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RESUMO

Os carotenoides constituem um grupo de pigmentos naturais de coloragao amarela, laranja e
vermelha que possuem importante atividade biologica devido as suas propriedades
antioxidantes. Com a crescente demanda por tais compostos para serem utilizados em produtos
alimenticios, farmacé€uticos, cosméticos ¢ ragdes, o interesse nos carotenoides naturalmente
obtidos por processos biotecnologicos vem aumentando. A levedura Phaffia rhodozyma se
destaca como produtora de carotenoides, onde seu conteudo pode ser aumentado através da
estimulagdo da sintese com a aplicagao de campos magnéticos (CM). Desta forma o objetivo
deste estudo foi avaliar a influéncia dos campos magnéticos no cultivo de P. rhodozyma NRRL
Y-17268 e o processo de extracdo de carotenoides por ruptura quimica. Primeiramente a
aplicacdo do CM durante o cultivo do indculo foi avaliada, sendo testadas as condi¢des de 0 mT
(controle) e 30 mT. Obteve-se aumento de 12,8% na concentracdo celular em 24 h no cultivo
com a aplicacdo de CM em relagdo ao ensaio controle, sendo padronizada como melhor
alternativa para o cultivo do indculo. Desta forma nos ensaios posteriores o cultivo do inéculo
foi feito em frascos agitados, caldo YM (yeast extract — malt extract), 25 °C, 150 rpm, 24 h,
sob acdao de 30 mT. Ja os cultivos para a produgao de carotenoides foram feitos em frascos
agitados orbitalmente (500 mL) com 225 mL do meio YM, pH inicial 6,0, 10% de ino6culo
(108 cél mL!), 25 °C, 180 rpm por 168 h. Nesta etapa foram testados diferentes tempos de
exposicdo ao CM (30 mT) ao longo de 168 h de cultivo e ensaio controle (sem a aplicacao do
CM). Em todos os cultivos foram determinados o pH e as concentragdes de biomassa, agiicares
redutores e carotenoides. Para a extrag¢ao dos carotenoides da biomassa foi realizada a ruptura
quimica das células utilizando dimetilsulfoxido (DMSO) e posteriormente a extracdo dos
carotenoides com acetona e hexano obtendo-se os extratos carotenogénicos. Sendo que os
melhores resultados de concentragio de biomassa (7,23 = 0,33 g L), carotenoides volumétricos
(1189,81 +26,18 ug L") e produtividade em carotenoides (12,39 + 1,11 pug L' h!) foram
alcangados em 96 h quando o CM foi aplicado durante todo o cultivo. Nesta condicdo a
concentracdo volumétrica de carotenoides foi 42,9% maior que o ensaio controle. Apos
determinadas as melhores condi¢des de cultivo foram avaliadas diferentes formas de extracao
por ruptura quimica e pré-tratamentos na biomassa para melhorar o processo de extracao dos
carotenoides. Nos ensaios de ruptura celular seguida de extracdao (3 repetigdes) utilizando
biomassa que foi seca (24 h) e congelada (24 h) foi possivel observar concentragao volumétrica
de carotenoides de 1620,39+59,34 pg L. Esses resultados nos permitem concluir que apds
serem definidas as melhores condigdes de cultivo com CM, pré-tratamento da biomassa e
extracdo de carotenoides, foi possivel reduzir o tempo total de processo em escala laboratorial
em 120 h em relacdao a metodologia atualmente utilizada pelo grupo de pesquisa.

Palavras-chave: Levedura. Imas. Efeito magnético. Extrato carotenogénico.






ABSTRACT

MAGNETIC FIELDS APPLIED TO Phaffia rhodozyma CULTIVATION: EVALUATION
OF GROWTH, CAROTENOID PRODUCTION AND CHEMICAL RUPTURE
EXTRACTION

Carotenoids are a group of natural yellow, orange and red pigments that have important
biological activity due to their antioxidant properties. Interest in carotenoids naturally obtained
by biotechnological processes has been increasing, because of the growing demand for such
compounds in food, pharmaceuticals, cosmetics and animal feed. The yeast Phaffia rhodozyma
stands out as a carotenoid producer, whose content may be increased by stimulating synthesis
with magnetic field (MF) application. Thus, this study aimed to evaluate the influence of MF
on the cultivation of P. rhodozyma NRRL Y-17268 and the process of carotenoid extraction by
chemical rupture. MF application in the inoculum culture was evaluated (0 mT — control and
30 mT). Cellular concentration increased 12.8% after 24 h culture with MF application by
comparison with the control assay; it was considered the best alternative for the inoculum. Thus,
in the other assays, the inoculum was cultivated in orbitally shaken flasks, YM broth, 25 °C,
150 rpm, 30 mT for 24 h. Carotenoid production was performed in orbitally shaken flasks
(500 mL) with 225 mL YM medium, initial pH 6.0, 10% inoculum (10® cells mL™), 25 °C,
180 rpm for 168 h. In this stage, different MF exposure times (30 mT) were tested over the
168 h culture by comparison with the control assay (without MF application) to determine pH
and concentrations of biomass, reducing sugars and carotenoid. Chemical cell rupture was
performed by dimethylsulfoxide (DMSO) to extract carotenoids from the biomass. Carotenoids
were extracted with acetone and hexane and resulted in carotenogenic extracts. The best
biomass concentration (7.23 +0.33 g L), volumetric carotenoids (1189.81 +26.18 ug L ') and
carotenoid productivity (12.39 + 1.11 pg L' h'!') were reached in 96 h, when the MF was applied
throughout the cultivation. In this condition, carotenoid concentration was 42.9% higher than
the one found in the control assay. After determining the best cultivation conditions, different
forms of extraction by chemical rupture and pretreatments in biomass were evaluated to
improve the process of carotenoid extraction. In the assays of cell rupture followed by
extraction (3 replicates) with dry (24 h) and frozen (24 h) biomass, 1620.39 = 59.34 ug L' was
found. Results show that, after defining the best conditions for P. rhodozyma cultivation with
MF, pre-treatment of biomass and carotenoid extraction, total process time could be reduced in
120 h on a laboratory scale by comparison with the procedure currently used by the research

group.

Keywords: Yeast. Magnets. Magnetic effect. Carotenogenic extract.
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1. INTRODUCAO

Os carotenoides pertencem a um grupo de pigmentos naturais com mais de 700
representantes que apresentam coloracdo amarela, laranja ou vermelha, a excecao dos
carotenoides fitoeno e fitoflueno, que sdo incolores (MESQUITA; TEIXEIRA; SERVULO,
2017). Sao pigmentos amplamente difundidos na natureza, podendo ser encontrados em
algumas espécies de bactérias, fungos, algas e plantas superiores, assim como em crustaceos
(camarao, lagosta e siri) e peixes (truta e salmao), onde esses pigmentos sao acumulados no
organismo do animal por meio de sua alimentacdo (MESQUITA; TEIXEIRA; SERVULO,
2017; RODRIGUES, 2018; VALDUGA et al., 2009).

Além de pigmentos naturais, alguns carotenoides tém importante atividade
biologica devido a sua atividade provitamina A que auxilia na prevencdo de doencas
degenerativas e alguns tipos de cancer (GRANADO-LORENCIO et al., 2017; PONKA, et al.,
2015). Possuem atividade antioxidante, protegendo células e tecidos, neutralizando os radicais
livres como doadores de elétrons, resultando em potenciais beneficios para a satide, como o
fortalecimento do sistema imunolégico (CAMPOCOSIO, 2008; MATA-GOMEZ et al., 2014).

O mercado mundial que abrange todos os carotenoides foi avaliado em US$ 1,2
bilhdes em 2010, com taxa de crescimento anual de 2,3%, alcangando US$ 1,8 bilhdes em 2019.
No que se refere as industrias alimenticias e farmacéuticas, o interesse de se obter carotenoides
como P-caroteno, luteina e astaxantina devido a sua vasta aplicabilidade, tende a aumentar a
sua demanda industrial esperando-se que o mercado mundial de carotenoides atinja US$ 2,0
bilhdes em 2021, com taxa de crescimento anual de 5,7% (BCC RESEARCH, 2018;
CIPOLATTI et al., 2019).

Na obtengao desses compostos, o volume de producao industrial ainda ¢ dominado
pelos métodos sintéticos, obtidos quimicamente envolvendo grande numero de reagdes
complexas ou por extracdo de plantas e algas. O que vem levando a um maior interesse dos
pesquisadores em descobrir novas fontes, processos e técnicas que possam ser empregadas para
intensificar o aumento da producao destes pigmentos por via biotecnoldgica, competindo assim
com a producao sintética (CARDOSO et al., 2016; MATA-GOMEZ et al., 2014; URNAU et
al., 2019).

A produgdo de carotenoides por micro-organismos, apresenta algumas vantagens:
os pigmentos sintetizados sao considerados naturais, alguns micro-organismos sao capazes de
se desenvolver em substratos de baixo custo, necessitam de pequeno espaco para a etapa de

sintese e as condigdes de cultivo podem ser manipuladas de forma a estimular a producao desses
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compostos (MALDONADE, 2003; MATA-GOMEZ et al., 2014; MESQUITA; TEIXEIRA;
SERVULO, 2017). Desta forma, varios estudos estdo direcionados a encontrar alternativas que
possam induzir a sintese de carotenoides e/ou aumentar a eficiéncia destes sistemas biologicos,
assim como o desenvolvimento de técnicas de extracdo para a obtencao desse composto de
interesse de forma que eles sejam comercialmente viaveis (AUSICH, 1997; BHOSALE, 2004;
MATA-GOMEZ et al., 2014; RODRIGUES et al., 2019; URNAU et al., 2019).

Dentre os micro-organismos produtores de carotenoides, a levedura Phaffia
rhodozyma se destaca devido a sua capacidade de assimilar diferentes fontes de carbono como
substrato, possuir metabolismo heterotréfico com taxa de crescimento relativamente rapida,
atingir alta densidade celular, ser certificada como GRAS (Generally Recognized as Safe) e
produzir carotenoides, como [-caroteno, luteina e astaxantina, sendo este seu carotenoide
majoritario (CIPOLATTI et al., 2015; NOGUEIRA, 2017; URNAU, 2018).

Uma alternativa para avaliar cultivos microbianos ¢ a utilizagdo de campos
magnéticos (CM), os quais vém sendo estudados em organismos vivos de modo a induzir a
producao de compostos de interesse ou o crescimento celular (BERLOT et al., 2013; CANLI
et al., 2011; HUNT et al., 2009; KTHIRI et al., 2019; MOTTA et al., 2004; SANTOS et al.,
2017). Porém, a aplicagdo de CM no cultivo de leveduras ndo ¢ muito difundida, mesmo ja
tendo demonstrado que podem alterar a concentracdo de biomassa e producdo de etanol
(BERLOT et al., 2013; DEUTMEYER et al., 2011), concentragdo de glutationa (GSH)
(SANTOS et al., 2012) e a producao das enzimas invertase (CANLI et al., 2011), catalase
(KTHIRI et al., 2019) e lacase (TAN et al., 2020).

Pesquisas com aplicagdo de CM mostraram diferengas no comportamento quando
as células sdo submetidas ao tratamento magnético. Seu efeito pode ser negativo ou positivo, €
pode incluir a aceleracao do crescimento e mudancgas no metabolismo (HUNT et al., 2009).
Segundo Yang et al. (2011) essas modificacdes dependem da intensidade, frequéncia e tempo
da aplicacdo do CM nos cultivos microbianos.

Em relagdo ao processo de extragdo de carotenoides desta levedura, estudos foram
realizados visando maior eficiéncia no processo e para tal, foram avaliados pré-tratamentos na
biomassa e utilizagdo de métodos fisicos, quimicos e enzimaticos. Para a quantificacdo dessas
biomoléculas os métodos quimicos utilizando solventes organicos se mostraram mais eficientes
(CIPOLATTI et al., 2015; FONSECA et al., 2011; MICHELON et al., 2012).

Em virtude dessas consideragdes foi realizado o estudo da produgao de carotenoides
por cultivos microbianos com Phaffia rhodozyma com a aplicagao de CM, visto que até o

presente momento ndo foram encontrados dados na literatura consultada referente a produgao
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destas biomoléculas por leveduras sob a influéncia de CM, bem como o estudo de extragdo por
ruptura quimica com dimetilsulféxido (DMSO) e pré-tratamentos na biomassa, visando a
redu¢do do tempo de processo em escala laboratorial para a obtencdo de extratos

carotenogénicos.
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2. OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a influéncia dos campos magnéticos no cultivo de Phaffia rhodozyma

NRRL Y-17268 e o processo de extragdo de carotenoides com ruptura quimica.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Verificar a agdo dos CM durante o cultivo do inoculo;

e Investigar a influéncia da aplicacdo de CM, durante diferentes periodos do
cultivo, na producao de biomassa, carotenoides especificos e carotenoides volumétricos;

e Avaliar o processo de ruptura quimica com dimetilsulfoxido (DMSO) para a
extragdo de carotenoides;

e Avaliar a recuperacdo de carotenoides extraidos de forma quimica na biomassa

submetida a diferentes pré-tratamentos.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA
3.1 CAROTENOIDES

Os carotenoides formam a classe de pigmentos mais difundida na natureza, sendo
substancias lipofilicas de origem natural, sintetizados por algas, fungos, bactérias, leveduras e
plantas superiores (MESQUITA; TORQUILHO, 2016). Eles representam um grupo de
pigmentos naturais com aproximadamente 700 representantes que apresentam coloracao
amarela, laranja ou vermelha, a exce¢do dos carotenoides fitoeno e fitoflueno, que sdo incolores
(MESQUITA; TEIXEIRA; SERVULO, 2017).

Esses possuem maior valor agregado em termos econdmicos e tecnoldgicos se
comparados a outros pigmentos encontrados na natureza como melaninas, clorofilas,
antocianinas e flavonoides, sendo astaxantina, -caroteno e luteina os principais carotenoides
empregados nas industrias de alimentos, racdes e farmacéutica (CIPOLATTI, 2012;
RODRIGUES et al., 2019; RODRIGUEZ-AMAYA, 2019).

Na industria de alimentos, os carotenoides sdo utilizados principalmente como
corantes, tendo a funcdo de colorir ou uniformizar a cor perdida durante o processamento e
armazenamento (MESQUITA; TEIXEIRA; SERVULO, 2017; SILVA, 2009). Por serem
precursores de compostos volateis, contribuem para o sabor ¢ aroma dos alimentos, sendo
utilizados para produzir emulsdes, suspensdes coloidais e complexos com proteinas
(GOUVEIA et al., 2006; RODRIGUEZ-AMAYA, 2019).

Nas industrias de racdo, esses pigmentos também sdo utilizados como corantes, com
a finalidade de promover a pigmentac¢ao adequada do produto final. O aspecto da cor nas ragdes
agrega valor comercial ao produto, sendo que os mesmos possuem atividades biologicas
importantes para os animais (MESQUITA; TEIXEIRA; SERVULO, 2017; SILVA, 2009;
VALDUGA et al., 2009).

Devido a sua funcionalidade, na industria farmacéutica sdo utilizados na prevencao
de doengas mediadas pela reagdo de supressao do radical peroxil (ERO), que pode desencadear
distarbios de fotossensibilidade, doengas cardiovasculares, diabetes, disturbios de visao, cancer
(colon, esdfago, bucal, faringe e laringe) e disturbios neurologicos (MESQUITA; TEIXEIRA;
SERVULO, 2017; MESQUITA; TORQUILHO, 2016).

3.1.1 Biossintese e estrutura dos carotenoides

Os carotenoides sdao geralmente tetraterpenoides de 40 carbonos (C40), formandos

pela unido de oito unidades isoprenoides de 5 carbonos (C5), exceto na posicao central, onde a
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jun¢do ocorre no sentido cauda-cauda, ligados de tal forma que resulta em uma molécula
simétrica e linear. A estrutura basica aciclica C40 pode ser modificada por hidrogenagao,
desidrogenacao, ciclizagao ou oxidagao (VALDUGA et al., 2009).

Devido as diferencas dos carotenoides, surgem as variadas cores caracteristicas de
muitos alimentos que podem variar de amarelo péalido até o vermelho intenso, caracteristica
essa relacionada a série de duplas ligagdes conjugadas, que permitem a absor¢do de luz na
regido visivel desses pigmentos, atuando como um cromoéforo (VALDUGA et al., 2009).

A biossintese dos carotenoides (Figura 1) envolve a formagao de geranil-geranil
pirofosfato e na sua conversdo em fitoeno através da acdo da enzima fitoeno sintetase. Esse
primeiro caroteno ndo apresenta coloragdo, contudo, através de uma série de desidrogenagdes,
outros carotenos sao formados. A biossintese até a conversao em fitoeno, pode ser dividida em
trés etapas: 1) a formacao de isopentenil pirofosfato (IPP), 2) conversao de IPP para geranil
pirofosfato (GGPP), e 3) a condensacdo de duas moléculas de GGPP para formar fitoeno, o
qual ¢ o precursor da maioria dos carotenoides (FRENGOVA; BESHKOVA, 2009;
MARGALITH, 1999).

Figura 1 - Esquema da biossintese de carotenoides.
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Fonte: Adaptado de Frengova e Beshkova (2009).
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Todos os organismos fotossintéticos (incluindo plantas e cianobactérias) e alguns
micro-organismos como bactérias, fungos filamentosos e leveduras podem sintetizar os
carotenoides (MEZZOMO; FERREIRA, 2016). Esse grupo de pigmentos soluveis em lipidios
compoe mais de 700 carotenoides identificados, sendo que sua estrutura caracteristica
determina suas acdes e o potencial de suas fung¢des biologicas (CERQUEIRA; MEDEIROS;
AUGUSTO, 2007; MESQUITA; TORQUILHO, 2016).

Duas classes de carotenoides sao encontradas na natureza (Figura 2): os carotenos,
que possuem apenas carbono e hidrogénio em sua estrutura e podem ser ciclizados em uma
extremidade da molécula, e os derivados que possuem oxigénio em sua estrutura, conhecidos

como xantofilas (MESQUITA; TORQUILHO, 2016).

Figura 2 — Classes de carotenoides encontradas na natureza: (a) carotenos e (b) xantofilas.
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Fonte: Adaptado de Mesquita e Torquilho (2016).

3.2 PRODUCAO DE CAROTENOIDES POR MICRO-ORGANISMOS

Alguns estudos mostraram que carotenoides produzidos naturalmente por micro-
organismos tém sido utilizados pela industria alimenticia e farmacéutica, tendo como principal
razdo a facilidade de aumentar a producao microbiana pelas condi¢des de cultivo e pela
manipulacdo genética, o que facilita a obtencdo desses biocompostos sem a necessidade de
serem isolados de plantas e animais ou sintetizados quimicamente (MESQUITA; TEIXEIRA;
SERVULO, 2017; MEZZOMO; FERREIRA, 2016; SILVA, 2009).
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Segundo Valduga et al. (2009), a variedade e a quantidade de carotenoides
produzida estdo ligadas diretamente ao micro-organismo, meio de cultura e condigdes
operacionais do processo, como temperatura, pH e agitacdao. Sendo assim, a maioria dos estudos
avalia a otimizagao dessas condi¢des de cultivo que afetam o crescimento do micro-organismo
e a produgdo de carotenoides.

A possibilidade da producao de corantes de fontes naturais em escala industrial e o
valor agregado ao produto tornam a producdo biotecnoldgica de carotenoides uma area
interessante. Nesse contexto, Liu ¢ Wu (2007) descreveram que a produtividade de um
bioprocesso em um dado sistema depende das condi¢des nutricionais e fisicas da cultura,
afetando ndo somente o crescimento celular como a producao de pigmento, estes atuando como
mecanismo de defesa em resposta ao estresse das condi¢des ambientais.

Melhorar a eficiéncia da biossintese de carotenoides pode aumentar a produgao.
Além disso, com a alteragdo das condi¢gdes de cultivo e uma abordagem molecular, a biossintese
dos carotenoides pode ser conduzida pelo fluxo total de carbono do sistema e o nivel de
atividade das enzimas, onde o substrato especifico dessas enzimas nao precisa reconhecer toda
a molécula de substrato, apenas certas regioes da molécula que sao adequadas para a biossintese
de carotenoides (BHOSALE, 2004; SANDMANN, 2001).

A obtengao de carotenoides microbianos ¢ afetada por fatores fisicos (temperatura,
luminosidade, aeragdo, agitagdo e/ou teor de oxigénio) e pela composi¢do do meio de cultivo
(fonte de carbono e nitrogénio), os quais variam de acordo com as necessidades que cada micro-
organismo possui. Sendo assim, a mudanca nesses fatores pode influenciar positiva ou
negativamente a biossintese destes pigmentos (BUZZINI et al., 2005; SILVA et al., 2012;
SILVA etal., 2016).

Segundo Silva (2009), a produgdo de carotenoides pelo processo biotecnologico
tem sido investigada, destacando-se a produgao de B-caroteno pelo fungo Blakeslea trispora e
a bactéria Mycobacterium phlei, producdo de luteina pelas microalgas marinhas Chlorela
sorokiniana e Chlorela pyrenoidosa e a produgao de astaxantina pelas bactérias Mycobacterium
lactiola e Brevibacterium sp.

Nogueira (2017), Rodrigues (2018) e Zeni (2009) mostraram que além de micro-
organismos que produzem carotenoides de interesse comercial, como as microalgas
Haematococcus pluvialis e Chlorella, o fungo Dacrymyces; as bactérias Rhodococcus,
Streptomyces e Mycobacterium e as leveduras Rodhotorula, Sporobolomyces e Phaffia

rhodozyma, t€m sido utilizados como modelo para estudar a fotorregulagdo, biossintese e a
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influéncia de modificagdes genéticas nesses micro-organismos, avaliando a producdo, o
processo de extracdo de carotenoides e suas possiveis aplicacdes.

Existem diversos micro-organismos que sao fontes de obtencao de carotenoides e
potenciais para a producdo em escala comercial (Tabela 1). Dentre estes pode-se citar
microalgas e cianobactérias (azuis e verdes), bactérias e alguns fungos filamentosos

(CIPOLLATI, 2012; SILVA, 2009; ZENI, 2009).

Tabela 1 — Micro-organismos produtores de carotenoides.

Espécie Micro-organismo Carotenoides principais
Cianobactéria Anabaena variabilis Cantaxantina
Cianobactéria Aphanizomenon flos-aquae Cantaxantina
Cianobactéria Nostoc commune Cantaxantina

Microalga Chlorella sorokiniana Luteina

Microalga Chlorela pyrenoidosa Luteina

Microalga Chlorella zofingiensis Astaxantina

Microalga Dunaliella salina Zeaxanina

Microalga Haematococcus pluvialis Cantaxantina
Fungo Blakeslea trispora [-caroteno e Licopeno
Fungo Dacrymyces deliquescens Luteina

Bactéria Rhodococcus maris Cantaxantina

Bactéria Streptomyces chrestomyceticus Xantofilas

Bactéria Mycobacterium phlei Xantofilas e B-caroteno

Bactéria Flavobacterium sp. Zeaxantina e -caroteno

Bactéria Mycobacterium lactiola Astaxantina

Bactéria Brevibacterium sp. Cantaxantina e Astaxantina

Fonte: Adaptado de Silva (2009) e Zeni (2009).

3.2.1 Producao de carotenoides por leveduras

A producdo de alguns metabolitos em resposta ao estresse celular pode tornar-se
interessante para biotecnologia. Por exemplo, entre os varios grupos taxondmicos algumas
leveduras sao produtoras de carotenoides. Entre essas leveduras: Sporidiobolus,
Sporobolomyces, Rhodotorula, Rhodosporidium e Phaffia (Tabela 2) sdo as que aparecem com
maior destaque nos estudos envolvendo a produgdo desses compostos (AL-TURKI; AL-
HASSAN; ABDEL-RAZIK, 2016; BUZZINI et al., 2007; CIPOLATTIL, et al., 2019;
FRENGOVA; BESHKOVA, 2009; RODRIGUES et al., 2019; SILVA, 2004).

Essas leveduras podem produzir carotenoides, onde o tipo e a concentragdo dos
varios pigmentos formados dependem das espécies de micro-organismos e das condi¢des de
cultivo. As espécies Sporidiobolus, Rhodotorula € Rhodosporidium produzem principalmente

B-caroteno e toruleno (BUZZINI et al., 2007), Sporobolomyces produz como carotenoide



32

especifico o toruleno (BUZZINI et al., 2007) e Phaffia rhodozyma ¢é produtora de B-caroteno e
astaxantina (CIPOLATTI, 2012; CIPOLATTI et al., 2015).

De modo geral, as leveduras sdo capazes de sintetizar compostos a partir de
diferentes substratos como residuos da agua da parboilizacao do arroz (SILVA, 2009), soro de
leite (BONOW, 2016), glicerol (KLEIN et al., 2017) e melago de cana (GASMALLA et al.,
2012). Essa adaptabilidade ao substrato, tornam esses micro-organismos promissores para
estudos de cultivos microbianos visando a producao de carotenoides (RODRIGUES, 2018).

Os carotenoides sao produzidos pelas leveduras no interior da célula (Tabela 2).
Logo, ¢ necessario que haja o processo de ruptura celular para posterior extragdo com solvente
para que os pigmentos sejam liberados, sendo que a rigidez desta parede celular acaba limitando
a extragdo desses produtos, sendo necessario mais estudos que viabilizem a obtengao desses
compostos por micro-organismos (CIPOLATTI et al.,, 2019; RODRIGUES et al., 2019;
ZHANG et al., 2019).

A produgdo de carotenoides pode ser afetada pela irradiagdo de luz. Contudo, a
intensidade e a forma de iluminagao variam de acordo com o micro-organismo (BHOSALE,
2004). Em estudos, Johnson e Gil-Hwan (1991), utilizando alta intensidade luminosa
(20 watts), concluiram que a luz inibiu o crescimento celular e a produ¢ao do biocomposto,
ambas causadas pelo estresse celular em cultivos com P. rhodozyma.

Mata-Gomez et al. (2014) citaram que a aeragdo € outro parametro importante, visto
que a carotenogénese ¢ um processo aerobico. Desse modo, a aeragao no cultivo com leveduras
¢ essencial para a assimilagdo do substrato e consequente crescimento durante o cultivo
microbiano. Esse efeito foi estudado por Davioli, Mierau e Weber (2004) com levedura S.
roseus, onde o aumento na homogeneizagao utilizando frascos conicos com recuo de 5 cm de
amplitude, causaram incremento significativo na concentragao de carotenoides totais, variando
de 109 para 402 pg g, utilizando frascos padrdes e frascos com recuo, respectivamente.

Sabe-se também que esses compostos ndo sdo encontrados em leveduras
comumente utilizadas na industria, tais como Saccharomyces cerevisiae, Kluyveromyces lactis
e Candida utilis (MALDONADE; SCAMPARINI; RODRIGUEZ-AMAYA, 2007). No
entanto, essas leveduras apresentam ergosterol como principal isoprenoide, o que torna possivel
direcionar o fluxo de carbono para a producao de carotenoides através do isolamento de genes
carotenogénicos que sdo incorporados pela técnica de DNA recombinante no micro-organismo
alvo, resultando em um organismo geneticamente modificado, cuja caracteristica adquirida

passa a ser hereditaria (BRUMANO, 2008; SANDMANN, 2001).
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Concentracao Concentracao
. . Tipo de dos carotenoides dos carotenoides Tempo de A
Micro-organismo . . - . Referéncia
carotenoide especificos volumétricos cultivo (h)
(nggh (pg L
Rhodotorula sp Tolureno 65,8 551,98 120 (BUZZINI et al., 2007)
Rhodotorula sp Torulahodina 42,2 354,01 120 (BUZZINI et al., 2007)
Rhodosporidium diobovatum Torulahodina 37,8 560,9 120 (BUZZINI et al., 2007)
Rhodotorula glutinis Torulahodina 52,5 295,11 120 (BUZZINI et al., 2007)
Rhodotorula graminis -caroteno 31,2 281,76 120 (BUZZINI et al., 2007)
Sporidiobolus longiusculus -caroteno 56,5 612,1 120 (BUZZINI et al., 2007)
Sporidiobolus longiusculus Tolureno 95,7 1036,78 120 (BUZZINI et al., 2007)
Sporodiobolus johnsonii -caroteno 12,6 49,45 120 (BUZZINI et al., 2007)
Sporobolomyces pararoseus Tolureno 33,2 254,95 120 (BUZZINI et al., 2007)
Sporidiobolus pararoseus -caroteno 101,4 830,30 168 (CIPOLATTI et al., 2019)
Rhodotorula rubra B-caroteno 329 2320 72 (BAthlzjj?ggg: 5(1){1131)%;
Rhodotorula glutinis Nd* 1500 Nd* 120 (A,I;g];j];f %{’ﬁZLI-I?,ggng’
Rhodotorula glutinis B-caroteno Nd* 201 24 (MALISORNEOSO%I)\ITORNSUK’
Rhodotorula mucilaginosa Nd* 1580 Nd* 120 (A,I;g];j];f %{’ﬁZLI-I?,ggng’
Phaffia rhodozyma Astaxantina 215 Nd* 168 (CIPOLATTI et al., 2015)
Phatffia rhodozyma Astaxantina 450 Nd* 120 (DC{“B(;III{I\}I{%[SJF&{?F?OCQ I;éEO(A}é{A’
Phaffia rhodozyma -caroteno 143 1804 168 (CIPOLATTI, 2012)
Phaffia rhodozyma -caroteno 238,1 1162 72 (URNAU et al., 2019)

*Nd = Nao definido.
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A levedura Phaffia rhodozyma teve seu isolamento no inicio dos anos 70 por
Herman Phaff e colaboradores. E em sua homenagem o micro-organismo passou a ser
denominado Phaffia rhodozyma, mediante adequacdo ao Codigo Internacional de
Nomenclatura Botanica (BONFIM, 1999; MILLER; YONEYAMA; SONEDA, 1976).

Essa levedura ¢ um micro-organismo aerdbio facultativo que forma coldnias
vermelho alaranjadas, apresentando padriao de crescimento relativamente rapido. Possui
habilidade para alcancar alta densidade celular em biorreatores industriais € também ¢ capaz de
assimilar glicose e outros agucares, com exce¢do de lactose, galactose, D-ribose e D-arabinose
(WAGNER; RAMBLA; LEGARRETA, 2008).

P. rhodozyma, conhecida também por Xanthophyllomyces dendrohous, é capaz de
produzir carotenoides intracelularmente (CIPOLATTI et al., 2015; MICHELON et al., 2012;
SILVA et al., 2016). Segundo Blasko et al. (2008), tais carotenoides como astaxantina, luteina
e B-caroteno, sdo antioxidantes lipossoluveis, capazes de proteger os danos oxidativos causados
por espécies reativas de oxigénio.

Além disso, P. rhodozyma destaca-se por ser produtora de carotenoides, entre os
quais a astaxantina em maior propor¢ao (BONFIM, 1999; WAGNER; RAMBLA;
LEGARRETA, 2008). Essa pode ser usada como fonte de pigmento industrial em razdo de seu
metabolismo heterotrofico, qualidade nutricional e seguranca como aditivo alimentar
(BONFIM, 1999), possuindo a aprovacdo como um micro-organismo GRAS (Generally
Recognized as Safe) nos Estados Unidos. Portanto, a produgao de carotenoides a partir de fontes
naturais, como essa levedura, ¢ uma alternativa em potencial para a substituicdo desses
compostos obtidos por sintese quimica (NI et al., 2008).

Silva (2009) estudou a maximiza¢ao da producdo de astaxantina por P. rhodozyma
utilizando diferentes meios de cultura. As condi¢des de cultivo foram pH inicial de 5,0, 25 °C
e 150 rpm durante 168 h. O meio foi composto por 16,25 g L! de extrato de malte, 8,75 g L!
de peptona, 15 g L' de sacarose e 87,5 g L™! de 4gua de parboilizagio do arroz. Os cultivos
foram feitos em frascos agitados e a produgio volumétrica de astaxantina foi 5,3 ug mL!.

Pesquisas referentes a producdo de carotenoides em cultivos submersos de P.
rhodozyma NRRL Y-17268 utilizando glicerol bruto e dgua de parboilizacao do arroz foram
realizadas por Silva (2010). As condi¢des 6timas de cultivo para a producio de carotenoides
foram observadas ao utilizar 10 g L™! de glicerol bruto, 7,5 g L™! de peptona, 6,4 g L'! de glicose,
90 g L! de 4gua de parboilizagio do arroz, 20 g L™ de extrato de malte, 1 g L'! de extrato de
levedura, pH inicial de 4,0, 25 °C e 150 rpm durante 168 h. Nestas condi¢des foram obtidas
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concentracdo de biomassa de 13,5 g L™!, produgdo especifica e volumétrica de carotenoides de
176, 0 pg ¢! e 2,4 pg mL!, respectivamente.

Silva et al. (2016) investigaram a producdo de carotenoides por P. rhodozyma
NRRL Y-17268 em meio de cultura contendo subprodutos como glicerol bruto (a partir de
biodiesel) e 4gua de parboiliza¢do de arroz nas condic¢des de processo de 25 °C, pH 6 e 150 rpm,
durante 168 h. A producdo maxima de carotenoides foi obtida utilizando meio composto por
10 g L'! de glicerol bruto, 10 g L' de glicose, 10 g L! de extrato de levedura, 10 g L! de extrato
de malte e 1 g L'! de peptona, atingindo produgdes especificas e volumétricas de carotenoides
de 326,8 ug gl e 4,1 ug mL!, respectivamente.

Cipolatti et al. (2019) estudaram a otimizagdo na producdo de carotenoides por
Sporidiobolus pararoseus utilizando coprodutos agroindustriais para a formulagdo do meio de
cultivo. Os cultivos submersos foram feitos em frascos agitados a 180 rpm, 25 °C por 168 h. A
utilizagdo de 6 g L' de melago de cana de agticar e 36,5 g L! de 4gua de maceragdo de milho
resultou na producdo volumétrica em carotenoides de 830,3 pg L' apés 168 h de cultivo.

Zhang et al. (2019) estudaram a producao de carotenoides por Phaffia rhodozyma,
em cultivo submerso com 300 mL de meio YEPD (Yeast extract — Peptone — Dextrose)
suplementado com cloreto de cdlcio e didxido de titdnio sob condi¢des de 20 °C, 180 rpm
durante 72 h. A concentragio de carotenoides totais maxima foi 54,45 mg g, sendo
identificados os carotenoides astaxantina, B-caroteno e luteina com concentragdes de 4,53, 21,6

e 30,32 mg g!, respectivamente.

3.3 CAMPOS MAGNETICOS EM BIOPROCESSOS

Os campos magnéticos (CM) produzidos pelo homem tém se tornado uma parte
crescente do nosso biossistema, se propagando pela Terra em beneficio do homem. Dessa
maneira, 0s organismos vivos necessitam se adaptar a esse novo fator, pois eles influenciam
diretamente algumas de suas fungdes bioldgicas, sendo necessaria investigacdo para se obter
conhecimento desse assunto (NOVAK et al., 2007).

Para Souza (2006), poucas areas sdo tdo controversas cientificamente como a que
referencia efeitos biologicos resultantes da agdo de CM. Os estudos relacionados ao assunto
comecgaram em meados dos anos 60 com o objetivo de observar os efeitos resultantes dos CM
em sistemas biologicos. Sendo assim, para Goodman e Blank (1995), os resultados obtidos

indicaram que os sistemas bioldgicos respondem ao magnetismo como estresse ambiental.
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Sabendo que durante o processo de transformac¢do da matéria, energia ¢ produzida
e depois interage com a propria matéria e outras formas de energia, aparelhos eletromagnéticos
induzidos por energia podem afetar os processos que ocorrem nos sistemas biologicos
(DOBSINSKY; JEDLICKA, 2017). Por isso algumas hipéteses, como a interferéncia nos
processos de transporte através da membrana plasmatica e sintese de DNA, tém sido estudadas
(BRKOVIC; POSTIC; ILIC, 2014; LOPES, 2008).

Segundo Filipic et al. (2012), os CM podem ser classificados em fracos (menor que
1 mT), moderados (1 mT a1 T), fortes (1 a5 T) e ultra fortes (maior que 5 T). Ainda, de acordo
com Zapata, Moreno e Marquez (2002), seu efeito em sistemas bioldgicos pode ser inibitorio,
estimulante ou nulo, dependendo da intensidade e tempo de exposicao.

As variaveis nesse processo sdo os parametros fisicos do CM (intensidade,
frequéncia e forma da onda), o tipo de célula, temperatura de exposicao e o estado bioldgico da
célula. Portanto ¢ muito importante ter completo controle dos parametros que podem influenciar
0 processo como o protocolo de exposicdo, manipulacdo de amostras, temperatura de
exposi¢ao, intervalos de tempos antes e depois da exposi¢ao dos CM, e o que pode ser um dos
mais importantes pardmetros: o estado bioldgico das células (RUIZ-GOMEZ et al., 2004).

A aplicagdo de CM em cultivos microbianos teve inicio nos anos 90. Porém, tem
sua aplica¢do limitada em escala industrial. Em muitos estudos cientificos verificou-se que os
CM podem influenciar os sistemas bioldgicos como na produ¢do de biomassa e etanol por S.
cerevisiae (BERLOT et al., 2013; DEUTMEYER et al., 2011), glutationa (GSH) por S.
cerevisiae (BONOW, 2016; SANTOS et al., 2010; SANTOS et al., 2012), pigmento vermelho
e amarelo por Monascus purpureus (ZHANG et al., 2014b), acido citrico e celulase por
Aspergillus niger (GAO; ZHANG; FENG, 2011), atividade enzimatica de S. cerevisiae em
mosto de fermentacdao de vinho (BAYRAKTAR, 2013), produgdo de biomassa e invertase por
Rhodotorula glutinis (CANLI et al., 2011), melhoramento na producao da enzima inulinase por
Geotrichum candidum (CANLI; KURBANOGLU, 2011), produgdo da enzima catalase por S.
cerevisiae (KTHIRI et al., 2019), estimulo na produ¢do da enzima lacase por Candida tropicalis
(TANetal., 2019) e fixa¢ao de COz por Chlorella fusca (DEAMICI; SANTOS; COSTA, 2019).

Ainda no estudo da influéncia de CM em processos biologicos, a aplicacao de
particulas adsorventes em combinacdo com técnicas de separagdo magnética permite sua
manipulagdo e separacdo seletiva na presenga de outros so6lidos suspensos. Assim, torna-se
possivel selecionar espécies-alvo magneticamente distintas de processos bioldgicos,
eliminando algumas fases de tratamento prévio de amostras, como centrifugacao, filtracao e

separagdo por membrana (FRAZREB et al., 2006).
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O estudo da aplicagio de CM durante a obtencdo do indculo também se faz
necessario de modo a acompanhar o processo de crescimento celular e de manter as mesmas
condi¢gdes ambientais posteriormente no cultivo. Estudos com diferentes micro-organismos
mostraram efeitos diferentes da agdo do CM no crescimento celular durante o cultivo do
indculo. Com Haematococcus pluvialis o efeito sobre o crescimento celular foi inibitério em
relagdio ao controle, passando de 123x10* para 83,82x10* cel mL™! apos a exposi¢do de 0,03 T
(GOMEZ-LUNA et al., 2009). Outros estudos demonstraram efeito positivo, como para
Salmonella hadar com aplicagdo de 200 mT entre 6-9 h durante o cultivo do inoculo,
aumentando em 32% a concentragdo celular (MAY; SNOUSSI, 2009) e com Alternaria
alternata e Curvularia inaequalis com aplicagdo de 1 mT, obtendo aumento do crescimento
celular na faixa de 68- 133% em 72 h (NAGY; FISCHL, 2004).

Berlot et al (2013), utilizando Saccharomyces cerevisiae, obtiveram aumento de
27,7% na produgao de biomassa, 19,8% na producao de etanol, 15,7% na produgao de glicerol
e 36,4% na produgdo de acetaldeido com aplicacdo de 140 mT por 72 h durante o cultivo do
in6éculo em relagdo ao ensaio controle, mostrando que a aplicacdo de CM no indculo se faz
necessario de modo a observar os efeitos biologicos causados no micro-organismo visando

aumento da concentragdo celular e compostos de interesse.

3.3.1 Aplicacido de campos magnéticos em bioprocessos com leveduras

As leveduras sdao conhecidas por desenvolverem diferentes mecanismos
adaptativos, com intuito de sobreviver mesmo em condi¢des de estresse, sendo que as mais
comuns incluem variacdes no pH e temperatura, estresse oxidativo, choque osmético e os
produtos de fermentagao toxicos, principalmente o etanol (PENNINCKX, 2000). Grande parte
dos estudos de aplicagdo de CM em cultivos microbianos tem utilizado a levedura S. cerevisiae
como modelo de estudo devido as suas caracteristicas morfologicas, metabolicas e genéticas
bem conhecidas e por sua semelhanga no mecanismo molecular associado com processos
celulares basicos entre diferentes espécies eucariodticas, incluindo as células humanas (RUIZ-
GOMEZ et al., 2004).

Nesse contexto, leveduras sdo capazes de responder a uma grande variedade de
estimulos ambientais e condi¢des de estresse (incluindo os CM), promovendo mudangas intra
e extracelulares que podem ser classificadas como irreversiveis, reversiveis ou resultarem em
mudangas nas células e nas suas organelas. As modificagdes celulares e moleculares induzidas

quando os CM interagem com materiais bioldgicos sdo, no entanto, dependentes da duragao da
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exposicao, da penetracdo no tecido os quais estdo relacionados a sua intensidade e frequéncia
do estimulo. Respostas celulares também dependem nao somente da intensidade e frequéncia
do CM, mas também do tipo de CM (estatico ou oscilatorio), na forma da onda (sinusoidal,
quadrada, etc.), na condigdo bioldgica e no tipo de célula exposta (DINI; ABRRO, 2005).

Fologea et al. (1998) descreveram que o mecanismo da eletroestimulacdo ndo era
bem conhecido, mas pode estar ligado a mudangas na membrana, pois durante a
eletroestimulacdo sabe-se que ocorre o aumento dos fluxos na membrana plasmatica. Outra
explicacdao pode estar baseada no eletro-ativacao de alguns sistemas enzimaticos ou caminhos
metabolicos relacionados a alguns processos que acontecem em nivel de membrana.

O principal objetivo, em cultivos microbianos com leveduras assistidos de CM, ¢é
estimular o processo de crescimento celular ou a atividade metabdlica com a expectativa de
obterem-se altos rendimentos (HRISTOV; PEREZ, 2011). Na Tabela 3 ¢ apresentada o efeito

de diferentes intensidades e tempos de exposi¢do aos CM em diversas cepas de leveduras.

Tabela 3 — Influéncia dos CM em diferentes cepas de leveduras.

Intensidade Tempo de
Levedura do CM exposicio Efeito positivo Referéncia
(mT) (h)

S. cerevisiae 220 24

Biomassa e producdo (MOTTA et al., 2004)

de etanol
S. cerevisiae 221 25 Biomassa (MUNIZ et al., 2007)
S. cerevisiae 200 30 Producdo de etanol (DEUTMEYER et al., 2011)
S. cerevisiae 140 24-72 Blomassa eproducdo  pERrOT etal., 2013)
e etanol
S. cerevisiae 20 72 GSH (SANTOS et al., 2012)
S. cerevisiae 110-220 12 Biomassa (HRISTOV; PEREZ, 2011)
S. cerevisiae 31,7 0-72 Biomassa e GSH (BONOW, 2016)
S. cerevisiae 250 9 Producdo de catalase KTHIRI et al., 2019)
C. tropicalis 95 24 Producdo de calase (TAN et al., 2019)
R. glutinis 7 72 Biomassa e invertase (CANLIetal., 2011)

Dessa forma o estudo da aplicagdo de CM em leveduras se faz necessario, visto a
ampla capacidade desses micro-organismos produzirem compostos de interesse, nas mais
diferentes condicdes operacionais de processo devido a sua adaptabilidade nos cultivos

microbianos.

3.4 EXTRACAO DE CAROTENOIDES POR RUPTURA QUIMICA

A parede externa de um micro-organismo pode ser permeabilizada por uma grande

variedade de compostos quimicos, que diferem na seletividade e eficiéncia para diferentes
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espécies microbianas. Sendo em processos de extracdo utilizada a permeabilizagdo quimica por
solventes para que ocorra o rompimento celular e a liberagdo de compostos intracelulares de
interesse (GECIOVA, BURY; JELEN, 2002; LOPES, 2014).

O processo de ruptura quimica depende do micro-organismo a ser estudado para
posterior extracao e recuperacao de carotenoides, onde se utilizam solventes organicos como o
dimetilsulfoxido (DMSO), hexano e éter de petrodleo, ambos alteram a composicdo das
membranas, aumentando a sua permeabilidade, sendo altamente eficientes para esse proposito.
Essa técnica ndo ¢ utilizada em escala industrial por diversas razoes, entre elas o alto custo e a
toxicidade. Porém sdao comumente utilizadas em estudos de extragdo de modo a obterem-se
maiores rendimento no processo em escala laboratorial (LOPES., 2014; TREVAN et al., 1990
WAGNER, RAMBLA; LEGARRETA, 2008).

Diversos estudos na literatura avaliaram a extra¢ao de carotenoides com diferentes
métodos de ruptura quimica. De modo a salientar que o processo de ruptura celular e extragao
de carotenoides merece atencdo devido a possibilidade de aumentar a eficiéncia e reduzir o
tempo do processo para a obtencao dos extratos carotenogénicos. Fonseca et al. (2011), também
utilizando Phaffia rhodozyma, avaliaram diferentes pré-tratamentos da biomassa (secagem e
congelamento), utilizando DMSO para a ruptura celular. A concentragdo maxima de
164,5 ug ¢! de astaxantina foi alcangada combinando os pré-tratamentos (48/48 h) de secagem
e congelamento da biomassa antes do processo de ruptura quimica e extragao dos carotenoides

Monks et al. (2013) estudaram diferentes técnicas de ruptura e extracdo de
carotenoides produzidos pela levedura Sporidiobolus salmonicolor, utilizando diferentes
solventes na etapa de ruptura quimica da biomassa, entre eles: DMSO, diclorometano, etanol,
acetato de etila e acetona. Os resultados demonstraram que a utilizagdo da combinagdo de
solventes promove um efeito sinérgico sobre a recuperagdo de carotenoides, no entanto, a
méxima concentragio de carotenoides totais (2875 g L) foi obtido no tratamento com CO»
supercritico (300 bar 120 min™).

Michelon et al. (2012) estudaram diferentes técnicas de ruptura e extracdo de
carotenoides produzidos por Phaffia rhodozyma, sendo utilizado diferentes solventes quimicos.
Os resultados demonstraram que as concentragdes maximas no processo de extracdo e
recuperacio dos carotenoides foram de 153,91, 47,72, 30,55 e 61,22 ug g utilizando como
solventes DMSO, 4cido latico, acido acético e acido cloridrico respectivamente, demonstrando
a eficiéncia do DMSO na obtenc¢do desses compostos.

Ni et al. (2008) verificaram a otimizagdo da extracdo de astaxantina a partir de

Phaffia rhodozyma, onde utilizaram os acidos cloridrico, acético e latico para a ruptura celular.
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Através de um planejamento fatorial fracionario encontraram que a condi¢ao 6tima de extracao
era concentracdo de 4acido latico de 5,55 mol L', 20,25 mL de etanol por grama de levedura
seca, a 30 °C, por 3 min. Nesta condicdo foram obtidos 129,5 pg g' de astaxantina e
151,6 ng g ! de carotenoides totais. O método de ruptura com 4cidos foi considerado vidvel e
pratico para uso industrial, sendo eficiente no processo de extragdo e possuindo baixa
toxicidade.

De forma geral, o método mais eficiente para o rompimento celular ¢ a utilizagao
de solventes organicos, algumas alternativas com o uso de DMSO e éter de petréleo ndo sao
empregadas em escala industrial pela toxicidade e por ser considerado um processo demorado
(CHEN et al., 2018; TREVAN et al., 1990). Porém, alguns solventes organicos sdo permitidos
para uso nas industrias de alimentos, como acetona, alcool benzilico, acetato de etila, hexano,
isopropanol, metanol, metil-etil-cetona, etanol, dcido acético, acido latico e acido cloridrico,
sendo que o uso e suas concentragdes dependem do tipo de alimento onde os mesmos serdao
empregados (FOOD AND DRUG REGULATION, 2005). No entanto para avaliar a
recuperagao de carotenoides produzidos por Phaffia rhodozyma, se faz necessario estudos com
solventes organicos de modo a quantificar a produgdo de carotenoides em escala laboratorial.
Sendo que para o emprego em escala industrial, se faz necessario o desenvolvimento de
alternativas por meio de tecnologias verdes para que ocorra a extragdo desses compostos com
altos rendimentos para entdo sua utilizagdo no desenvolvimento de novos produtos nas

industrias farmacéuticas, de alimentos e de racdes.



41

4. MATERIAL E METODOS
4.1 MICRO-ORGANISMO E MANUTENCAO DA CEPA

A levedura Phaffia rhodozyma NRRL Y-17268, proveniente do Northern Regional
Research Laboratories (Peoria, IL, EUA) e certificada como GRAS (Generally Recognized as
Safe), foi o micro-organismo utilizado neste estudo. A manuten¢do da cepa foi realizada em
agar inclinado, utilizando-se o meio YM (yeast extract — malt extract) e mantida a 4 °C
(NOGUEIRA; PRESTES; BURKERT, 2017). Na Tabela 4 ¢ apresentada a composi¢do do
meio YM.

Tabela 4 — Composi¢do do meio YM utilizado na manutenc¢ao da cepa e no cultivo do
inoculo de Phaffia rhodozyma NRRL Y-17268.

Composto Concentragio (g L)
Glicose 10,0
Peptona 5,0
Extrato de levedura 3,0
Extrato de malte 3,0
Agar* 20,0

*Usado somente para a manutencdo da cepa.

Para a reativagdo, a partir das culturas estoques foram feitos repiques para tubos de
ensaio com o mesmo meio e incubados por 48 h a 25 °C. Apo6s as cé€lulas foram ressuspensas
em 1 mL de dgua peptonada (0,1%) e adicionadas em 9 mL de meio YM, sendo incubados nas

mesmas condi¢des descritas anteriormente (NOGUEIRA; PRESTES; BURKERT, 2017).

4.2 CULTIVO DO INOCULO COM APLICACAO DE CAMPOS MAGNETICOS

O preparo do inoculo foi feito em frascos Erlenmeyer (250 mL), contendo 90 mL
do caldo YM, e 10 mL do cultivo oriundo da reativagao, sendo as condi¢des do processo: 25 °C,
150 rpm em agitador orbital por 48 h ou tempo necessario para atingir 1x10® cél mL™!' (RIOS et
al., 2015).

Durante o cultivo do in6culo foi avaliada a aplicagdo do CM, sendo feitos dois
ensaios: controle (sem aplicacdo de CM) e com aplicacdo de CM. Para tal, nos ensaios com
aplicacdo de CM, os imas de ferrite (80x80x10 mm) foram colocados na parte inferior dos
frascos agitados (Figura 3), sendo aplicado CM médio de 30 mT com alcance do CM de
40x80 mm, medido através de Teslametro (GlobalMag — TLMP — HALL). Os ensaios foram
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realizados em triplicata com amostragens a cada 12 h para determinagdo da concentracio

celular, utilizando-se de cAmara de Neubauer (25 repetigdes).

Figura 3 - Aplicacao de CM durante o cultivo do in6culo.

im3 de ferrite.

4.3 ENSAIOS PARA A PRODUCAO DOS CAROTENOIDES

Para estes ensaios o inoculo foi obtido com aplicagao de CM durante 24 h de cultivo
(108 cél mL™'). A producdo de carotenoides foi feita em frascos agitados (500 mL), contendo
225 mL do meio YM, pH inicial de 6,0, 10 % de inoculo (v v'), 25 °C, 180 rpm (agitador
orbital) por 168 h (RIOS et al., 2015). Conforme descrito por Cipolatti et al. (2015), o pH e as
concentracdes de biomassa, acucares redutores e carotenoides totais foram determinadas a cada
24 h durante todo cultivo.

Os ensaios com diferentes tempos de aplicagdo de CM para a produgdo de
carotenoides foram realizados em triplicata (Tabela 5). Os mesmos imas de ferrite utilizados no
cultivo do inéculo foram colocados na parte inferior dos frascos Erlenmeyer, sendo aplicado
CM médio de 30 mT com alcance do CM de 40x80 mm, medido através de Teslametro

(GlobalMag — TLMP — HALL).
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Tabela 5 — Ensaios de aplica¢do de campos magnéticos na producdo de carotenoides.

Ensaios codificados Aplicag:(?;l(; de CM
EC* Sem aplica¢do de CM

CM 0-24 0-24
CM 24-48 24-48
CM 48-72 48-72
CM 72-96 72-96

CM 96-120 96-120

CM 120-144 120-144

CM 144-168 144-168
CM 0-168 0-168

*EC = ensaio controle.
4.3.1 Determinacio da concentra¢io de biomassa e pH

Ao longo do cultivo foram retiradas aliquotas de 2 mL, sendo as mesmas
centrifugadas (1745 g) por 10 min. O sobrenadante foi separado para determinac¢do de pH
(AOAC, 2000). O precipitado foi lavado e ressupendido em 4gua destilada para determinacgao
da concentragdo de biomassa por leitura da absorbancia a 620 nm, relacionando com a curva

padrao de biomassa (Apéndice 1) (KUSDIYANTINI et al., 1998).

4.3.2 Extracio de carotenoides

Aliquotas de 8 mL foram retiradas ao longo dos cultivos, sendo centrifugadas
(1745 g) por 10 min. A biomassa separada dos cultivos foi seca (48 h a 35 °C), macerada com
gral e pistilo e padronizada em peneira com mesh 115 (CIPOLATTI, 2012). Na sequéncia as
amostras foram pesadas e congeladas a -18 °C por 48 h.

Para a extragdo dos carotenoides em 0,05 g de biomassa foram adicionados 2 mL
de dimetilsulféxido (DMSO), previamente aquecido a 55 °C, homogeneizando por 1 min em
vortex, a cada 15 min, até completar 1 h de contato, caracterizando um ciclo de ruptura quimica
(FONSECA et al., 2011). Apos essa etapa foi adicionado 6 mL de acetona P.A. de modo a
facilitar a extracdo dos carotenoides. A amostra foi centrifugada a 1745 g por 10 min, a fase
solvente foi separada e o ciclo de ruptura quimica foi repetido duas vezes, quando ocorreu o
branqueamento total da biomassa (metodologia padrdo utilizada neste estudo). Nas fases
solventes, obtidas nas centrifugacdes, foram adicionados 10 mL de solugdo de NaCl

20% (m v'') e 10 mL de hexano. Apés agitacdo e separacdo de fases o excesso de 4gua foi
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retirado com sulfato de sédio (Na>SOs), obtendo-se os extratos carotenogénicos (CIPOLATTI

etal., 2015).

4.3.3 Determinacio da concentracgao especifica de carotenoides

A determinacdo da concentragdo de carotenoides especificos nos extratos foi feita
em espectrofotometro a 470 nm (RODRIGUEZ-AMAYA, 2001). A Equagdo 1 foi utilizada,
sendo os resultados expressos em termos de seu carotenoide majoritario (astaxantina em
hexano, com absortividade molar de 2100 M™! cm™') (CIPOLATTI et al., 2015; RODRIGUEZ-
AMAYA, 2001). Na equagdo CE = concentracdo de carotenoides especificos (ug g'), A =
absorbancia, V = volume do extrato (mL), Mamosta = biomassa seca e A1 = absortividade

molar.

AxVx10°

CE -1y = = (1)
N T P—

Para obter a concentracdo volumétrica de carotenoides (ug L) foi utilizada a

concentragio especifica de carotenoides (ug g™!) e a concentragdo da biomassa (g L™).

4.3.4 Determinacao de acucares redutores

A determinagdo de agucares redutores foi feita segundo descrito por Miller (1959).
Para tal, foi utilizado o sobrenadante das amostras obtidas durante os cultivos. Para cada 1 mL
de amostra foi adicionado 1 mL da solugdo de acido 3,5 - dinitrosalicilico (DNS), seguido de
5 min de reagdo em banho a 100 °C. Apds, os tubos foram resfriados em banho de gelo, sendo
adicionados 8 mL de solucdo de tartarato duplo de sddio e potassio. A leitura da transmitancia
foi feita em espectrofotometro a 540 nm. A concentragdo de glicose foi calculada utilizando a

curva padrio de glicose (Apéndice 1) e os resultados expressos em g L.

4.3.5 Parametros cinéticos

As Equagdes 2, 3 e 4 foram utilizadas para calcular os fatores de conversdao de
substrato em produto (Ypss), substrato em biomassa (Yx;s) € biomassa em produto (Ypx),
respectivamente (BAILEY; OLLIS, 1986). As Equacdes 5 e 6 foram utilizadas para obter a
produtividade em biomassa (Px) e produtividade em produto (Pp), onde: Xfina = concentracao

de biomassa final (g L™"); Xinicia = concentragio de biomassa inicial (g L!); Psina = concentragio
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final de carotenoides (ug L™); Pinicial = concentracdo inicial de carotenoides (ug L™); Sinicial =

concentragdo inicial de glicose (g L™); Stinal = concentragdo final de glicose (g L™!) e t=tempo

de cultivo.
Pfinat = Pinicial
Ypis = S s . ()
inicial = “final
Xfinal = Xinicial
Yxis = S S (3)
inicial = final
Pinal = Pinicial
Yox = —< — 4)
Xfinal = Xinicial
Xfinal = Xinicial
PX — 1ma t micia (5)
Prinal - Pinicial
PP — ma t micia (6)

Para comparar os resultados obtidos nos ensaios com aplicacao de CM, em relacao
aos ensaios controle, sem aplicagdo de CM, foi utilizada a Equagdo 7. Onde 1 corresponde a
eficiéncia de aplicacdo de CM e relaciona as respostas avaliadas nos cultivos com CM (Rcwm) e

as respostas nos cultivos controle (Rec) (DEAMICI et al., 2016).

_ <RCM - Rgc

R )x 100 (7)

4.4 ENSAIOS DE EXTRACAO DE CAROTENOIDES POR RUPTURA QUIMICA COM
DMSO

O cultivo para a obtencdo da biomassa para a realizagdo dos ensaios de extracdo de
carotenoides por ruptura quimica com DMSO foi feito em frascos agitados (500 mL), contendo
225 mL do meio YM, pH inicial de 6,0, 10% de inéculo (v v'!), 25 °C, 180 rpm (agitador

orbital), com aplicagao de CM médio de 30 mT na melhor condicao estabelecida no item 4.3.

4.4.1 Avaliacdo da ruptura celular no processo de extracio de carotenoides

Ao final do cultivo foram utilizadas as condi¢des descritas no item 4.3.2 para a
obtenc¢ao da biomassa. Para avaliar o processo de ruptura celular com DMSO foram utilizados

0,05 g de biomassa adicionados de 2 mL de DMSO, previamente aquecido a 55 °C
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Para os ensaios A e B, apos a adigdo do DMSO, a biomassa foi homogeneizada por
I min em vortex e em sequéncia foi adicionado 6 mL de acetona para facilitar a extra¢do de
carotenoides, sendo que no ensaio A foram feitas 2 repeti¢des do processo de ruptura e para o
ensaio B foram feitas 3 repeti¢cdes. Para os ensaios C e D, apds a adicdo do DMSO, a biomassa
foi homogeneizada por 1 min em voértex, a cada 15 min, até completar 1 h de contato,
caracterizando um ciclo de ruptura quimica, apds esse processo foi adicionado 6 mL de acetona
para facilitar a extracao dos carotenoides, sendo que no ensaio C foi realizado 1 ciclo de ruptura
e para o ensaio D foram feitos 2 ciclos de ruptura (procedimento utilizado como padrao neste
estudo), conforme descrito na Figura 4. Apds o processo de ruptura celular em todos os ensaios,
as amostras foram centrifugadas a 1745 g por 10 min e a fase solvente separada. Para a
determinagdo da concentracao de carotenoides foram utilizadas as condigdes descritas no item

4.3.3.

Figura 4 - Ensaios de ruptura celular com DMSO seguidos de extragdo com acetona.

Ruptura com Agitacdo em Adico de
Ensaio A DMSO vortex 6mL de 2 repeticdes
(2mL/55°C (1 min) acetona
Agitagdo Adicio de
Ensaio B em vortex 6mL de 3 repeticdes
(1 min) acetona
Agitagio em o
S vortex a cada Adiclo de 1 ciclo de
DMSO 6mLd
A 15 min durante . ruptura
(2 mL/55°C), 1 h (ciclo) acetona
Agitagdo em ‘5
Ruptura com 2 Adicdo de :
vortex a cada 2 ciclos de
) II;IIE/;SSSO° c 15 min durante oml e ruptura
_| ( ) 1 h (ciclo) acetona

4.4.2 Avaliacao de pré-tratamentos na biomassa para a extracao de carotenoides

Para a obtengdo da biomassa foram utilizadas as condi¢des descritas no item 4.4,
sob a a¢do de diferentes pré-tratamentos na biomassa conforme descrito na Tabela 6. A estufa
de circulagdo de ar (35 °C), o freezer (-18 °C) e o ultra freezer (-70 °C) foram utilizados de
modo a avaliar a concentragao de carotenoides apds o processo de ruptura celular e extragao de
carotenoides sob a acdo de diferentes pré-tratamentos na biomassa. Para a extracdo de
carotenoides foi utilizado a metodologia descrita no item 4.3.2 (metodologia padrio utilizada
neste trabalho) e a melhor condi¢do de extracdo em fun¢do da ruptura celular com DMSO

descrita no item 4.4.1.
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Tabela 6 - Pré-tratamento utilizados na biomassa para a extracao de carotenoides.

Ensaios Pré-tratamento da biomassa
1 Secagem (24 h)
2 Secagem (48 h)
3 Secagem (24 h) / Congelamento (24 h)
4 Secagem (48 h) / Congelamento (48 h)
5 Liofilizagdo (48 h)*

* Amostras mantidas a -70 °C por 48 h antes de serem liofilizadas.

4.5 ANALISE ESTATISTICA

Para os ensaios onde foram avaliadas duas condi¢des as médias foram comparadas
pelo teste T de “student”. Para os ensaios realizados com trés ou mais condi¢des os resultados
obtidos foram submetidos a Analise de Variancia (ANOVA) e as médias comparadas pelo Teste

de Tukey, ambos com 95% de confianga.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 APLICACAO DE CAMPOS MAGNETICOS DURANTE O CULTIVO DO INOCULO

Os resultados de contagem de células que foram feitos com o proposito de avaliar
a aplicagdo do CM durante o cultivo do inoculo da levedura P. rhodozyma sao apresentados na

Tabela 7.

Tabela 7 — Contagem de células nos ensaios controle e com aplicagdo de campos magnéticos
durante o cultivo do indculo.

Tempo Ensaio controle Ensaio com CM
(h) (cél mL™) (cél mL)
0 1,31x107+6,95x10% 1,29x107£8,26x10
12 1,99x107+8,44x10°® 1,90x107+1,94x10%
24 1,33x10%+1,21x107 1,50x10%+1,49x1072
36 1,90x108+1,80x107° 2,14x10%+1,58x107
48 2,96x108+1,71x107° 4,08x10%+1,34x107

*médiatdesvio padrdo (n =3).
Letras iguais na mesma linha indicam que as médias ndo diferem significativamente ao nivel de confianca de
95% pelo teste T de “student” (p >0,05)

Observa-se na Tabela 7, para os tempos considerados, que apds 24 h houve
diferenca significativa no crescimento celular, atingindo valores superiores a 1x10® cél mL™,
sendo esta, a concentragdo minima de células necessaria para iniciar os cultivos. Observou-se
também houve aumento no crescimento celular no ensaio com a aplicacdo de CM de 12,8, 12,6
e 37,8% nos tempos de cultivo de 24, 36 e 48 h, respectivamente, em relagao ao ensaio controle.
Dessa maneira, optou-se por definir como padrao a aplicagdo de CM durante o cultivo do
in6culo e definir o tempo de cultivo em 24 h, ndo sendo necessario estender o cultivo do indculo
até 48 h, conforme descrito e utilizado por Rios et al. (2015). Com isso além de diminuir o
tempo do cultivo de 48 h para 24 h, conseguiu-se com a aplicacdo de CM aumentar em 12,8%
a quantidade de células no inoculo.

Alguns autores, como Santos et al. (2012), relataram a falta de conhecimento de
todos os efeitos gerados pelo CM nas células e o efeito de ndo linearidade em relagdo ao tempo
de exposicdo e intensidade do CM. De acordo com Hristov e Perez (2011), os resultados da
literatura sdo contraditorios, mostrando algumas preocupacdes sobre a exposicao ao CM em
células de S. cerevisiae, apontando a necessidade de estudos interdisciplinares para explicar
melhor os efeitos do CM. Berlot et al. (2013), ao investigarem a influéncia do CM de 140 mT

por 72 h de cultivo do in6culo, observaram aumento significativo de 27,7% no crescimento
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celular de S. cerevisiae em relacdo ao cultivo controle. Resultado esse relacionado ao estresse
celular causado pela aplicagdo de CM, confirmando assim o efeito magnético positivo no
crescimento celular de micro-organismos durante o cultivo do indculo.

Dessa forma, observa-se a importancia da aplicagdo de CM no cultivo do indculo,
visto a necessidade de o mesmo estar adaptado as condi¢des do processo, posteriormente

avaliadas neste estudo.

5.2 CINETICAS DE CULTIVO DE Phaffia rhodozyma SOB A INFLUENCIA DE CAMPOS
MAGNETICOS

5.2.1 Acompanhamento do pH, concentraciao de biomassa e concentracdo de agticares
redutores totais nos cultivos sob a influéncia de CM

O Apéndice 2 apresenta os resultados de pH, concentragio de biomassa (g L),
concentracdo de acucares redutores totais (ART), concentragdo de carotenoides especificos
(ug g!) e concentragido de carotenoides volumétricos (ug L) dos ensaios controle € com
diferentes periodos de aplicacao de CM, descritos no item 4.3.

Durante o acompanhamento das cinéticas dos cultivos de Phaffia rhodozyma com
diferentes tempos de exposi¢do aos CM (30 mT) foi possivel observar que o pH em todos os
ensaios diminuiu nas primeiras 24 h de cultivo, aumentando gradativamente, atingindo no final
dos cultivos valores de 8,10 e 8,12 no ensaio controle (EC) (Fig. 5) e CM 0-168 (Fig. 13),
respectivamente. O pH nos outros ensaios com aplicagdo de CM tiveram o mesmo
comportamento, sendo o pH final do cultivo entre 6,98 e 7,69 (Fig. 6-12).

Esse comportamento do pH também foi observado por Cipolatti et al. (2019), que
estudando as leveduras Pichia fermentans e Sporidiobolus pararoseus para produzir
carotenoides com meio YM e meio agroindustrial, ajustaram o pH inicial do cultivo para 6,0 e
nas primeiras 24 h observaram declinio do pH variando de 4,1 a 5,3 e de 4,8 a 5,6 para as
leveduras P. fermentans e S. pararoseus, respectivamente. Tal comportamento também foi
observado por Silva et al. (2016), que estudaram a maximizagdo da produ¢do de carotenoides
a partir da levedura Phaffia rhodozyma com meios agroindustriais (glicerol bruto e agua de
parboilizagao de arroz), observando declinio de 6,0 para 4,7 no valor do pH nas primeiras 24 h
de cultivo, sendo que posteriormente houve aumento gradual do mesmo alcancando 7,2 em
168 h.

De acordo com Colet et al. (2015), Urnau et al. (2019) e Valduga et al. (2009), essas
leveduras excretam naturalmente compostos intermediarios do metabolismo durante seu

crescimento (4cido acético, alcool ou intermediario do ciclo do acido citrico), levando a
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diminuicao inicial do pH, que pode ser observada em até 72 h de cultivo dependendo do tipo
de levedura produtora de carotenoides, sendo posteriormente assimilado naturalmente pelo
micro-organismo apés a ingestdo de nutrientes e por intensa estimulacao da carotenogénese,

resultando em aumento gradual do pH até o final do cultivo.

Figura 5 — Cinética do cultivo do ensaio controle, sem aplicagdo de CM (EC).
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do de CM entre 24 ¢ 48 h (CM 24-48).

Figura 7 — Cinética do cultivo com aplicag
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Figura 10 — Cinética do cultivo com aplicacdo de CM entre 96 ¢ 120 h (CM 96-120).
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Figura 11 — Cinética do cultivo com aplicagdo de CM entre 120 e 144 h (CM 120-144).
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Figura 12 — Cinética do cultivo com aplicagao de CM entre 144 ¢ 168 h (CM 144-168).
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Figura 13 — Cinética do cultivo com aplicagdo de CM durante todo o cultivo (CM 0-168).
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As concentracdes iniciais de ART para todos os ensaios variaram de 10,12 a
11,58 g L', sendo consumido em torno de 80% apos 48 h de cultivo (Fig.5-13). O agtcar
utilizado no meio foi a glicose, um monossacarideo facilmente assimilado pela levedura.
Observa-se que nos ensaios CM 0-24 e CM 24-48, ap6s 48 h de cultivo, foram encontradas as
concentragdes de 1,99 e 2,41 g L', sendo superiores aos demais ensaios no mesmo tempo de
cultivo. Esses valores possivelmente estao relacionados com o periodo de aplicagdo do CM, no
inicio do cultivo onde a levedura estava também se adaptando as condigdes de cultivo,
consumindo o substrato de forma mais lenta. Dessa maneira, apds 48 h de cultivo houve
diminui¢do gradual da concentracdo de agucares em todos os ensaios, sendo observado o
mesmo comportamento até o final do cultivo com concentracio de ART entre 0,30-0,45 g L™!
(Apéndice 2).

Cipolatti et al. (2019) e Rodrigues et al. (2019) também usando micro-organismos
produtores de carotenoides com diferentes meios agroindustriais como substrato, observaram
queda de 50% na concentracdo de ART nas primeiras 24 h e 75% apos 96 h de cultivo. A
diferenca observada no tempo de consumo do substrato nesses estudos acima, esta relacionada
a capacidade do micro-organismo em assimilar agucares complexos, que compde 0s meios
agroindustriais utilizados.

Em geral, sabe-se que as leveduras sdo aplicadas em numerosos processos
fermentativos, pois possuem a capacidade de assimilar e utilizar como fonte de energia varios
tipos de substratos, sendo esse um fator importante em relagdo a outros micro-organismos. Mas

de acordo com Mata-Gomez et al. (2014), para as leveduras carotenogénicas, a fonte de carbono
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¢ uma das variaveis mais estudadas, pois influencia diretamente a producdo de carotenoides,
afetando a produgdo de acetil-CoA e consequentemente a biossintese de carotenoides, uma vez
que essa coenzima ¢ a primeira percursora da producao de carotenoides, sendo convertida em
acido mevaldnico.

Com relacao a concentracao de biomassa, todos os ensaios iniciaram com 0,13 a
0,18 g L' e ap6s 48 h houve aumento na concentragio de biomassa nos ensaios com a aplicagio
de CM, atingindo concentracdes entre 5,21 e 6,46 g L' (Fig. 6-13), diferindo significativamente
(p<0,05) do ensaio controle que alcangou 4,64 g L' (Fig. 5) (Apéndice 3). Posteriormente,
todos os ensaios tiveram o mesmo comportamento, sendo que entre 72-96 h de cultivo a maioria
dos ensaios alcangou seus valores maximos na concentragao de biomassa, variando de 6,22 a
7,23 g L' (Figura 14).

Figura 14 — Valores maximos da concentragdo de biomassa (A) e de produtividade em

biomassa (B) de cada ensaio. Entre parénteses encontra-se o tempo no qual foi obtido o valor

maximo. Média + desvio padrdo (n = 3). Letras diferentes correspondem a diferencas
significativas entre os ensaios (p<0,05) pelo teste de Tukey.
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Comparando-se os valores maximos de concentragdo de biomassa em todos os
ensaios, o melhor resultado (7,23 g L'! em 72 h) foi obtido com aplicacio de CM durante todo
o cultivo (CM 0-168). Esse mesmo ensaio foi estatisticamente igual ao ensaio CM 120-144 com
concentragio de 6,79 g L'!, diferindo estatisticamente dos demais (p<0,05). Na maioria dos
ensaios houve decréscimo na concentragdo de biomassa ao final do cultivo variando de 4,98 a
5,80 g L', com excegdio dos ensaios CM 120-144 e CM 144-168 (Fig. 11 e 12), que no final do
cultivo diferiram significativamente (p<0,05) dos outros ensaios, com concentragdes de 6,25 e
6,54 g L', respectivamente (Apéndice 3).

Alguns estudos utilizando P. rhodozyma para a producdo de carotenoides,
mostraram concentragdes de biomassa inferiores aos encontrados nesse estudo. Urnau (2018),
em cultivos com meio agroindustrial e processo em batelada alimentada (adicao de 50 mL de
fonte de carbono a cada 12 h), alcangou 4,88 g L' em 96 h de cultivo. Xiao et al. (2015),
utilizando meio de cultivo suplementado com vitaminas Bl e B6, obtiveram 7,2 g L' de
biomassa em 60 h, resultado similar ao encontrado nos ensaios controle e com aplicagdo de CM
(CM 0-168) em meio YM, sem nenhuma suplementagdo no meio.

Cipolati et al. (2015) estudaram a producdo de biomassa e de carotenoides por P.
rhodozyma em meio YM e condicdes similares ao ensaio controle deste estudo. Ao final de
cultivo (168 h) a maxima concentracdo de biomassa foi 4,42 g L', resultado inferior ao ensaio
controle desse estudo (6,37 g L' em 96 h).

A maior concentracdo de biomassa observada no ensaio CM 0-168, chegou a ser
superior em 38,8% comparado aos dados encontrados na literatura, sendo que maiores
concentragdes de biomassa sdo atrativas durante o processo, pois os principais compostos de
interesse, os carotenoides, sio compostos intracelulares.

Os CM influenciaram positivamente o crescimento celular até 96 h de cultivo. De
acordo com Goodman e Blank (1995) e Dobsinsky e Jedlicka (2017), as células respondem ao
magnetismo como um estresse ambiental, resultando na alteracdo do metabolismo celular
aumentando a producdo de biomassa. Esse comportamento também foi observado nos ensaios
com aplicacdo de CM apds 120 h de cultivo onde o efeito magnético resultou no aumento da
producdo de biomassa, alcancando concentragdes de 6,25 e 6,54 g L' diferindo
significativamente dos demais ensaios (Apéndice 3).

Sabe-se que as diferencas entre as concentragdes de biomassa nos ensaios com CM
dependem do tempo de aplicacdo do CM e o periodo de incubag@o do micro-organismo. Santos
et al. (2010) obtiveram aumento na concentragcdo de biomassa de Saccharomyces cerevisiae de

43,1 e 19,8% em relagdo ao ensaio controle quando aplicado 25 mT até 48 ou 72 h de cultivo,
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respectivamente. Canli et al. (2011) observaram aumento de 28,6% na produ¢do de biomassa
por R. glutinis em relagdo ao ensaio controle com aplicagcdo de 7 mT durante 72 h de cultivo.

Estudos com aplicagdo de CM em cultivo de microalgas também reportam o
aumento da concentracdo de biomassa. Deamici, Santos e Costa (2018) no cultivo de Spirulina
sp. LEB 18, obtiveram aumento de 16,3% na produ¢ao de biomassa sob a influéncia de 25 mT
(24hd"')em 11 d de cultivo. Ja no estudo de Bauer et al. (2017) no cultivo de Chlorella kessleri,
observaram aumento de 82,9% na concentracdo de biomassa sob a influéncia de 60 mT (1 h d*1)
em 10 d de cultivo.

No que se refere a produtividade em biomassa, de acordo com a Figura 14,
observou-se méaximos variando de 0,11 a 0,15 g L'' h! entre 24 e 48 h de cultivo. No entanto
nao foi possivel observar diferenca significativa entre os ensaios com nivel de confianca de
95%, apesar disso as produtividades foram superiores as encontradas por outros autores,
demonstrando que os CM podem aumentar as produtividades dos cultivos, dependendo do
tempo e intensidade aplicados. Urnau (2018) cultivando P. rhodozyma em meio agroindustrial,
encontrou maximo de 0,05 g L' h"' em 96 h. J4 no estudo de Cipolatti et al. (2015), utilizando
a mesma levedura em cultivos com meio YM, conseguiram 0,03 g L' h! em 168 h. Estes
resultados no permite afirmar que a aplicagdo de CM pode influenciar a produtividade em

biomassa, em resposta ao estresse ambiental causado durante os cultivos.

5.2.2 Producio de carotenoides sob a influéncia de campos magnéticos e determinacao
dos parametros cinéticos de cultivo

Cipolatti et al. (2019) estudaram a produgdo de carotenoides por Sporidiobolus
pararoseus, Pichia fermentans € Rhodotorula mucilaginosa em cultivos com meio YM e meios
agroindustriais. Diferentes comportamentos cinéticos foram observados para o mesmo micro-
organismo, principalmente no que se refere a producdo de carotenoides. Essa diferenca na
producdo estd relacionada as diferentes condi¢des de cultivo, que afetam o metabolismo do
micro-organismo.

Essa alteracdo na cinética de producdo de carotenoides também foi observada nos
ensaios utilizando diferentes periodos de aplicagdo do CM. No que se refere a producdo de
carotenoides especificos e volumétricos a aplicagdo de CM proporcionou diferentes respostas
quando comparadas ao ensaio controle (sem aplicagao de CM) (Fig. 5-13).

Expressivas concentracdes de carotenoides especificos e volumétricos foram
alcangadas nos ensaios CM 96-120 (163,76 ug g, 976,58 pg L) CM 120-144 (148,47 ng g,
903,63 ug L) e CM 144-168 (136,17 ng g € 890,55 ug L'') em 168 h de cultivo. No entanto,
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a maior concentragdo de carotenoides foi alcan¢ada quando o CM foi aplicado durante todo o
cultivo (CM 0-168), com concentragdes de 167,66 pg g e 1189,81 ug L' em 96 h de cultivo,
comparados ao ensaio controle com 156,80 ug g!' e 811,13 ug L' em 144 h de cultivo, para
carotenoides especificos e volumétricos, respectivamente. Comparando-se os maiores valores,
a aplicagdo de CM durante todo o cultivo aumentou 6,9% a concentracdo de carotenoides
especificos e 46,7% os carotenoides volumétricos. Além disso a maior concentragdo de
carotenoides foi obtida em menor tempo, 96 h de cultivo no ensaio CM 0-168 ¢ em 144 h no
ensaio controle.

De acordo com Barredo et al. (2017), a levedura P. rhodozyma nao requer luz para
o actimulo de carotenoides, sendo capaz de metabolizar muitos tipos de sacarideos em
condigdes aerdbias e anaerdbicas e se reproduz a taxas de crescimento relativamente altas, o
que acarreta um fator estressante no sistema bioldgico do micro-organismo pela auséncia de
substrato no meio. Buzzini et al. (2005) descreveram que a aplicacdo de CM age como um fator
estressante para a célula do micro-organismo. Dessa maneira a alteragdo no comportamento
cinético dos cultivos com CM pode ser justificado pelas alteragcdes no metabolismo do micro-
organismo em fung¢ao do estresse causado pelo efeito magnético.

De acordo com Frengova e Beshkova (2009), a produ¢ao de carotenoides acontece
durante a fase estacionaria, funcionando como um mecanismo de defesa celular ao estresse
causado pela baixa concentracdo da fonte de carbono no meio. Observa-se que nos ensaios
CM 96-120, CM 120-144 e CM 114-168 em que a aplicacdo do CM ocorreu apos 96 h de
cultivo, houve o estimulo da produgao de carotenoides especificos e volumétricos, diferindo
significativamente dos demais ensaios(p<0,05) em 168 h de cultivo (Apéndice 3). De acordo
com Dobsinsky e Jedlicka (2017), € possivel aumentar a producdo de compostos de interesse
por alteragdes sofridas no metabolismo celular do micro-organismo devido a auséncia da fonte
de carbono e outros fatores como a acdo de CM, o que pode justificar a producao de
carotenoides nos ensaios citados acima, como resposta ao segundo fator estressante sofrido
pelas células.

No ensaio CM 0-168, observou-se que a levedura se adaptou a condigao de estresse
causada pela exposi¢ao permanente ao CM, possivelmente causando a eletro-ativagdo de alguns
sistemas enzimaticos ou caminhos metabdlicos favorecendo positivamente a producdo de
alguns compostos intracelulares, conforme descrito por Fologea et al. (1998). Sendo assim,
esses resultados se mostraram promissores no que se refere a produgdo de carotenoides pela

levedura P. rhodozyma.
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Para analisar a diferenga na producao de carotenoides volumétricos entre os cultivos
controle e com aplicacdo de CM, ¢ possivel observar na Figura 15 que os valores maximos da
concentracao de carotenoides volumétricos e da produtividade em carotenoides variaram entre
72 e 168 h cultivo.

Figura 15 — Valores maximos da concentrac¢do de carotenoides volumétricos (A) e de
produtividade em carotenoides (B) de cada ensaio. Entre parénteses encontra-se o tempo no

qual foi obtido o valor maximo. Média + desvio padrao (n = 3). Letras diferentes
correspondem a diferencas significativas entre os ensaios (p<0,05) pelo teste de Tukey.
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Comparando-se os valores maximos da concentra¢gdo de carotenoides, com
aplicagdo de CM durante todo o cultivo (CM 0-168) foi obtido o melhor resultado,
1189,81 ug L' em 96 h. Esse mesmo ensaio foi estatisticamente igual ao ensaio CM 96-120
que alcangou concentragio de 976,57 pg L', diferindo estatisticamente dos demais (p<0,05).
Na maioria dos ensaios houve decréscimo na concentragdo de carotenoides volumétricos apos
144 h de cultivo variando de 327,89 a 453,23 pg L', com exceciio dos ensaios CM 96-120,
CM 120-144 e CM 144-168 (Fig. 10-12), que no final do cultivo diferiram significativamente
(p<0,05) dos outros ensaios com concentra¢cdes de 976,58, 903,63 e 890,55 pg L7,
respectivamente (Apéndice 3).

Alguns estudos utilizando P. rhodozyma, mostraram resultados similares de
producao de carotenoides. Urnau (2018) conseguiu, em cultivos com meio agroindustrial e
processo em batelada alimentada (adicdo de 50 mL de fonte de carbono a cada 12 h), maxima
concentragio de carotenoides de 1162,07 ug L' em 72 h de cultivo, resultado similar ao
encontrado no ensaio com aplicagdo de CM (CM 0-168) em meio YM.

Xiao et al. (2015), estudando a producao de carotenoides pela mesma levedura e
com meio de cultivo suplementado com diferentes sais e vitaminas Bl e B6, obtiveram
1740 pg L' em 60 h de cultivo, sendo essa concentracio 31,6% superior do que a encontrada
neste trabalho. Dessa maneira se faz necessario a analise econdmica de ambos 0s processos
para verificar qual seria a melhor opgao para a produgdo desses biocompostos.

Com a aplicagdao de CM ao longo de todo o cultivo conseguiu-se incrementar 20,4%
a producao de carotenoides em relagdo ao observado por Cipolati et al. (2015) que obtiveram
946 pg L' apds 168 h de cultivo, usando a mesma cepa em meio YM e condi¢des similares ao
ensaio controle deste estudo.

No que se refere a produtividade em carotenoides, na maioria dos ensaios nao houve
diferenca significativa entre os valores maximos € o ensaio controle, exceto o ensaio
CM 0- 168, no qual a produtividade (12,39 pg L' h') foi 55% maior, diferindo
significativamente dos demais ensaios (p < 0,05). A mudanga nas condi¢des de cultivo ¢ um
fator que afeta a produtividade de producao de carotenoides, isto foi observado por Rodrigues
et al. (2019), que obtiveram aumento de 55,7% na produtividade em carotenoides volumétricos
em cultivos com a levedura Rhodotorula mucilaginosa, variando de 6,2 para 14,0 ug L' h™' no
meio de cultivo com glicerol em relagdo ao meio de cultivo com melaco de cana de agucar,
respectivamente.

O célculo de eficiéncia do CM foi feito para as respostas dos cultivos com CM em

relag@o ao cultivo controle que diferiram significativamente entre si (p<0,05). Sendo assim, foi
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possivel observar o efeito magnético positivo de 20,4% na concentracdo volumétrica de
carotenoides para o ensaio CM 96-120 e o aumento de 39,7 e 42,9% na concentracdo especifica
e volumétrica, respectivamente, do ensaio CM 0-168 em relagdo ao controle. Observou-se
também com aplicagdo de CM ao longo de todo o cultivo aumento de 47,8% na produtividade
em carotenoides, sendo esse o mais eficiente em todas as respostas avaliadas em relagdo ao
ensaio controle.

Alguns trabalhos ja vém estudando a aplicagdo de CM na produgdo de pigmentos
por micro-organismos. Zhang et al. (2014a) obtiveram pigmentos amarelos e vermelhos
utilizados em alimentos por fermentacdo em estado solido com o fungo Monascus purpureus
em farelo de arroz, aplicando CM de 0,4 mT. Aumento significativo de 65,4 ¢ 59,2% dos
pigmentos amarelo e vermelho, respectivamente, foi observado no ensaio com CM em relacao
ao controle apos 192 h de cultivo. A aplicagdo de CM influenciou diretamente no sistema
bioldgico do micro-organismo aumentando a producdo destes metabdlitos secundarios.

Bauer et al. (2017) estudaram a producao de pigmentos com aplicagdo de CM em
cultivos de Chlorella kessleri. Ao aplicar 60 mT por 1 h d! houve estimulo de 38,9% e 59,1%
na concentragao de clorofila a e clorofila b, e 25% na concentragao de carotenoides totais, sendo
que a aplicagdo de CM nesse estudo foi considerada uma alternativa econdmica para estimular
a sintese de biomoléculas de alto valor agregado produzidos por microalgas. As produtividades
também foram calculadas e observaram aumento de 44% na clorofila @ e de 25% na
produtividade em carotenoides totais em relacao ao ensaio controle.

Deamici, Costa e Santos (2016) e Deamici et al. (2019a) explicaram que esse
estimulo positivo em algumas respostas dos cultivos com CM pode ser justificada pela
alteracdo nos niveis das enzimas e movimentos de elétrons e ions no interior da célula, bem
como alteragdes no crescimento celular do micro-organismo estimulando a producao de
diferentes metabolitos, que destacados através da produtividade méxima do produto de
interesse, tendem a definir as melhores condi¢gdes de processo.

A Tabela 8 apresenta os fatores de conversdo de substrato em produto (Yess),
substrato em biomassa (Yx/s) € biomassa em produto (Ypx) do ensaio controle (EC) e dos
ensaios com aplicagdo de CM. O fator de conversdo Yps para os ensaios CM 96-120,
CM 120-144 ¢ CM 144-168 diferiram significativamente dos demais ensaios (p<0,05). Em
relagio ao fator de conversio Ypx, o valor maximo de 28,57 pg g foi obtido no ensaio
CM 96-120, diferindo estatisticamente dos outros ensaios. Para o fator de conversdao Yx/s nao

houve diferenca significativa entre os ensaios (p>0,05) variando de 0,46-0,59 g g'..
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Tabela 8 - Parametros cinéticos dos cultivos de P. rhodozyma sob a influéncia de CM.

Ensaios Yris Yxrs Yrix
(nggh (ggh (nggh

EC 6,43+0,50° 0,49+0,02° 12,73+0,91¢

CM 0-24 7,44+0,27° 0,46+0,01? 15,91+0,99¢
CM 24-48 7,11+0,66° 0,48+0,07° 14,85+1,139
CM 48-72 6,78+1,44° 0,46+0,08° 15,63+0,924
CM 72-96 8,440,42° 0,510,012 17,55+1,27%
CM 96-120 15,47+1,30° 0,51+0,04 28,57+2,23?
CM 120-144 14,09+2,20° 0,56+0,02° 24,5042,55"
CM 144-168 12,60+0,96 0,590,022 21,41+1,09%
CM 0-168 8,29+0,42° 0,48+0,032 17,43+0,17%

Meédia + desvio padrio (n = 3).
Letras diferentes na mesma coluna correspondem a diferencas significativas entre os ensaios (p<0,05) pelo teste
de Tukey.

A melhor condi¢do para produzir carotenoides pela levedura Phaffia rhodozyma ¢
aplicar o CM durante todo o cultivo. Pois a levedura se adaptou ao efeito magnético causado
pelos imas, propiciando o aumento da produgdo de biomassa e carotenoides, alcangando suas
maiores concentragoes em 96 h de cultivo. Levando em consideracao que o méaximo valor de
produtividade em carotenoides também foi encontrado neste mesmo ensaio, mostra-se a
potencialidade de se definir como padrdao o emprego de CM durante o cultivo para produzir
carotenoides.

A literatura cita que a maxima produgdo de carotenoides ocorre durante a fase
estaciondria em condi¢des de estresse devido a auséncia da fonte de carbono e em 144 h de
cultivo. Sendo assim, a aplicagdo de CM durante o todo o cultivo do inoculo e para a produgao
de carotenoides estimula a produgdo desses compostos reduzindo o tempo de processo em 72 h.
Se tornando assim uma alternativa de baixo custo e de possivel interesse pela industria, por se
tratar de um composto oriundo de um micro-organismo com certificagdo GRAS e de facil

comercializagao.

5.3 AVALIACAO DOS ENSAIOS DE RUPTURA QUIMICA COM DMSO E DE PRE-
TRATAMENTOS NA BIOMASSA PARA A EXTRACAO DE CAROTENOIDES

A partir da defini¢do das melhores condigdes de cultivo com CM para a produgao
de biomassa e carotenoide, foi realizado a avaliagdo do processo de ruptura celular com DMSO

e extragdo de carotenoides, sendo os resultados apresentados na Tabela 9.
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Tabela 9 - Ensaios de extracdo de carotenoides em relagdo ao processo de ruptura celular com

DMSO.
. Carotenoides especificos Carotenoides volumétricos
Ensaio 1 -1
(ngg) (ngL)
A 108,26+5,63° 777,33+33,05¢
B 185,86+11,94% 1334,45+59,21?
C 51,18+8,96¢ 367,48+32,34¢
D 144,68+11,50° 1038,84+57,44°

Meédia + desvio padrio (n = 3).
Médias seguidas por letras minusculas diferentes na coluna diferem entre si pelo teste de Tukey (p <0,05)
avaliando a extrac@o de carotenoides em fun¢é@o da ruptura celular com DMSO.

Com relagdo ao processo de ruptura celular com DMSO, o ensaio com 2 ciclos de
ruptura celular (Ensaio D), considerado o método padrao utilizado no item 5.2 deste trabalho
para o acompanhamento cinético dos cultivos, diferiu significativamente de todos os ensaios.
Nos Ensaios A e C quantidades menores de carotenoides foram extraidas. No entanto, o melhor
resultado foi alcancado quando repetiu-se 3 vezes o processo de ruptura celular seguida de
extragio com acetona (Ensaio B), com concentracdes de 185,86+11,94 png g' e
1334,45+59,21 ug L' para os carotenoides especificos e volumétricos, respectivamente,
diferindo significativamente ao nivel de confianga de 95% dos demais ensaios.

Os resultados do Ensaio B estao diretamente ligados com a quantidade de solvente,
o numero de repetigdes utilizados no processo de extracdo e o coeficiente de particao da
extracdo dos carotenoides, que de acordo com Silva et al. (2006) e Mota et al. (2010), se trata
um parametro termodindmico que relaciona o grau de solubilidade entre solventes imisciveis
em processos de extracdo e separacdo de liquidos, onde para que seja extraido o maximo do
composto de interesse, seja realizado a repeticdo do processo de extracdo com maiores
quantidades de solvente.

Autores como Fonseca et al. (2011), Lopes (2014) e Michelon et al. (2012),
estudaram diferentes técnicas de ruptura celular (mecéanicas, quimicas e enzimadticas) em
leveduras produtoras de carotenoides intracelulares. De forma geral o processo de ruptura
quimica com DMSO se mostrou um método analitico eficiente para a extracao de carotenoides.
Dessa maneira, este estudo no processo de ruptura celular com DMSO visou a adaptacdo do
método para diminuir o tempo gasto no processo € aumentar a recuperagao dos carotenoides
produzidos. A adaptacdo na metodologia (Ensaio B) aumentou 22,2% a concentragdo de
carotenoides extraidos se comparados ao Ensaio D, até o presente momento usado como o

padrao.
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Apos definido o melhor método para o processo de ruptura celular com DMSO e
extracdo de carotenoides, foram testados diferentes pré-tratamentos na biomassa de modo a

definir o melhor protocolo para quantificacdo dos carotenoides, conforme mostra a Tabela 10.

Tabela 10 - Diferentes pré-tratamentos na biomassa para extragcdo de carotenoides pelo
processo de ruptura celular com DMSO.

Processo padrao Processo adaptado
Ensaios  Carotenoides Carotenoides Carotenoides Carotenoides
Especificos volumétricos especificos volumétricos
(pg g (pg LY (pg g (pg L)

1 100,54+11,33%A  737,95£57,91%4  119,32+13,33%4  875,844+59,9254
2 85,71ﬂ:5,65°’B 629,1133,87°’B 100,48ﬂ:6,29b’A 737,52ﬂ:37,74b’A
3 117,02+13,09°B  858,91+23,95*8  220,76+26,08** 1620,38+69,34>4
4 148,34ﬂ:18,53b’B 1088,81ﬂ:69,10b’B 196,49i29,13a’A 1442,22i71,9Za’A
5 199,24+14,568  1462,45+67,30%8  231,09+15,43%* 1696,18+89,60%*
Meédia + desvio padrio (n = 3).
Me¢dias seguidas por letras minusculas diferentes na coluna diferem entre si pelo teste de Tukey (p <0,05)
avaliando a extrac@o de carotenoides com diferentes pré-tratamentos na biomassa. Médias seguidas por letras

maiusculas diferentes na linha diferem entre si pelo teste t (p<0,05) comparando o método de extragdo padrao
com o método adaptado.

Liofilizando a biomassa (Ensaio 5) antes da extracao consegue-se obter as maiores
concentracdes de carotenoides especificos e volumétricos em ambos os processos de extragao.
Sendo que no processo padrao para a extracao de carotenoides, o Ensaio 5 apresentou diferenca
significativa (p<0,05) dos demais ensaios. J& para o processo de extracdo adaptada, utilizando
a biomassa que foi seca (24 h)/ congelada (24 h), seca (48 h)/congelada (48 h) ou liofilizada os
resultados de extragdo ndo diferiram significativamente entre si (p>0,05).

Observa-se também que o processo de extracdo adaptada foi mais eficiente, sendo
que as concentragdes de carotenoides extraidas foram 47, 24,5 e 13,8% maiores que com o
processo de extracdo padrdo para os Ensaios 3, 4 e 5, respectivamente. Desta forma a melhor
opc¢ao de pré-tratamento da biomassa € secar a biomassa durante 24 h e posteriores manté-la
congelada por 24 h, pois reduz o tempo de processo com maior recupera¢ao dos carotenoides
intracelulares.

A literatura consultada mostra que autores utilizando a levedura P. rhodozyma,
realizaram o estudo do pré-tratamento da biomassa para melhor o processo de extragao de
carotenoides. Fonseca et al. (2011), alcangaram as melhores concentracdes de carotenoides
(164,5 ng g!') com a biomassa seca (48 h)/congelada (48 h). O mesmo foi observado por
Cipolatti et al. (2015) que conseguiram 215 pg g' ao submeter a biomassa nas mesmas

condig¢des. Sendo assim, a metodologia no pré-tratamento da biomassa descrito por Fonseca et
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al. (2011) vem sendo comumente utilizada para o desenvolvimento de estudos de extracdo de
carotenoides com a levedura P. rhodozyma.

Na Tabela 11 tem-se a comparacao dos tempos de processo utilizados para a
obtengdo de extratos carotenogénicos do processo padrao e do processo adaptado.

Tabela 11 — Tempo gasto no processo para obtengdo dos extratos carotenogénicos com
concentragOes maximas de carotenoides.

Reativacio do Pré- . . Pré-tratamento Total do
. . , Inoculo Cultivo .
Micro-organismo Indculo (h) (h) na biomassa processo
(h) (h) (h) (h)
Processo 48 48 48 144 96 384
Padrao
Processo
Adaptado 48 48 24 96 48 264

De acordo com a literatura consultada os extratos carotenogénicos sao obtidos apos
384 h de processo (desde a reativagao do micro-organismo até o final do processo de extragao).
Ao final deste trabalho, observa-se como promissora a adaptacdo no método, conforme os
resultados obtidos em cada etapa do estudo (aplicagdo de CM no indculo e no cultivo, estudos
de extragdo e pré-tratamentos na biomassa), reduzindo o tempo de processo para a obten¢do
dos extratos carotenogénicos para 264 h. Até o presente momento, ndo encontrou-se na
literatura consultada, estudos com a aplicacdo de CM relacionando o cultivo e a extragdo de

carotenoides produzido por esta levedura GRAS.



66



67

6. CONCLUSAO

Em relacao ao ensaio de aplicagdo de CM no cultivo do inéculo, apds 24 h ambos
os cultivos alcangaram a concentrag¢io celular minima para iniciar o cultivo (1x10® cél mL™),
sendo que no ensaio com CM observou-se aumento de 12,8% no crescimento celular.

O efeito magnético no cultivo de Phaffia rhodozyma NRRL Y-17268 foi mais
eficaz na producdo de carotenoides quando aplicado durante todo tempo o cultivo, pois as
maiores concentragdes de biomassa (7,23 g L) e carotenoides volumétricos (1189,81 pug L)
foram obtidas entre 72 € 96 h de cultivo. A aplicagdo do campo magnético aumentou a produgao
de carotenoides em 42,9% e a produtividade em carotenoides em 47,8%.

No que se refere aos ensaios de extragdo ¢ necessaria a adaptacdo dos métodos de
ruptura celular e extragdao de carotenoides atualmente utilizados, bem como redefinir os pré-
tratamentos em que a biomassa ¢ submetida. Dessa maneira, com o método adaptado e
utilizando o pré-tratamento na biomassa seca (24 h)/congelada (24 h), alcangou-se
1620,38 pg L' sendo 47% mais eficiente do que a metodologia padrio de extragio.

Com os resultados alcancados, concluiu-se de forma promissora o desenvolvimento
deste trabalho, tendo como alternativa vidvel a producdo de carotenoides microbianos com a
aplicacdo de campos magnéticos e redu¢ao do tempo de processo para a obtencdo desses

biocompostos.
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7. SUGESTAO PARA TRABALHOS FUTUROS

e Avaliar através de um planejamento experimental a maximizacdo da producdo de
carotenoides pela levedura Phaffia rhodozyma sob influéncia de diferentes intensidades de
campos magnéticos em meio YM;

e Utilizar de coprodutos agroindustriais como fonte alternativa de carbono para avaliar a
producdo de carotenoides por P. rhodozyma sob a agdo de campos magnéticos;

e Avaliar a maximizacdo da produgdo de carotenoides por meio de planejamento
experimental levando em consideracdo a aplicagdo de LEDs e campos magnéticos em
cultivos com P. rhodozyma.

e Estudar métodos de extracdo verdes para a recuperacdo e aplicagdo de carotenoides

microbianos em produtos alimenticios e/ou farmacéuticos.
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APENDICE 1

Neste apéndice sdo apresentadas as curvas padrdoes de biomassa e de glicose,
utilizadas para a determinacdao da concentragdo de biomassa (item 4.3.1) e determinacao de

agucares redutores totais (item 4.3.4).

Curva padrao de biomassa para a levedura Phaffia rhodozyma.
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quantitativa dos ensaios controle e com os diferentes tempos de aplicacdo de CM, descritos no
item 4.3. Sdo mostrados os resultados obtidos para os valores de pH, concentracdo de biomassa

(g L), concentracio de acucares redutores totais (ART), concentracdo de carotenoides

APENDICE 2

Neste apéndice sdao apresentados os acompanhamentos cinéticos de forma

especificos (ug g'!) e concentragiio de carotenoides volumétricos (ug L™).

Ensaio controle (sem aplicacio de CM)

. . Carotenoides Carotenoides
Tempo Biomassa Glicose , f e
(h) pH (g L) (g L) Especﬁ_"lcos Volumet_rlcos
(nggh (ng L)
0 5,77+0,02 0,15+0,01 10,54+0,42 - -
24 4,88+0,04 2,89+0,10 7,21+0,25 3,51+0,25 9,61+0,29
48 5,70+0,57 4,64+0,51 1,50+0,10 56,31+4,46 268,15+53,14
72 6,66+0,09 7,10+0,44 0,79+0,04 64,02+3,73 455,34+36,09
96 7,42+0,03 6,37+0,04 0,58+0,05 120,02+6,62 767,29+38,74
120  7,49+0,10 5,53+0,03 0,56+0,03 137,52+7,28 761,08+41,01
144 7,74+0,06 5,18+0,30 0,52+0,07 156,80+16,41 811,13+29,86
168  §,10+0,03 5,07+0,06 0,45+0,02 62,67+4,59 327,89+20,22
Ensaio CM 0-24 (CM aplicado de 0-24 h)
. . Carotenoide Carotenoides
Tempo Biomassa Glicose . Lo
(h) pH @L" (g L) Espec1i_"1c0s Volumet_rlcos
(nggh) (ng L
0 5,50+0,10 0,21+0,02 11,58+0,39 - -
24 4,55+0,11 3,39+0,39  6,27+0,58 22,96+1,39 78,70+3,33
48 6,24+0,18 5,21+£0,05 1,99+0,26 56,61+5,93 306,30+5,01
72 6,61£0,06 5,29+0,04 0,60+0,14 74,28+10,87 390,92+68,13
96 6,71+0,04 6,32+0,31 0,46+0,05 83,99+7,34 558,65+71,14
120 6,96+0,06 597+0,46 0,40+0,10 110,79+13,60 623,50+63,66
144 7,04+0,26 591+0,21  0,38+0,04 107,24+26,05 683,01+36,54
168 7,33+0,46 5,39+0,37  0,34+0,03 82,46+1,42 451,08+40,60
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Ensaio CM 24-48 (CM aplicado de 24-48 h)

. . Carotenoides Carotenoides
Tempo Biomassa Glicose . Lo
(h) pH @L" @L" Espec1i_"1c0s Volumet_rlcos
(nggh (gL
0 5,54+0,05 0,20+0,02 11,52+0,22 - -
24 4,44+0,15 3,14+0,18  8,25+0,91 14,68+1,49 45,33+5,74
48 5,63+0,34 5,73+0,51 2,41+0,24 66,03+4,41 380,41+£51,40
72 6,72+0,02 6,07+0,37  0,46+0,24 106,63+3,17 648,10+57,59
96 6,93£0,10 6,22+0,24  0,41£0,31 117,48+17,62 650,84+82,93
120 7,17£0,25 6,05+0,25 0,37+0,12 134,30+4,22 835,69+33,56
144 7,27+0,33 5,74+0,38  0,32+0,10 83,52+1,97 473,77+48,50
168 7,58+0,31 5,49+0,37  0,30+0,05 78,57+4,01 433,99+31,58
Ensaio CM 48-72 (CM aplicado de 48-72 h)
. . Carotenoides Carotenoides
Tempo Biomassa Glicose , o
(h) pH (@ L) (@ L) Especli_"lcos Volumet_rlcos
(nggh) (ng L)
0 6,04+0,03 0,13+0,0 10,12+0,56 - -
24 4,78+0,10 3,20+0,20  6,99+0,29 28,56+1,57 82,54+7,29
48 6,18+0,18 5,99+0,07 0,65+0,12 78,19+3,38 361,81+£26,39
72 6,56+0,05 6,62+0,29  0,55+0,06 80,50+2,96 571,95+43,38
96 6,87+0,02 5,93+0,37  0,47+0,03 86,72+4,49 552,65+22,18
120 7,33+0,08 5,43+0,20  0,43+0,04 100,36+6,99 552,10+£26,97
144 7,39+0,11 5,37+0,03  0,40+0,03 74,16+5,54 385,95+16,90
168 7,84+0,12 4,98+0,33  0,39+0,19 75,82+3,96 385,07+£26,90
Ensaio CM 72-96 (CM aplicado de 72-96 h)
. . Carotenoides Carotenoides
Tempo Biomassa Glicose , r e
(h) pH @L" @L" Espec1i_"1c0s Volumet_rlcos
(nggh (gL
0 6,12+0,07 0,10+0,01 10,79+0,63 - -
24 4,81+0,20 3,48+0,18 6,56+0,31 34,67+6,50 126,04+23,11
48 6,30+0,03 6,05+0,27  0,56+0,12 80,01+3,14 484,97+17,48
72 6,70+0,15 6,37+0,17  0,54+0,02 89,74+6,87 650,52+33,54
96 6,79+0,02 6,79+0,10  0,52+0,07 95,20+5,54 631,05+80,04
120 7,26+0,03 5,52+0,12  0,46+0,01 124,55+9,66 718,61+50,57
144 7,67+0,04 5,26+0,39  0,41+0,03 81,28+9,47 465,39+69,38
168 7,69+0,03 5,16£0,40 0,30+0,04 88,82+3,60 453,23+42,89
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Ensaio CM 96-120 (CM aplicado de 96-120 h)

. . Carotenoides Carotenoides
Tempo Biomassa Glicose , .
(h) pH (@ L) @ LY Especli_"lcos Volumet_rlcos
(nggh) (ng L)
0 5,77£0,04 0,18+0,01 11,30+0,19 - -
24 4,65+0,02 2,64+0,18  6,62+0,14 15,54+1,23 41,21+5,68
48 6,49+0,10 6,28+0,44  1,37+0,03 31,85+1,31 200,41+9,07
72 6,63+0,05 5,57+0,37  0,52+0,15 69,65+17,17 416,20+133,74
96 6,93+0,10 6,23+0,66  0,47+0,32 93,20+2,68 590,74+43,78
120 7,32+0,03 6,00+0,37  0,39+0,03 54,29+7,63 341,08+27,39
144 7,10£0,33 5,90+0,28  0,39+0,30 139,05+7,94 822,16+77,64
168 7,04+0,05 5,80+0,53  0,37+0,03 163,76+26,86 976,58+49,88
Ensaio CM 120-144 (CM aplicado de 120-144 h)
. . Carotenoides Carotenoides
Tempo Biomassa Glicose , r o
(h) pH @L" (g L) Espec1i_"1c0s Volumet_rlcos
(nggh (gL
0 5,82+0,03 0,19+0,1  11,10+0,31 - -
24 4,66+0,10 2,87+0,25  7,02+0,25 15,89+0,48 50,20 £11,05
48 6,42+0,01 6,11+0,32  1,12+0,12 37,34+1,45 228,43+16,88
72 6,63+0,03 6,75+0,29  0,56+0,03 71,87+5,95 460,67+45,38
96 6,76+0,01 6,48+0,05 0,43+0,08 99,26+1,18 643,82+8,83
120 7,29+0,02 6,12+0,24  0,41+0,04 76,85+8,18 477,04+60,17
144 7,06£0,32 5,92+0,63  0,38+0,02 90,13+3,97 474,06+39,05
168 7,01+0,02 6,25+0,16  0,39+0,02 148,47+36,20 903,63+74,65
Ensaio CM 144-168 (CM aplicado de 144-168 h)
. . Carotenoides Carotenoides
Tempo Biomassa Glicose . Lo
(h) pH @L" (g L) Espec1i_"1c0s Volumet_rlcos
(nggh) (ng L
0 5,84+0,02 0,18+0,02 11,21+0,38 - -
24 4,65+0,08 2,94+0,13  7,14+0,11 13,49+4.,40 34,21+6,42
48 6,47+0,18 6,46+0,09 1,27+0,15 37,18+3,26 240,29+19,39
72 6,76+0,12 6,37+0,33  0,52+0,05 67,49+4,06 424,70+31,65
96 6,88+0,02 6,09+0,12  0,44+0,02 93,62 +5,53 570,81+£34,61
120 7,34+0,02 5,76+0,37  0,42+0,01 74,39+4,41 435,36+20,63
144 7,07+£0,03 6,26+0,24  0,39+0,01 95,31+19,47 867,93+37,72
168 6,98+0,02 6,544+0,38  0,40+0,02 136,17+10,90 890,55+61,44
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Ensaio CM 0-168 (CM aplicado de 0-168 h)

. . Carotenoides Carotenoides
Tempo Biomassa Glicose , ‘o
(h) pH @L" (g L) Especﬁ_"lcos Volumet_rlcos
(nggh (ng L)
0 5,76+0,02 0,15+0,00 10,91+0,15 - -
24 4,77+0,02 3,65+0,14  8,73+0,19 9,78+0,82 38,09+2,06
48 6,90+0,05 6,06+£0,04 1,54+0,15 82,54+1,81 500,45+13,37
72 6,99+0,05 7,23+0,33  0,66+0,02 102,97+2,79 745,01+£15,15
96 7,43+0,06 6,63+0,06 0,47+0,03 167,66+22,21 1189,81+26,18
120 7,67+0,10 5,77+0,04  0,44+0,02 159,81+18,31 946,63+9,11
144 7,77£0,11 5,70+0,34  0,41+0,01 153,35+12,36 871,30+27,70
168 8,12+0,02 5,15+0,31  0,39+0,01 87,15+4,96 450,11+25,45




APENDICE 3

87

Neste apéndice sdo apresentados os resultados para a concentragdo de biomassa (g L), concentracdo de carotenoides especificos

(ug g ') e concentragdes de carotenoides volumétricos (ug L!) comparando estatisticamente ao nivel de confianca de 95 % em funcdo do tempo

de cultivo, os ensaios controle e com diferentes tempos de aplicagao de CM.

Concentracio de biomassa (g L)

Tempo Controle CM CM CM CM CM CM CM CM

(h) 0-24 24-48 48-72 72-96 96-120 120-144 144-168 0-168
0 0,15+0,01¢ 0,2140,022 0,20+0,022 0,13+0,0% 0,10+0,01¢ 0,18+0,01°¢  0,19+0,10®  0,18+0,02%*  0,1540,00
24 2,8940,10%  3,39+0,39%  3,14+0,18°¢  3.20+0,20%¢ 3 48+0,18 2,64+0,18° 2,87+0,25%  2,9440,13%% 3 65+0,14°
48 4,64+0,51¢ 5,21£0,05%  5,73+0,51*®  5,99+0,07%®  6,05+0,27% 6,28+0,442 6,11+0,32 6,46+0,09 6,06+0,04%
72 7,100,442 5,53+0,04° 6,07+£0,37°®  6,62+0,29®°  6,37+0,17% 5,57+0,96° 6,75£0,29®  6,37+0,33% 7,23+0,332
926 6,37+0,04°®  6,32+0,31%°  6,22+0,24% 5,93+0,37° 6,79+0,10? 6,2340,66®°  6,4840,05®  6,09+0,12**  6,63+0,06*
120 5,53+0,182 5,97+0,46° 6,05+0,25% 5,4340,20° 5,5240,12° 6,000,372 6,12+0,24° 5,76+0,37° 5,77+0,042
144 5,18+0,30P 5,91£0,21%  5,74+0,38%®  5,37+0,03®  526+0,39%°  590+0,28%%  5,92+0,63% 6,26+0,242 5,70+0,34%
168 5,07+0,06° 5,39+0,37%  5,49+0,37% 4,98+0,33¢ 5,16+£0,40%  5,80+0,53 6,25+0,16* 6,54+0,38? 5,15+0,31°
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Concentragio de carotenoides especificos (ug g™)

Tempo Controle CM CM CM CM CM CM CM CM
(h) 0-24 24-48 48-72 72-96 96-120 120-144 144-168 0-168
24 3,51+0,25¢ 22,96+1,39% 14,68+1,49¢¢  28,56+1,57%  34,67+6,50°  15,54+1,23% 15,89+0,48°¢ 13,49+4,40% 9,780,824
48 56,314+4,46° 56,61+5,93b¢ 66,03+4,41° 78,19+3,38*  80,01+3,14° 31,85+1,31¢ 37,3441,45¢ 37,18+3,26¢ 82,54+1,812
72 64,0243,73¢  74,28+10,87*  106,63+3,17°  80,50+2,96>  89,74+6,87%  69,65+17,17% 71,87+5,95b% 67,49+4,06 102,97+2,79
96 120,02+6,62° 83,99+7,34°  117,48+17,62°  86,72+4,49°  952045,54%  93,20+2,68% 99,26+1,18° 93,62 45,53  167,66+22,212
120 137,5247,28>  110,79+13,60°  134,30+£4,22°  100,36+6,99°¢  124,55+9,66*  54,29+7,63¢ 76,85+8,18% 74,39+4.41c  163,96+11,142
144 156,80+16,418  107,24+426,05>  83,52+1,97¢ 74,16£5,54¢  81,28+9.47¢  139,05+7,942 90,1343,97 95,31£19,47¢¢  153,35+12,36°
168 62,67+4,59¢ 82,46+1,42b 78,57+4,01%c  7582+396"  88,82+3,60°  163,76+26,86°  148,47+36,20°  136,17+10,90°  87,15+4,96
Concentragio de carotenoides volumétricos (ug L)
Tempo Controle CM CM CM CM CM CM CM CM
(h) 0-24 24-48 48-72 72-96 96-120 120-144 144-168 0-168
24 9,61+0,29¢ 78,7043,33b¢ 45,33+5,744 82,547,290 126,04+23,112 41,2145,68¢ 50,20 £11,05%¢  34,21+6,42% 38,0942,06¢
48 268,15+53,14%  306,30+5,01¢¢  380,41+51,40°  361,81+26,39%  484,97+17,48*  200,41£9,07°  228,43+16,88°  240,29+19,39%  500,45+13,37°
72 45534+36,09°  390,92+68,13°  648,10£57,59®  571,95+43.38%c  650,52+33,54®  416,20+133,74°  460,67+45,38>  42470+31,65¢  745,01+15,15°
96 767,29+38,74°  558,65+71,14°  650,84+82,93%  552,65+22,18°  631,05+£80,04*°  590,74+43,78°  643,82+883>  570,81£34,61°  1189,81+26,18"
120 761,08+41,01*  623,50+63,66°0  835,69+33,56"  552,10+26,97%  718,61£50,57%  341,08+27,39°  477,04+60,17%  43536+20,63°  946,63+9,11°
144 811,13+29,86®  683,01+36,54>  473,77+48,50°  385,95+16,90°  46539+69,38°  822,16+77,64®  474,06+39,05°  967,93+37,72*  871,30+27,70°
168 451,08+40,60°  433,99+31,58%  385,07+26,90°  45323+42,89"  976,58+49,88"  903,63+74,65°  890,55+61,44°  450,11+25,45

327,89+20,22¢




