoides.

% Cart. Vol. 4 . a1 o A -1 . Ay
g (ug L) Cart. Esp. (ug.g) Biomassa(g.L”’) Prod. Vol.(pg.L'1.h”") Prod. Esp. (ug.g".h"’) Prod. Bio. (g.L".h")
s
=
SP* 522,62 +3,74° 66,87 + 0,48 7,85 +0,02° 3,11 £0,02° 0,398 + <0,01 0,047 + <0,01?
Ac.Fosf. 812,32+537° 7235%537% 11,27 0,162 4,83 +0,36° 0,43 £ 0,03% 0,067 + <0,01?
Ac.Sulf.  936,35+3,07%° 79,63 +3,07° 12,02 £ 0,712 5,57 0,222 0,474 +0,02° 0,072 + <0,012
Terra 570,95 +3,51° 60,68 + 3,51° 9,43 +0,03° 3,40 £0,20° 0,361 + 0,02 0,056 + <0,01?
Carvao 206,84 £0,87° 41,17 £0,87° 5,04 + 0,06° 1,73 £0,04° 0,343 £ 0,01° 0,165 + <0,01?

Médias + erro padrao seguidos de letras diferentes na mesma coluna representam que ha diferenga significativa (p<0,05). SP* = sem pré tratamento no meio

de cultivo.
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5. 12. Influéncia do tipo de método de secagem de e de maceracao biomassa

O método de secagem é uma técnica antiga para preservagao de alimentos,
entretanto existem diversos tipos de secagem como leito fixo ou liofilizagdo na qual
estes promovem uma desidratacdo na amostra e podem interferir diretamente no grau
dos constituintes do produto, podendo remover mais agua ou acarretar maior dano nas
propriedades nos alimentos (SANTOS et al., 2012).

Percebe-se na Tabela 36 que o método de secagem por liofilizacdo apresenta
uma recuperacao maior dos carotenoides se comparado a secagem por estufa de
circulacdo de ar forcado. Além de verificar que a recuperacdo de carotenoides da
biomassa sem maceragdo apresenta um ganho de aproximadamente 20%,
comparando com a biomassa macerada. Confrontando estes dados com o método de
secagem convencional percebe ganho de cerca de 44% aproximadamente, quando
trabalhado com liofilizacdo sem maceracdo. O processo de liofilizacdo remove a agua
livre do sistema, enquanto que no processo de trituracdo da amostra com o grau e
pistilo pode gerar atrito liberando calor, provocando possivelmente uma redugdo no
teor desse carotenoide, constatado neste trabalho. Além desse procedimento
verificasse que por outro lado, quando a biomassa € macerada e padronizada (mesh
125) ocorre um maior tempo de exposicido dessa amostra com o ambiente,

possibilitando também perdas no teor de carotenoides.

Tabela 32: Métodos de secagem e influéncia da maceracao

Tipo de tratamento Carot. Especifico  Carot. Volumétrico
Secagem em estufa (25°C) 58,79+3,36° 486,06+27,75°
Liofilizacao sem trituracao (-80 °C) 105,24+3,142 870,04+25,972
Liofilizacao com trituracéo (-80°C) 85,27+10,65° 704,99+88,01°

Letras minusculas distintas na mesma coluna significam que as amostras diferem
estatisticamente entre si (p<0,05), n: 3. Meio: melaco (30 g.L'1) e AMM (6,5 g.L'1) a 25°C,
180rpm em 168h de cultivo.

Segundo Santos et al. (2012), verificou que a desidratacdo em leito fixo
provocou perda de carotenoide no coentro, apresentando valores de 2,47 mg.g™' e na
liofilizagdo foi 2,02 mg.g', esta diferenca entres os tratamento é decorrente da
temperatura de exposicdo que provoca degradacdo nos constituintes, sendo que
Mariano (2006) verificou que perdas de B-caroteno em pequi de 30,83%, 32,0% e
43,90% quando expostos a temperatura de 60, 70 e 105°C, demostrando que a

biomolécula apresenta de sensibilidade a temperatura além da luz e acidez.
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6. CONCLUSAO

Na otimizagao do meio agroindustrial formulado com melago de cana de agucar
(40g.L™") e 4gua de maceracéo de milho (6,5 g.L"), obteve-se valores maximos para
producéo de carotenoides de 520,94 pg.L™" (73,19 ug.g™") com 7,82 g.L" de biomassa,
além de uma produtividade em carotenoides de 3,10 pg.L".h™" (0,436 pg.g'.h') e
produtividade em biomassa 0,05 g.L".h", a 25°C, com 180 rpm, em 168h de cultivo,
com pH inicial de 6.0. No entanto, o meio contendo glicerol bruto (30 g.L) e 4gua de
maceracdo de milho (52,9 g.L") alcangcou uma producéo volumétrica em carotenoides
superior alcancando 779,60 pg.L™" (65,64 ug.g”') com 11,65 g. L' de biomassa, sendo
sua produtividade em carotenoides de 4,64 pg.L" (0,391 ug.g') e uma produtividade
em biomassa de 0,069 g.L™!, nas mesmas condi¢des descritas anteriormente.

A melhor condicdo de pré tratamento para o melaco de cana de aglcar e a
agua de maceragao de milho foi utilizando 5% de terra diatomacea, sob 1h de agitacao
(150 rpm) a 32°C, seguido de centrifugacéo (15 min) e filtracao (papel de filtro, terra
diatoméacea e algodao), para cada 100 g.L" de coproduto separadamente.

No meio de cultivo otimizado com melago e agua de maceragao de milho o pré
tratamento com acido sulfurico foi positivo promovendo um incremento na producéo de
carotenoides 936,35 pg.L' (79,63 pg.g”'), proporcionando um ganho de
aproximadamente 44% na producdo volumétrica e 16% na especifica comparado ao
meio sem tratamento, além de um crescimento celular 34,69% superior. Porém, os pré
tratamentos no meio otimizado com glicerol bruto e agua de maceracao de milho nao
foram eficientes promovendo um incremento na producdo de carotenoides. O pré
tratamento que apresentou maior destaque também foi com &cido sulflrico alcangando
614,33 pg.L" (46,89 ug.g'). Além disso para produtividade em biomassa foi constato
que o meio tratado com acido fosférico e sulfurico alcancado valores de 0,120 e 0,107
ug.L".h"", respectivamente, obtendo um ganho de 42,5% e 35,51% quando comparado
ao ensaio sem tratamento.

O processo de secagem de biomassa através da liofilizagdo proporcionou uma
maior recuperacao de carotenoides que a secagem convencional por circulagdo de ar
forcado, com um ganho de aproximadamente 44% em carotenoides (volumétricos e

especificos) sem maceragao da biomassa.
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7. SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Testar cultivo em erlenmeyers aletados;

Realizar um estudo de adi¢éo de diferentes minerais a base de fosfato, a fim de
incrementar mais a bioproducao de carotenoides microbianos;

Utilizar ativadores como residuo de 6leo de pescado, 6leo de girassol, azeite
de oliva e residuos oleosos de diferentes plantas;

Avaliar outros tipos de pré tratamento como micro filtragio em membrana de
acetado de celulose e resina de troca catidnica; e pré tratamento do glicerol com acido
fosférico, para remocédo de compostos saponificaveis, acidos graxos insaturados e

metais pesados.
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APENDICE 1: Curva padréo da levedura utilizada
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Curva padrao de biomassa para Sporidiobolus pararoseus.
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APENDICE 2: Efeitos das variaveis sobre as respostas estudadas para primeiro
planejamento formulado com glicerol bruto e agua de maceracao de milho

Efeitos, desvio padrdo para producdo volumétrica e especifica de carotenoides,
relacdo C/N, produtividade volumétrica, produtividade especifica e produtividade em
biomassa

Fator Efeito Desvio padrao t (3) P
= Média** 326,57 10,80 30,24 <0,01
vzlrgg‘:{:‘lga (1) Glicerol (L)** 302,92 28,57 1060  <0.01
L) (2) AMM (L)** 182,76 28,57 6,40  <0,01
(g Glicerol x AMM** 174,59 28,57 6,11 0,01
Fator Efeito Desvio padrao t(1) P
Producio N!édia** 56,10 1,33 42,15 <0,01
especifica (1) Glicerol (L)** 37,56 3,52 10,65  <0,01
A (2) AMM (L)** 26,56 3,52 7,54  <0,01
(hg-g7) Glicerol x AMM** 2572 3,52 430 0,01
Fator Efeito Desvio padrao t (3) P
Média** 5,61 0,16 34,74 <0,01
Biomassa (1) Glicerol (L)** 1,78 0,43 4,15 0,03
(g.L™) (2) AMM (L) 0,28 0,43 0,64 0,57
Glicerol x AMM 0,15 0,43 0,34 0,76
Fator Efeito Desvio padrao t (3) P
Relagio N!édia** 7,98 0,02 338,42 <0,01
carbono e (1) Glicerol (L)** 2,06 0,06 32,95 <0,01
nitrogénio (2) AMM (L)** 1,22 0,06 -19,48  <0,01
Glicerol x AMM** -0,35 0,06 -5,53 0,01
Fator Efeito Desvio padrao t (3) P
Produtividade Média** 1,98 0,04 44,75 <0,01
Volumétrica em (1) Glicerol (L)** 1,94 0,12 16,57 <0,01
carotenoides (2) AMM (L)** 0,95 0,12 8,07 <0,01
(Mg.L".h") Glicerol x AMM** 0,90 0,12 7,66  <0,01
Fator Efeito Desvio padrao t (3) P
Produtividade Média** 0,34 0<0,01 71,82 <0,01
especifica em (1) Glicerol (L)** 0,25 0,01 19,70 <0,01
carotenoides (2) AMM (L)** 0,14 0,01 10,77 <0,01
(Mg.g™'.h™) Glicerol x AMM** 0,13 0,01 10,37  <0,01
Fator Efeito Desvio padrao t(2) P
. Média** 0,034 0<0,01 157,77  <0,01
Z:;’%‘;;‘I‘gggg: (1) Glicerol (L)** 0,01 0<0,01 2425  <0,01
(ug.g"-h) (2) AMM (L) <0,01 0<0,01 -1,73 0,23
e Glicerol x AMM <0,01 0<0,01 -3,47 0,01

* (p=0,10); ** (p=<0,05); AMM: 4gua de maceragao de milho.
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APENDICE 3: Efeitos das variaveis sobre as respostas estudadas para o

segundo planejamento formulado com glicerol bruto mais agua de maceracao de

milho

Efeitos, desvio padrao para producao volumétrica e produtividade volumétrica em

carotenoides, produtividade especifica em carotenoides

Producao
volumét1rica
(Mg.L7)

Producao
especifica
(Mg.97)

Biomafsa
(9.L7)

Relacao
Carbono e
nitrogénio

Produtividade
volumétrica em
carotenoides

(Mg.L".h")

Produtividade
especifica em
carotenoides

(ng.g™.h")

Produtividade
biomassa (g.L™)

Fator Efeito Desvio padrao t(2) P
Média** 634,949 0,3450 1840,698 <0,001
(1) Glicerol (L)** -52,095 0,913 -57,081  <0,001
(2) AMM (L)** -59,875 0,913 -65,606  <0,001
Glicerol x AMM** -201,595 0,913 -220,889 <0,001
Fator Efeito Desvio padrao t (3) P
Média* 71,351 5,793 12,316  <0,01
(1) Glicerol (L) -9,025 15,328 -0,588 0,597
(2) AMM (L) 0,435 15,328 0,028 0,979
Glicerol x AMM -17,095 15,328 -1,115 0,346
Fator Efeito Desvio padrao t(2) P
Média** 8,820 0,015 577,405 <0,001
(1) Glicerol (L)* -0,155 0,040 -3,835 0,0617
(2) AMM (L)** -1,385 0,040 -34,270  <0,001
Glicerol x AMM** -0,855 0,040 21,156  <0,001
Fator Efeito Desvio padrao t(2) P
Média** 10,230 0,002 6776,454 <0,001
(1) Glicerol (L)** 4,663 0,004 1260,949 <0,001
(2) AMM (L)** -1,798 0,004 -485,961 <0,001
Glicerol x AMM** -0,662 0,004 -179,069 <0,001
Fator Efeito Desvio padrao t(2) P
Média** 3,960 0,002 1814,700 <0,001
(1) Glicerol (L)** -0,130 0,006 -22,517 0,002
(2) AMM (L)** -0,180 0,006 -31,177 0,001
Glicerol x AMM** -0,57 0,006 -98,727  <0,001
Fator Efeito Desvio padrao t(2) P
Média** 0,450 0,001 687,605 <0,001
(1) Glicerol (L)** -0,235 0,002 -13,568 0,005
(2) AMM (L)** 0,0325 0,002 18,764 0,002
Glicerol x AMM** -0,0135 0,002 -7,794 0,016
Fator Efeito Desvio padrao t (3) P
Média* 0,056 0,002 37,333  <0,001
(1) Glicerol (L) 0,004 0,004 0,882 0,442
(2) AMM (L) -0,005 0,004 -1,134 0,339
Glicerol x AMM 0,008 0,004 1,890 0,155

* (p=0,10); ** (p=<0,05); AMM: 4gua de maceragao de milho.



