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Sumario: Pigmentos carotenoides sdo largamente distribuidosatureza, podendo ser
encontrados em vegetais, animais, e micro-orgarsigaie como as leveduras do género
Rhodotorulaque apresentam elevada producdo destes comp@stigetivo da pesquisa
foi avaliar a producdo de pigmentos carotendidesRimdotorulaspp. em fermentacdo
submersa, utilizando como fonte de carbono o resdlicerina residual) da producédo de
biodiesel. As leveduras utilizadas foralR:aurantiacadJRM6687 eR. minutaURMG6693.

A selecdo das leveduras foi realizada determinaed@ crescimento em meio de
fermentacdo a base de glicerina residual (30 a d.08) como substrato (Unico ou
adicionado de glicose) e duas diferentes fontestdegénio (uréia e sulfato de amonio). A
extracdo dos carotenoides foi realizada com osestdg DMSO (Dimetil Sulféxido),
acetona e éter de petroleo. Os carotendides totaram determinados por
espectrofotometria e [@-caroteno por HPLC/CLAE. O fornecimento de glicarmesidual
como fonte de carbono e de sulfato de amonio camntefde nitrogénio favoreceu o
crescimento das leveduras. As leveduras produzieantenodides em quantidade variaveis,
sendo que R. minutaURM6693 produzig-caroteno determinado pelo HPLC. Conclui-se
gue a glicerina residual pode ser utilizada comaefade carbono para a producdo de
carotendides, entre elegaaroteno.

Palavras—chave-caroteno; extracdo; leveduras; processos fernmergat

INTRODUCAO
Os carotenoides sdo pigmentos naturais vastamewnteados em diversas espécies
vegetais e em alguns micro-organismos. Sao cleadds em dois grupos: carotenos e
xantofilas. Os carotenos sdo os carotendides hadvonetos, que sao formados apenas por
atomos de carbono e hidrogénfiecaroteno e licopeno, sdo exemplos dos carotens ma
comuns. J4 as xantofilas, sdo os derivados oxigsndds carotenos e podem conter
grupos funcionais de hidroxila, carbonila, metoxdarboxila e ep6xi. Como exemplos de
xantofilas temos a zeaxantina, a cantaxantina, parilegantina, a torularodina e a
violaxantina (TRESt al,2007; RIVERA & CANELA-GARAYOA, 2012). CB-caroteno
€ um potente antioxidante com acéo protetora coloieacas cardiovasculares. A oxidacao
do LDL-colesterol é fator crucial para o desenvolmnto da aterosclerose ondeB-o
caroteno atua inibindo o processo de oxidacao miproteina. Estudos apontam que a
luteina e a zeaxantina, que sao amplamente endastrem vegetais verde-escuros,
parecem exercer uma acao protetora contra degéoemnzgcular e catarata (AMBROSIO,
et al 2006). OpB-caroteno € um pigmento de coloracdo amarelo-aleane, € um
precursor da vitamina A e € tido como principaltéonlesta vitamina, por apresentar
atividade antioxidante e pré-vitamina A (AMANCIO SILVA, 2012). E um interessante
corante alimentar natural devido ao valor nutrialaque associa aos produtos, (P&l
2012). Favorece a bioacessibilidade ao ferro eirm@mzpodendo ser extraido de fontes
vegetais assim como através da fermentacdo mic@b{&AUTAM et al, 2010;
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RIBEIRO, et al. 2011). E encontrado em diversas espécies vegetaisespecial, em
vegetais amarelo-alaranjados e folhosos. Dentreia®-organismos produtores de caro-
tenoides, temos as espécies pertencentes aos géRieodotorula, Rhodosporidium,
Sporobolomyceg Phaffia E crescente o uso de processos fermentativos vistas a
producéo de carotendides naturais. Contudo, p@up@sn natureza intracelular, os custos
de producdo aparecem como fator significante. (AK&UWEREN, 2007). O crescente
interesse por biocombustiveis como o biodieseldermdo um aumento na quantidade de
subprodutos, como a glicerina loira (ou bruta), gpeesenta cerca de 80% de glicerol na
sua composicdo. Com isso uma crescente dispowritddiddo mesmo € esperada.
(TABOSA, 2009; MOTA & PESTANA, 2011). O uso do gol como fonte de carbono
para a sintese de moléculas de alto valor agregaatosido mais uma das aplica¢des que
tende a se desenvolver (TABOSA, 2009). Dai vem poitdncia do uso deste residuo
industrial como uma alternativa de baixo custo @ossibilitara uma relacdo custo-
beneficio favoravel no que se refere a bioprodagicarotenoides.

MATERIAIS E METODOS
A Glicerina residual foi produzida e cedida pelaindsExperimental de Biodiesel —
Biofabrica Governador Miguel Arraes. A producéocdeotendides foi realizada a partir da
biomassa de leveduras do génRrmdotorulaisolados de frutos, pertencentes a colecéo de
culturas da Micoteca URM-UFPE, do Departamento dsoldgia, do Centro de Ciéncias
Bioldgicas da UFPE. As culturas foram mantidas ebos inclinados com meio Agar
Sabouraud. Apos a inoculacado, o crescimento ocemeestufa a 30°C por 3 a 5 dias. As
culturas foram conservadas no refrigerador a 4f€pieadas mensalmente. Os parametros
analisados foram: glicerol residual (puro ou adiamo de glicose) numa faixa de 30 a
100g/L, fontes de nitrogénio (uréia e sulfato déaim), visando a otimizacdo da producgéo
de carotendides, em especiab-caroteno. Para obtencdo do indculo, as levedorasnf
cultivadas em Erlenmeyer de 250mL contendo 100mCalelo Sabouraud, sob agitacédo
de 150 rpm em shaker, a 30°C, por 24 horas. Apésescimento, 10mL do inoculo
(concentracgao inicial de 10%) foi transferido p@®@anL do meio de cultivo. Para estimar o
numero de células presentes no indculo, uma aldgqi®tlmL do inoculo foi submetida a
diluicdo de 10 a 10° em tubos com 9mL de &gua estéril. As diluicbearfoplaqueadas
em Agar Sabouraud através da técnica pour-platés Aph, foi feita a contagem das UFC
em cada placa, com numero de coldnias variande 86ta 300, determinando o nimero
de células. As fermentacdes foram realizadas esnfaiges. Na primeira fase em meios
constituidos por glicose, ou glicerina P. A., oieayina residual ou ainda pela associacdo
glicerina bruta e glicose (1:1), como fonte de oadbnuma concentragao de 30g/L (3%) e
ajuste de pH.Na segunda etapa, foram analisadosessimentos obtidos em meios
constituidos pela fonte de carbono nas concentsad®e30, 50 e 100g/L (3, 5 e 10%). A
relacdo C/N (carbono/nitrogénio) foi avaliada nadea etapa, cujas fontes de nitrogénio
testadas foram uréia e sulfato de amonio, nas otmagdes de 2,27g/L e 5g/L,
respectivamente, perfazendo um total de 1,06g da& dbncentracédo de carbono, foi de
1,969 de C, sendo a relagédo C/N igual a 1,85. Gssnieram esterilizados em autoclave a
121°C por 15 min. Amostras foram retiradas a ca?lad 24 horas para avaliacdo da
biomassa.Para extracdo de carotenoides o contelidadd Erlenmeyer foi centrifugado a
3000xg por 5 minutos, tendo sido o “pellet” ressuspeodedn 5 mL de agua destilada
estéril, agitado em vortex e centrifugado a 3@Por 5 min. Um volume de 10 mL do
sobrenadante foi reservado a -20°C. Ao “pellet”ddicionado 1mL de DMSO (Dimetil
Sulfoxido) sendo agitados em voértex por 1 min, hgemeizando-os. A mistura foi
incubada em banho-maria a 55°C por 1 hora e cegadfa a 3006y por 5 min. O
sobrenadante foi reservado em tubo e mantido aC-28epetindo-se as trés etapas
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anteriores. Adicionou-se 1 mL de acetona P. A. eltefp extraiu-se 0s pigmentos por
agitacao vortex durante 1 min e centrifugou-se stura a 3008g por 5 min, juntando a
fracdo de acetona do sobrenadante a fracdo de DEI8f3ervada. Repetiu-se esta etapa
até extracdo exaustiva. Aos extratos obtidos (DMSAretona) foram adicionados 2 mL
de éter de petroleo (35-60°C) e 0,5 mL de solugioada de NaCl a 5°C, e agitados em
vortex por 15 seg. A mistura foi centrifugada &@@ por 10 min a 5°C. Coletou-se a
fase de éter de petrdleo, com os pigmentos, a fguain adicionados 5 mL de agua
destilada estéril a 5°C, misturados em vortex @osey e centrifugados a 36@0por 10
min, coletando o sobrenadante. O éter de petréiesvhporado sob fluxo continuo de, N
concentrando os pigmentos, conforme Moliné et aD12). A quantificacdo dos
carotenoides totais foi realizada em espectrofot@ne a identificacdo dp-caroteno em
CLAE/HPLC. A biomassa foi avaliada mediante turimdiria a uma absorbancia de 570
nm. Posteriormente foi quantificada mediante grawia, segundo Orozaet al. (2003).

Para determinacdo da concentracdo de biomassa &adende massal/volume, foi
utilizado o método de determinacdo de massa sedaorAassa Umida foi submetida a
secagem em estufa, a 100°C até completa secagentubO@s foram pesados como
proposto por Molinéet al. (2012). O pH foi analisado utilizando-se Fitasidadoras de
pH (MERCK). Os carotendides totais foram quantificados em dsgetdmetro
Biospectro — Modelo SP-22, sob um comprimento diaate 485nm sendo quantificado
como B-caroteno. Op-caroteno todo trans (purezzB7% - SIGMA-ALDRICH) foi
utilizado como padrdo para a construgdo da curvaatlbracdo de-caroteno. Todo o
experimento foi realizado sob condicdes de baixairosidade. Op-caroteno foi
determinado por meio de andlise cromatografica @amatografia Liquida de Alta
Eficiéncia (CLAE/HPLC). Para quantificar pcaroteno foram utilizadas duas curvas de
calibragdo para um melhor ajuste. Uma ajustadaqmareentracdes dentro de uma faixa de
0,003815 a 0,6 mg/L, e outra numa faixa de 0,6lan®y/L. O glicerol foi determinado
através de analise cromatografica por Cromatogréfiguida de Alta Eficiéncia
(CLAE/HPLC). Para quantificar o glicerol, foi ughda uma curva de calibracdo. Os
resultados obtidos nos testes de fermentacdo fareisados através do teste de andlise
de variancia (ANOVA), com nivel de significancia 8%, e do teste estatistico de Tukey-
Kramer, através do programa GradPad Instat.

RESULTADOS E DISCUSSAO

As leveduras apresentaram uma tendéncia de compmoita similar aquele dado em
meios com fontes de carbono tradicionais, comacasg e a glicerina P. A. Ratledge &
Cohen (2008) explicam que micro-organismos oleagisocomo leveduras e algas
precisam ser cultivados em condi¢coes limitadas uleiemtes e excesso de carbono,
favorecendo a sintese de lipidios, uma vez qude reeso, o0 carbono é usado para a
acumulacao de lipidios e carotenodides em vez deepsos de proliferacdo de biomassa.
Isto explica a baixa producdo de biomassa, em tewhecabsorbancia, apresentada pelas
linhagens estudadas. Para Braunwald e colabora@@®4s8), a principal restricdo para
aplicacdo em escala comercial desses processos nuom-organismos oleaginosos
convencionais € o alto custo, sendo fundamentaitder utilizando fontes de carbono
organico de baixo custo.R. minutaURM6693 foi selecionada, devido a sua capacidade
de producéo de biomassa em meio a base de glicesitaal. O meio de cultivo formado
por 50g/L de glicerina residual e uma relacédo aaolotrogénio (C/N) de 1,07 foi o mais
adequado para a producdo de biomassa, carotentditdés e -caroteno. Foi a que
demonstrou maior poder de adaptacdo, apresentanaooa taxa de velocidade maxima
especifica de crescimentorfiax = 0,0109H), os melhores rendimentos do produto sobre
a biomassa (¥x = 14,27mg/g) e sobre o substratep£¥ 16,40mg/g) e a maior producao
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volumétrica de pB-caroteno (1,021mg/L), sendo assim a mais eficiedterelacéo
carbono/nitrogénio (C/N) foi bem-sucedida quandassociacdo da glicerina bruta a 5%
com o sulfato de amoénio a 5%. A relagdo C/N do naeiccrescimento desempenha um
papel crucial, seja na rota metabdlica dos lipidwslos carotenéides (BRAUNDWALD,
2013). Para Saenge et al. (2011), a relacado C/ésapta uma correlagéo positiva entre e
producao de carotendides.

CONCLUSOES
A R. minutaproduziu uma biomassa menor, porém a quantidad@-acioteno foi
significativa, em relacao R. aurantiaca O fornecimento de glicerina residual como fonte
de carbono e de sulfato de amdnio como fonte degé&hio favoreceu o crescimento das
leveduras. Estes resultados demonstram que é epbsaivutilizacdo de residuos
agroindustriais para a producdo pkearoteno, desencadeando inumeras possibilidades
para obtencdo de novos produtos, gerando aindzagpés inovadoras de ampla gama de
setores da industria e do mercado de alimentos.
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