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RESUMO

O interesse na producdo de astaxantina por fontes naturais vem aumentando
significativamente nos Ultimos anos, devido a possibilidade de atuar como corante e
sua capacidade antioxidante bioldgica potente. E o carotendide principal encontrado
na levedura Phaffia rhodozyma, sendo esse microrganismo adequado para o uso
como fonte do pigmento industrial em razdo de seu metabolismo heterotréfico, padrao
de crescimento relativamente rapido, qualidade nutricional e seguro como aditivo
alimentar. A presente dissertagdo teve como objetivo principal realizar cultivos
utilizando a levedura Phaffia rhodozyma, estudando diferentes meios de cultura,
empregando a agua de parboilizacdo do arroz como substrato. Inicialmente
selecionou-se dentre 3 cepas de P. rhodozyma: NRRL Y-17268, NRRL Y-10921 e
NRRL Y-10922, a mais promissora quanto a produgao de astaxantina, utilizando
glicose e sacarose como fonte de carbono. Os cultivos foram realizados em frascos
agitados a 25°C, 150rpm, por um periodo de 168h. Através do acompanhamento da
bioprodugéo de astaxantina, a levedura P. rhodozyma NRRL Y-17268 foi selecionada,
pois se destacou como boa produtora do carotenéide, alcancando 7,0g.L" de
biomassa, 350,2ug.g’ de producdo de astaxantina especifica e 2,4ug.mL"' de
astaxantina volumétrica, utilizando sacarose. Utilizou-se a metodologia de
planejamento experimenta e analise de superficie de resposta para verificar os efeitos
das variaveis em estudo e as condicdes que levaram a melhor bioprodugdo da
astaxantina. Um planejamento experimental fracionario 2,°% foi realizado para
determinar as variaveis que mais influenciavam na producdo da astaxantina. As
variaveis independentes estudadas foram concentracoes de extrato de levedura (1 a
10g.L™"), extrato de malte (1 a 10g.L™"), peptona (1 a 10g.L"), sacarose (5 a 20g.L™),
efluente da parboilizacdo do arroz (0 a 180g.L™") e o pH inicial do meio (4 a 6), tendo
como resposta a producdo de biomassa, producdo de astaxantina especifica e
producéo de astaxantina volumétrica. Os valores maximos obtidos foram 8,9g.L" de
biomassa, 538,4ug.g’ de astaxantina especifica e 3,1ug.mL’ de astaxantina
volumétrica, em diferentes condigdes de composicao de meio de cultivo. O extrato de
levedura nao apresentou efeito significativo em nenhuma das respostas avaliadas,
sendo realizado um teste de Tukey na faixa de 0 a 1g.L"". A concentracéo de extrato
de levedura nao apresentou diferenca significativa, sendo retirado do meio de cultivo.
No segundo planejamento foram ampliadas as faixas de estudo das variaveis
selecionadas: concentracdes de extrato de malte (8,75 a 16,25g.L"), sacarose (15 a
35g.L"), peptona (8,75 a 16,25g.L™") e o pH mantido no ponto central 5,0. A partir dos
resultados, verificou-se um incremento na concentracdo maxima de biomassa obtida,
alcancando 10,9g.L" e na producéo de astaxantina especifica para 628,8ug.g". As
melhores condicbes encontradas através das superficies de resposta para
maximizagao da producéo de astaxantina volumétrica foram: 16,25g.L" de extrato de
malte, 8,75g.L™" de peptona, 15g.L" de sacarose e 87,5g.L" de 4gua de parboilizacdo
do arroz, alcangando em torno de 5,4ug.mL™".

Palavras-chave: Phaffia rhodozyma, astaxantina, planejamento experimental.

Xi



ABSTRACT

The interest in astaxanthin production by natural sources has increased significantly in
the last few years, because of its possibility of acting as corants and its powerfull
biological antioxidant capacity. It's the most important carotenoid found in the yeast
Phaffia rhodozyma and this microorganism is appropriate to use in the source of
industrial pigment due to its heterotrophic metabolism, relatively rapid growth,
nutritional quality and safe as a food additive. The present dissertation had as main
objective, through fermentation, using the yeast Phaffia rhodozyma studying different
culture medium and the rice parboilization wastewater as a substrate. Firstly, the
greatest astaxanthin producer, using glucose and sucrose as carbon source was
selected amongst three strains of Phaffia rhodozyma: NRRL Y-17268, NRRL Y-10921
and NRRL Y-10922. The cultivation condition was realized in a rotatory flasks, at 25°C,
150rpm, for 168h. Through the accompaniment of the bioproduction of astaxanthin, the
yeast P. rhodozyma NRRL Y-17268 was selected, because it stood out as a good
producer of the carotenoid, 7.0g.L™" of biomass, 350.2ug.g” of specific production of
astaxanthin and 2.4ug.mL™ of volumetric production of astaxanthin, using sucrose. The
techniques of experimental design and analysis of response surfaces were used to
verify the effects of the studied variables and the condictions wich led to the best
production of astaxanthin. A fractional experimental design 2,,°% was used to determine
the independents variables that most influenced in the production of astaxanhin. The
studied independents variables were yeast extract concentration (1 to 10g.L™"), malt
extract (1 to 10g.L™"), peptone (1 to 10g.L™"), sucrose (5 to 20g.L™), rice parboilization
wastewater (0 to 180g.L™") and the initial pH (4 to 6), having as answer the biomass
production, specific production of astaxanthin and volumetric production of astaxanthin.
The highest values obtained were 8.9g.L" of biomass, 538.4ug.g” of specific
astaxanthin and 3.1pg.mL™" of volumetric astaxanthin, in differents conditions of
composition of cultivation medium. The yeast extract didn't show significant effect in
any answer, being made a Tukey test in the range of 0 to 1g.L™. In this test the yeast
extract concentration didn’'t show significant difference, then it was removed from the
cultivation medium. In a second design the range were amplied: malt extract
concentration (8.75 to 16.25¢g.L™), sucrose (15 to 35g.L™"), peptone (8.75 to 16.25g.L"")
and the pH was maintained in the central point (5.0). From the results, verify an
increased in the maximum biomass concentration obtained, reaching 10.99.L™" and in a
specific production of astaxanthin to 628.8ug.g™". The better conditions found through
of response surface to the maximization of volumetric production of astaxanthin was:
16.25g.L™" of malt extract, 8.75g.L™ of peptone, 15g.L" of sucrose and 87.5g.L™" of rice
parboilization waste water, reaching around 5.4pug.mL-1

Keywords: Phaffia rhodozyma, astaxanthin, experimental design.
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1. INTRODUCAO

A astaxantina (3,3'-dihidroxi-4,4’-diceto-3-caroteno) é um carotendide
oxigenado, de coloragdo rosa-alaranjado, amplamente distribuido na natureza. E um
dos maiores pigmentos da familia dos carotendides usado para prover a coloracao
caracteristica em alguns passaros, crustaceos (camarao e lagosta), peixes (truta e
salmao), passaros (flamingo), algas (Haematococcus pluvialis) e na levedura
Xanthophyllomyces dendrorhous, popularmente conhecida como Phaffia rhodozyma
(HU et al., 2006; ZENG et al., 2006; LIU & WU, 2007, NI et al., 2008).

Além do aspecto pigmentar, a astaxantina possui outras diversas funcoes
biolégicas que tém atraido cada vez mais o interesse por esse carotendide. Dentre
tantas fungdes benéficas, estd a protegcdo contra danos induzidos pela luz e pelo
oxigénio, atuam como antioxidante e fonte de vitamina A, aumentando as respostas
imunologicas em animais e humanos (HU et al., 2006; NI et al., 2008).

Estudos sugerem que a astaxantina pode ser aproximadamente 1000
vezes mais eficiente como antioxidante do que a vitamina E e possui uma capacidade
de 100-500 vezes maior em combater radicais livres quando comparada com o a-
tocoferol (LIM et al., 2002). Além disso atua como inibidora da atividade do oxigénio
livre, pelo menos 10 vezes mais que o B-caroteno (NAGUIB, 2000). Provavelmente
devido a este fato, a astaxantina teve um aumento de valor no mercado para as
industrias nutracéutica e alimentar.

Devido a uma maior conscientizacdo da toxicidade de alguns aditivos
(como os corantes) utilizados em alimentos, varios paises tomaram medidas para
regularizar seu uso em produtos alimenticios, cosméticos, medicinais, entre outros,
gerando interesse maior pelos corantes naturais.

A levedura P. rhodozyma se destaca como fonte de pigmento industrial em
razdo de seu metabolismo heterotréfico, padrdo de crescimento relativamente rapido,
habilidade para alcangar alta densidade celular em fermentadores industriais,
qualidade nutricional e seguranca como aditivo alimentar (BONFIM, 1999), possuindo
a aprovacao como um microrganismo GRAS (Generally Recongized as Safe) nos
Estados Unidos. Portanto, a produgéo de astaxantina a partir de fontes naturais, como
esta levedura, € uma alternativa em potencial para a substituicdo da obtida por via
sintética (NI et al., 2008).

Devido o incremento do mercado mundial, o alto custo da producédo de
astaxantina sintética, a necessidade de obtencdo do pigmento de fontes naturais com
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baixo custo e alta produtividade, a levedura Phaffia rhodozyma vem sendo estudada
abordando aspectos do processo de obtencdo do carotendide como variagdes nos
meios de producado alternativos, com diferentes fontes de carbono e nitrogénio,
condicdes de cultivo como pH, temperatura, aeracdo e agitacido (PARAJO, SANTOS &
VAZQUEZ, 1998 ; PERSIKE et al., 2002; MORIEL et al., 2005; LIU, WU & HO., 2006).
Bem como, a realizagdo de estudos comparativos que demonstram maior estabilidade
da astaxantina microbiana em relagdo a obtida sinteticamente (BONFIM, 1999).

Por outro lado, o arroz é o alimento basico mais importante da metade da
populacdo mundial e proporciona mais de vinte por cento da ingestdo mundial de
calorias. Assim como no resto do mundo, no Brasil, 25% do total de arroz produzido é
parboilizado. Os quatorze mil produtores de arroz no Rio Grande do Sul geram a
metade de toda a produgéo nacional, tornando-o o maior produtor no Brasil (FARIA et
al., 2006).

O processo de parboilizacdo utiliza 1,12L de agua, gerando 0,83L de
efluente por quilograma de arroz, que contém altas cargas de substancias organicas e
nutrientes (FARIA et al., 2006). A agua de encharcamento gerada durante a
parboilizagdo é um ponto critico do processo, pois possui alta demanda bioquimica de
oxigénio. Muitas destas industrias de beneficiamento podem descarregar esta agua
diretamente sobre rios e riachos, ocasionando um impacto ambiental conhecido como
eutrofizacdo, causando interferéncias com os usos desejaveis do corpo d’agua.

Nesse contexto, este trabalho teve como objetivo a bioprodugdo do
carotendide astaxantina por cultivo submerso da levedura Phaffia rhodozyma,
aproveitando o efluente da parboilizacdo do arroz como substrato no meio de

producéo.
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1.1. OBJETIVOS

1.1.1. Objetivo geral

O presente trabalho teve como objetivo geral utilizar o processo de cultivo

submerso para a producdo de biomassa rica em astaxantina a partir da levedura

Phaffia rhodozyma, maximizando a bioproducédo deste carotendide, empregando a

agua de parboilizagao do arroz.

1.1.2. Objetivos especificos

- Selecionar dentre as cepas de Phaffia rhodozyma NRRL-Y 17268, NRRL-Y 10921 e
NRRL-Y 10922 a mais promissora quanto a bioproducao de astaxantina, estudando a

glicose e a sacarose como fonte de carbono para os diferentes microrganismos.

- Produzir astaxantina por cultivo submerso aproveitando a agua de parboilizagdo do

arroz como substrato.

o

Estudar a influéncia das concentracdes de extrato de levedura, extrato
de malte, peptona, sacarose, efluente de parboilizagdo do arroz e do pH
inicial do meio na bioprodugdo do carotendide, realizando um

planejamento experimental fracionario 2,,°%.

Avaliar através de um teste de Tukey diferentes concentracées de
extrato de levedura (0, 0,5 e 1 g.L"), para a continuidade do uso na

sequéncia da metodologia de planejamento experimental;

Estudar através de um planejamento experimental completo 2%, as
condicdes para uma maximizacdo da produgdo de astaxantina, tendo
como variaveis a concentragdo dos componentes do meio de
bioprodugado: extrato de malte, peptona, sacarose e efluente da
parboilizagdo do arroz.
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Este item apresenta informacbes sobre a bioprodugdo de carotendides,

abordando suas estruturas, propriedades e fungbes, suas fontes de obtencado, a

biossintese, aspectos especificos da astaxantina, microrganismos produtores de

carotendides e a producéo da astaxantina.

2.1. Estrutura dos carotenoides

Os carotendides sdao uma extensa classe estrutural de compostos

caracterizados pela presenca de uma cadeia poliénica conjugada. As variacdes

estruturais encontram-se na extremidade da cadeia podendo apresentar anéis ou

terminagao poliénica. A Figura 1 apresenta a estrutura central poliénica, a sequéncia

de unidades terpenoides e algumas das mais comuns terminacoes de cadeia
encontradas nos diversos carotendides (SCHWARTZ, 2003).

Cadeia central isoprénica
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Figura 1: Estrutura basica dos carotendides.
Fonte: SCHWARTZ, 2003.
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Os carotenoides sao usualmente tetraterpenodides (C4o) constituidos de oito
unidades isoprendides (Cs) unidas. A estrutura linear basica & simétrica e pode
apresentar-se com uma ou ambas as extremidades ciclicas. Nestes compostos, as
unidades de isopreno apresentam no meio da molécula, nas posigoes 1:6, dois
grupamentos metilicos, enquanto todos os outros grupos metilicos da cadeia lateral
ocupam a posicao 1:5.

Todos os carotenodides podem ser considerados como derivados do
licopeno (C4oHse) por reacdes envolvendo: ciclisacao, hidrogenacao, desidrogenacao,
migracao da dupla ligacao, redugado ou extensido da cadeia, migracdo do grupo metil,
rearranjo, isomerizagcao, introducdo de funcdo oxigenada ou combinacdo destes
processos dao origem a um extenso numero de estruturas. Suas distintas
caracteristicas devem-se a presenca das ligagcdes duplas conjugadas na cadeia.
Essas ligacbes servem como absorvedores cromoforos de luz e atribuem a estes
compostos cores que variam desde o amarelo, passando pelo laranja, até o vermelho
(DELGADO-VARGAS, JIMENEZ & PAREDES-LOPEZ, 2000; RODRIGUEZ-AMAYA,
2001).

Algumas estruturas quimicas de carotendides sdo mostradas na Figura 2.
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Figura 2: Estrutura quimica de alguns carotendides.
Fonte: AMBROSIO, CAMPOS & FARO, 2006.
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Em decorréncia da presenca das insaturagbes, os carotendides sao
sensiveis a luz, temperatura e acidez, que causam isomerizacdo dos carotenoides
trans, a forma mais estavel na natureza, para a forma cis, promovendo ligeira perda na
cor e na atividade pré-vitaminica. Sdo também susceptiveis as oxidacdes enzimaticas
ou nao enzimaticas, reagdo esta que depende da estrutura do carotendide,
disponibilidade de oxigénio, presenca de enzimas, metais, prooxidantes e
antioxidantes, alta temperatura e exposicao a luz. Estes pigmentos sdo compostos
hidrofébicos, lipofilicos, insolliveis em agua e sollveis em solventes, como acetona,
alcool e cloroférmio (MALDONADE, 2003; AMBROSIO, CAMPOS & FARO, 2006).

Segundo Alves (2005), os carotendides sao classificados por sua estrutura
quimica em carotenos que sdo constituidos por carbono e hidrogénio e
oxicarotendides ou xantofilas que possuem carbono, hidrogénio e oxigénio, estando a
astaxantina incluida nesse grupo. Os pigmentos carotendides podem ainda ser
classificados como primarios ou secundarios. Os carotendides primarios agrupam os
compostos requeridos pelas plantas na fotossintese (B-caroteno, violaxantina e
neoxantina), enquanto que os carotendides secundarios estao localizados nas frutas e
flores (a-caroteno, B-criptoxantina, zeaxantina, anteraxantina, capsantina,

capsorubina).
2.2. Propriedades e fungoes dos carotendides

Os carotendides constituem uma das mais valiosas classes de compostos
para aplicagbes nas industrias farmacéuticas, quimicas e de alimentos. Nas industrias
de alimentos, os carotendides sdo utilizados principalmente como corantes, para
colorir e/ou uniformizar a cor perdida durante o processamento e armazenagem
(MALDONADE, 2003). Sao também precursores de compostos volateis, contribuindo
para o sabor e aroma dos alimentos. Nas industrias de racdo, esses pigmentos
também sao utilizados como corante, com a finalidade de promover a pigmentacao
adequada dos animais (SCHROEDER & JOHNSON, 1995 (a)).

O aspecto da cor motiva o consumidor e agrega valor comercial ao
produto, porém os carotenoides também possuem atividades biol6gicas importantes.
Particularmente aqueles que sao precursores da vitamina A, tem tido um
reconhecimento aumentado nos Ultimos anos devido aos mesmos serem relatados
como benéficos a saude humana (KRINSKY, 1991; MALDONADE, 2003). Dentre os
beneficios estdo o aumento do sistema imunolégico e a reducdo o risco de doengas
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degenerativas como cancer, doencas cardiovasculares, degeneracdo macular e
catarata (AMAR et al., 2004).

Tradicionalmente, os carotendides tém sido vendidos como pé seco ou
extratos de plantas, assim como o urucum, a paprica e o acafrdo. A desvantagem dos
corantes naturais obtidos de plantas, é que sofrem uma diminuicdo ou instabilidade da
matéria-prima, sujeito pelas condi¢bes climaticas, bem como pela variagao do nivel de
coloragao e qualidade do produto final (MALDONADE, 2003).

2.3. Fontes de carotenoides

Mais de 700 carotendides ja foram identificados e estdo amplamente
distribuidos no reino vegetal e animal, que representam uma extensa familia de
produtos naturais. Podem ser encontrados nos cloroplastos das plantas
fotossintéticas, nos cromoplastos das flores, frutos, folhas e em insetos, podendo ser
biossintetizados por algumas bactérias, fungos e algas (AMBROSIO, CAMPOS &
FARO, 2006; BJERKENG et al., 2007).

Os carotenoides mais facilmente encontrados nos alimentos vegetais sdo o
B-caroteno (cenoura, Daucus carota), licopeno (tomate, Lycopersicum esculentum),
varias xantofilas (zeaxantina, luteina e outras estruturas oxigenadas do milho, Zea
mays; da manga, Mango indica; do mamao, Carica papaya € da gema de ovo) e a
bixina (aditivo culinario e corante dérmico usado por indigenas amazonicos, obtido do
urucum, Bixa orellana). Outras ocorréncias naturais de uso culinario sdo a
capsaxantina e capsorubina (paprica, Capsicum annuum) e a crocina (agafrao, Crocus
sativus). Ainda ocorrem naturalmente em determinados tecidos animais como pele,
plumas e carapaca que além de protegdo antioxidante, integra a complexa rede de
sinais de comunicacao envolvidos na atracao, adverténcia e camuflagem.

Embora os animais sejam incapazes de sintetizar os carotendides, estes
sao normalmente encontrados em algumas espécies, como resultado de sua dieta,
podendo encontrar-se seletivamente absorvido e acumulado de forma inalterada ou

levemente modificado.
2.4. Biossintese de carotenodides

A biossintese dos carotendides em plantas tem sido estudada ha mais de
50 anos. As unidades isoprendides formam a estrutura basica de todos os
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terpendides, dos quais fazem parte os carotendides. A associacdo desta matriz
“mondémero” leva a formacdo de compostos Cig, Cis, Co. A dimerizagdo do composto
Cx leva ao fitoeno (C4), 0 primeiro composto da familia dos carotenos. As
transformacbes sucessivas, como também as provaveis rotas de formacado dos
inimeros carotenos encontram-se esquematicamente representadas na Figura 3,
onde a reacdo corresponde a (1) desaturacdo, (2) ciclisacdo, (3) hidroxilacdo, (4)
epoxidacéao, (5) rearranjo epédxido-furanéxido (RODRIGUEZ-AMAYA, 2001).
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Figura 3: Ultimos estagios da biossintese de carotendides e suas possiveis
transformacodes.
Fonte: RODRIGUEZ-AMAYA, 2001.

2.5. Astaxantina

A astaxantina (3,3'-dihidroxi-4,4’-diceto-B-caroteno) €& um pigmento
carotendide oxigenado que apresenta uma forte atividade de eliminar radicais livres e
protege contra peroxidacdo de lipidios e danos causados pela oxidacdo das

membranas celulares e tecidos.
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E um cetocarotendide que contém 40 atomos de carbono (CsoHs204) de
peso molecular 596,86 (PASSOS, 2007). Sua estrutura quimica é caracterizada por
uma longa cadeia hidrocarbonada, com duplas ligagdes conjugadas (cadeia poliénica)
com um anel aromatico em cada extremidade da cadeia.

A presencga de hidroxila (-OH) e oxigénio nos anéis terminais da estrutura
quimica da astaxantina confere uma maior polaridade a este carotendide quando
comparado aos demais. Assim, sua estrutura se orienta de maneira que os dois anéis
se localizem na superficie e a cadeia carbonada no interior da membrana (GOTO et

al., 2001). A Figura 4 apresenta a estrutura quimica da astaxantina.

Astaxanthin

Figura 4: Estrutura quimica da astaxantina.
Fonte: LAl et al., 2004.

A astaxantina € um pigmento produzido por plantas, algas e fungos
pertencente a familia das xantofilas. Esta presente em passaros (flamingo), peixes
(salmao e a truta) e frutos-do-mar (camarao, lagosta e caranguejo) que acumulam este
carotendide apdés o consumo de algas sintetizadoras de astaxantina (HIGUERA-
CIAPARA, FELIX-VALENZUELA & GOYCOOLEA, 2006).

A astaxantina possui inUmeras propriedades farmacolégicas incluindo
atividades antioxidante, antiinflamatéria, imunomoduladora, anticancer, antidiabetes,
prevencdo de doencgas cardiovasculares, prevencdo de catarata e na bioatividade
contra Helicobacter pylori. Entre tais propriedades, sua atividade antioxidante parece
ser responsavel pelas demais. Essa atividade tem levando a sua introdugédo no
promissor mercado de nutracéuticos, sendo comercializada em capsulas (HIGUERA-
CIAPARA, FELIX-VALENZUELA & GOYCOOLEA, 2006). Estudos in vitro
demonstraram efeito contra a foto-oxidacdo induzida por radiacdo UV superior ao B-
caroteno e luteina (O'CONNOR & O’BRIEN, 1998). Também demonstrou excelente
acao na protecao de lipidios contra peroxidacao (NAGUIB, 2000).
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Seu potencial antioxidante é superior a outros carotendides como
zeaxantina, luteina, cantaxantina e p-caroteno e 100 vezes maior que o a-tocoferol
(NAGUIB, 2000). Essa superioridade estaria relacionada a estrutura quimica, onde os
anéis polares da astaxantina removeriam espécies reativas de oxigénio na superficie,
enquanto a cadeia carbonada agiria no interior da membrana (GOTO et al., 2001). No
anel polar da astaxantina, o grupo hidroxila no atomo de carbono 3 é apontado como
principal sitio de remocéao de radicais livres (AUGUSTI, 2007).

A astaxantina interage fortemente com “carreadores” naturais
(carotenoproteinas) através de sitios de acomodacao em certos dominios da molécula
protéica. Como exemplo desse fenbmeno pode-se citar a firme fixagdo da astaxantina
na carne do salmao e na carapaga de crustdceos como o camardo e a lagosta. A
ligacdo e a dissociacdo do pigmento sdo acompanhados de efeito batocrémico: as
carapacas frescas de crustaceos nos parecem mais cinzas-azuladas enquanto que,
apds o cozimento, tingem-se mais fortemente em vermelho rosado.

A primeira etapa da biossintese da astaxantina (Figura 5) envolve a
formagcdo de geranilgeranil pirofosfato e na sua conversdo em fitoeno
(7,8,11,12,7°,8’,11’,12’-octahidro-y,y-caroteno), através da agdo da enzima fitoeno
sintetase. Esse primeiro caroteno ndo apresenta coloracdo. Através de uma série de
desidrogenacdes, outros carotenos sdo formados. Em  Phycomyces, 4
desidrogenacoes resultam na formacéo do licopeno (y,y-caroteno), que é o pigmento
caracteristico do tomate. A formacdo de anéis B nas extremidades da estrutura
ocasiona a formacao do B-caroteno, pigmento caracteristico da cenoura.

A biossintese deste carotendide por Xanthophyllomyces dendrohous
(Phaffia rhodozyma) pode ocorrer de duas maneiras. Em ambas as vias ocorrem
oxidacédo do carbono 4 em um dos anéis do B-caroteno ou no anel do toruleno (3',4'-
didehidro-B-y-caroteno), introduzindo um grupo ceto. Antes que ocorra a oxidacao do
segundo C-4 do outro anel de B-caroteno para formar outro grupo ceto, ocorre a
hidroxilagdo do C-3 no mesmo anel, permitindo a formacao dos intermediarios 3-OH-
equinenona (B,B-caroten-4-ona) e 3-OH-3',4’-didehidro-B-y-caroteno-4-ona (HDCO),
do B-caroteno e toruleno, respectivamente. O intermediario 3-OH-equinenona sofre
oxidacao, seguida de hidroxilacao do anel ', formando a trans astaxantina. Na outra
via alternativa, o HDCO também sofre oxidacdo, seguida de hidroxilacdo no anel {8,
formando a cis astaxantina (ANDREWS, PHAFF & STARR, 1976; JOHNSON,
CONKLIN & LEWIS, 1979).
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Figura 5: Biossintese de astaxantina em Xanthophyllomyces dendrorhous (Phaffia
rhodozyma). HDCO = 3-OH-3’,4’-didehidro-B-y-caroteno-4-ona.
Fonte: MALDONADE, 2003.

2.6. Microrganismos produtores de carotendides
Os carotendides de fontes microbiol6gicas tém atraido muita atengéo nos

ultimos anos. A principal razdo para o interesse em usar microrganismos para

produzirem compostos em relagdo aos isolados de plantas e animais ou sintetizados
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quimicamente é a facilidade de aumentar a produgédo microbiana pelas condigées de
cultivo e pela manipulacao genética.

Os tipos de carotendides e as quantidades produzidas podem variar
dependendo do microrganismo, meio de cultura e condigbes operacionais
(temperatura, pH, taxa de aeracao e luminosidade). Muitos dos estudos séo realizados
destinados a otimizacdo das condicdes de cultura que diretamente afetam o
crescimento dos microrganismos e a producdo de carotendides (VALDUGA et al.,
2009).

Muitos microrganismos sao produtores de carotendides e, portanto,
biotecnologicamente interessantes, como é o caso do fungo Blakeslea trispora e da
microalga marinha Dunaliella, que sao produtores de [-caroteno. No entanto, a
utilizacdo comercial de microrganismos com potencial biotecnolégico para produzir
carotendides é limitado pelo alto custo de producgéo, que poderiam ser minimizados
por otimizacao de processo, utilizacao de culturas hiperprodutoras de pigmentos e uso
de fontes de nutrientes mais baratas (MALDONADE, 2003).

A astaxantina pode ser encontrada naturalmente como pigmento principal
somente em alguns microrganismos: microalgas verdes (Haematococcus sp. e
Haematococcus pluvialis), uma bactéria marinha (Agrobacterium aurantiacum) e uma
levedura (Phaffia rhodozyma), que pode conter entre 27% a 63% dos carotendides
totais presentes (JOHNSON & AN, 1991; CHUMPOLKULWONG et al., 1997).

A levedura Phaffia rhodozyma, tem sido objeto de numerosos estudos
desde que foi descoberta como produtora natural do carotendide astaxantina
(CANNIZZARO et al., 2004), obtendo niveis promissores para produgdo comercial do
pigmento (WANG, YU & ZHOU, 2006).

Esse microrganismo foi isolado no inicio do ano de 1970 a partir de
exudados de arvores passageiras em regides montanhosas do Japao e Alaska. Foi
originalmente designada “Rhodozyma montanae”, mas suas caracteristicas incomuns
e a falta de uma descricdo em latim levou a uma mudanca deste género para Phaffia,
em homenagem a Herman Jan Phaff. Desde entao basidiésporos e conjugacoes foram
observados na P. rhodozyma, o novo nome Xanthophyllomyces dendrorhous foi
recentemente proposto para P. rhodozyma. A cor da célula intacta da levedura Phaffia
rhodozyma é laranja para vermelho alaranjado devido a presenga de carotendides,
principalmente astaxantina no citoplasma (BONFIM, 1999).
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Na Tabela 1 estdo apresentados alguns microrganismos tecnologicamente

interessantes, com a producao dos principais carotenodides, obtidos pelos processos

biotecnolégicos.

Tabela 1: Microrganismos produtores de carotendides.

Espécies

Carotendides principais

Cianobactéria

Anabaena variabilis
Aphanizomenon flos-aquae
Nostoc commune

Algas verdes

Chlorela pyrenoidosa
Spongiococcum excetricum
Haematococcus pluvialis
Dictycoccus cinnabarinus
Fungos e leveduras
Blakeslea trispora
Rhodotorula SP
Rhodosporidium sp
Dacrymyces deliquescens
Rhodotorula glutinis

Phaffia rhodozyma
Bactérias

Streptomyces chrestomyceticus
Mycobacterium phlei
Flavobacterium SP
Deinococcus SP
Mycobacterium smegmatis
Brevibacterium SP
Rhodococcus maris
Mycobacterium brevicaie
Mycobacterium lactiola
Pseudomonas SP

Cantaxantina
Cantaxantina
Cantaxantina

Luteina ((3R,3'R,6’R)-B,e-caroteno-3,3’-diol)
Luteina

Astaxantina

Cantaxantina

B-caroteno e licopeno
Toruleno e B-caroteno
Toruleno e B-caroteno
Luteina

Toruleno e torulahodina
caroten-16’-0ico)
Astaxantina

(3,4 -didehidro-B,y-

Xantofilas

Xantofilas e B-caroteno
Zeaxantina e 3-caroteno
Derivados 4-ceto do y-caroteno
Derivados 4-ceto do y-caroteno
Cantaxantina e Astaxantina
Cantaxantina

Cantaxantina

Astaxantina

Rodoxantina
caroteno-3,3’-diona

(4',5’-didehidro-4’,5’-retro-B, -

Fonte: SCHROEDER & JOHNSON, 1995 (a).

2.7. Producao de astaxantina

A produgao comercial de carotendides a partir de microrganismos concorre

principalmente com a producdo sintética por processos quimicos. Atualmente, os
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carotendides utilizados industrialmente sdo obtidos por via quimica ou extracdo de
plantas e/ou algas. Entretanto, devido a preocupacado com o uso de aditivos quimicos
em alimentos, houve um crescente interesse nos carotendides obtidos naturalmente
por processos biotecnoldgicos.

Comercialmente, os carotendides sdo usados como corantes alimenticios
e em suplementos nutricionais, com um mercado global de aproximadamente US$ 935
milhdes/ano, sendo que somente a astaxantina representou cerca de US$ 150 milhdes
no ano de 2000 e, com um valor expressivo de US$ 2000/kg (FRASER & BRAMLEY,
2004).

Esse crescimento progressivo alcancado na producdo de carotenoides
pela via microbiol6gica intensifica o interesse comercial neste processo comparado
com a sintese quimica. O aumento nas vendas no mercado consumidor € devido a
crescente aplicagdo desses carotenoides nas atividades industriais relacionadas a
aquicultura e avicultura através de sua utilizacdo como suplemento alimentar em
dietas especializadas (DEAN, 1992).

Assim, devido ao incremento do mercado mundial, o alto custo da
astaxantina sintética e a necessidade de obtencéo de astaxantina de fontes naturais, a
levedura Phaffia rhodozyma vém sendo estudada, abordando-se aspectos do
processo fermentativo como meios de producdo alternativos e condigdes de cultivo
como pH, temperatura, aeracdo e agitacdo (PARAJO, SANTOS & VAZQUEZ, 1998;
PERSIKE et al., 2002; MORIEL et al., 2005; LIU, WU & HO, 2006).

A temperatura étima de crescimento e biossintese para a maioria das
cepas de Phaffia rhodozyma se encontra na faixa de 20 — 25°C, sendo a astaxantina
biossintetizada principalmente durante a fase estacionaria. O pH 6timo para o
crescimento e carotenogenese é de aproximadamente 5,0. A P. rhodozyma é um
organismo aerdébico cujo crescimento (metabolismo primario) é dependente do
suplemento de oxigénio no sistema de cultura (AN, CHO & JOHNSON, 1999; LIU, WU
& HO, 2006). Esta levedura pode assimilar uma variedade de fontes de carbono para
producao de carotendide, incluindo glicose, maltose, sacarose, celobiose, xilose,
arabinose e lactose como mostra a Tabela 2 (PARAJO et al., 1997).
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Tabela 2: Produgéo volumétrica e especifica de astaxantina por Phaffia rhodozyma em
diferentes fontes de carbono.

Fonte de carbono Producao volumétrica  Producao especifica
ou meio de cultura (mg.mL™) (ng.g™)
Glicose 1,30-10,12 325-1633
Celobiose 0,22-4,10 270-1812
Maltose 1,03 -5,33 512 -1317
Sacarose 1,40 - 8,40 508 — 1690
Xilose 0-1,48 0-819
Arabinose 1,25-9,30 1,4-1014
Glicose+Frutose 28-29 150 — 1060
Lactose 2,34 1072
Melaco 0,8-15,3 444 — 1086
Suco de uva 2,0-15,5 120 - 1510
Carboidratos obtidos a partir - 480 — 1567
de hidrolizados de madeira

Agua de maceracéo de milho 0,1-2,6 100 - 400

Fonte: PARAJO et al., 1997.

O efeito do pH no processo de produgdo do carotenoide pela levedura
Xanthophyllomyces dendrorhous 46 foi avaliado no trabalho de Hu et al. (2006) com o
meio de cultivo contendo 80g.L" de glicose, 8g.L" de extrato de levedura, 6g.L" de
(NH4)2S0,, 0,1g.L"" de MgS0O,-7H;0, 0,3g.L™" de KNO;, 0,5g.L" de K;HPO, e 0,5g.L
de KH:PO,g.L™". O cultivo foi realizado em agitador rotatério a 200rpm, 20°C durante 7
dias, avaliando os pH iniciais de: 3,5; 4,0; 4,5; 5,0; 5,5; 6,0 e 6,5. Concluiu-se que o pH
melhor para o crescimento celular é 6,0 (17,21g.L™), para a producédo de astaxantina
especifica 4,0 (1,52mg.g™") e para astaxantina volumétrica 5,0 (20,48mg.L™").

Nesse mesmo trabalho, foi feito o estudo do controle do pH ao longo do
processo de bioproducio, as condicdes do processo foram realizadas em um reator de
30L, com 20L do mesmo meio de cultivo, na temperatura de 20-22°C, taxa de aeracao
de 0,5-1,2vvm e agitacdo de 200-400rpm. Foram avaliados o efeito do pH controlado
em 5,0 e sem controle com o pH inicial igual a 5,0. Observou-se que houve um
acréscimo de todas as respostas estudadas do cultivo em que o pH inicial foi 5,0 e
mantido sem controle durante o processo. A producdo de astaxantina volumétrica
passou de 15,24mg.L™" para 21,8mg.L", a biomassa foi de 11,61g.L™" para 16,24g.L™
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no cultivo. Entretanto ndo houve tanta diferenca quanto a producdo especifica,
passando de 1,33mg.g™" para 1,35mg.g”". Sendo, portanto sugerido que o pH exerce
uma forte influéncia no crescimento celular e na formagédo da astaxantina (HU et al.,
2006).

Utilizando a mutante Phaffia rhodozyma 7B12, originada da Phaffia
rhodozyma Past-1, foram realizados estudos de otimizagdo de fontes de nitrogénio
para producdo de astaxantina. A primeira etapa do estudo consistiu em definir qual a
melhor fonte de nitrogénio, entre elas: carbamida; acetato de amdnio; NH,Cl; KNOg;
(NH,)2.SO,4; aménio oxilaco; peptona; extrato de carne e extrato de levedura. Foram
realizados cultivos em agitador rotatério a 200rpm com erlenmeyers de 250mL
contendo 25mL de meio de cultivo (20g.L™ de glicose, 1g.L" de (NH,).SO,, 1g.L" de
KH2PO., 0,5g.L" de MgSO47H.0, 0,1g.L"" de CaCly*H:0, 0,5mg.L”" de MnSO,-H:0,
0,14mg.L™" de ZnCl,, 0,27mg.L" de FeCls-6H:0, 1,25mg.L™" de CuSO,-5H:0), a 22°C
por 96h. Os melhores resultados obtidos foram utilizando a fonte de nitrogénio
(NH,).SO, que produziu 551mg.L" de astaxantina volumétrica, e o KNOs; que
produziu 1,23mg.g™" de astaxantina especifica. O extrato de carne proporcionou uma
maior quantidade de biomassa de 5,62g.L". Portanto, essas 3 fontes foram as
escolhidas para o planejamento experimental misto, todos estudados na faixa de 0 a
0,667g.L". Através desse planejamento, observou-se que o maximo valor de
astaxantina volumétrica (6,40mg.L™"), foi obtido com 0,284g.L™" de (NH4).SO4, 0,323g.L°
" de KNO;s e 0,393g.L" de extrato de carne. A condicdo 6tima (0,28g.L™" de sulfato de
amonio, 0,49g.L" de nitrato de potassio e 1,19g.L" de extrato de carne) foi levada ao
biorreator de 5L, alcancando uma biomassa de 8,36g.L"', uma producdo de
astaxantina especifica de 1mg.g” e uma producéo volumétrica de 7,71g.L™" (NI et al.,
2007).

Para avaliagdo do efeito das fontes de carbono e o delineamento do perfil
dos carotendides produzidos por cepas da levedura Phaffia rhodozyma, foram
estudadas 8 cepas: ATCC 24202, ATCC 24203, ATCC 24228, ATCC 24229, ATCC
24261, NRRL Y-10921, NRRL-Y 10922 e NRRL-Y 17268, e 3 aclcares como fonte de
carbono: glicose, sacarose e xilose. Os experimentos foram realizados com o0 meio de
cultura YM (3g.L™" de extrato de levedura, 3g.L"' de extrato de malte, 5g.L"" de peptona
e 20g.L" da fonte de carbono: glicose, sacarose ou xilose). Para a andlise das
concentracdes de biomassa e astaxantina produzida por cada cepa em cada agUcar,
foram realizados cultivos em agitador rotatério, utilizando erlenmeyers de 50mL
contendo 20mL de meio de cultura, mantidos a 22°C, 300rpm, durante 7 dias. Nesse
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estudo a maxima producdo de biomassa (9,6g.L") foi obtida com a cepa de P.
rhodozyma NRRL Y-10922, utilizando xilose. A maxima producdo de carotendides
(3,6mg.L") foi observada na cepa P. rhodozyma NRRL Y-17268, com o mesmo
acucar. Para tracar o perfil dos carotenéides produzidos pelas cepas ja citadas, foram
realizados cultivos em fermentador de 2L, com 1L de volume (util, utilizando as
mesmas formulagdes dos meios de cultivo em agitador rotatério. As condicbes desses
processos fermentativos foram de 22°C, com a aeracdo em 6vvm e agitacdo de
600rpm. Os perfis dos carotendides foram obtidos através de analises em HPLC, onde
os resultados estdo expostos na Tabela 3. Pode-se observar que o perfil mais
complexo de carotendides sdo os obtidos com a sacarose e 0 menos complexo 0s
obtidos com glicose. Com isso, concluiu-se que o perfil de carotenoides depende tanto
da cepa quanto da fonte de carbono e que o agucar xilose, foi identificado como a
fonte de acglcar que proporcionou a maior concentragcdo volumétrica de astaxantina,
atingindo cerca de 82% (VAZQUEZ, SANTOS & PARAJO, 1997).
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Tabela 3: Distribuicao dos carotendides (%) das cepas no meio de cultura contendo

glicose, sacarose ou xilose.

Fonte de acucar Cepa Ly Ec 3-HE HDC Pho Cx C-Ax T-Ax

Glicose ATCC 24202 - 7 22 0 - 11 - 59
ATCC 24203 - 3 10 8 - 6 - 73

ATCC 24228 - 3 11 5 - 8 - 73

ATCC 24229 - 0 0 0 - 0 - 100

ATCC 24261 - 5 13 7 - 12 - 63

NRRL-Y-10921 - 3 11 3 - 11 - 72
NRRL-Y-10922 - 7 13 11 - 34 - 34
NRRL-Y-17268 - 13 11 11 - 11 - 54

Sacarose ATCC 24202 1 16 24 0 0o 11 0 48
ATCC24203 3 6 10 3 3 8 6 60

ATCC 24228 1 7 13 6 4 10 6 52

ATCC 24229 8 21 29 0 0 0 0 42

ATCC 24261 3 12 18 6 6 12 0 42

NRRL-Y-10921 3 8 15 6 0O 10 O 58
NRRL-Y-10922 3 9 13 7 6 13 0 49
NRRL-Y-17268 2 0 8 7 3 15 0 64

Xilose ATCC 24202 0O O 5 11 - 2 0 78
ATCC24203 0 O 5 10 - 1 0 81

ATCC24228 0 O 4 9 - 1 0 83

ATCC 24229 0 2 7 2 - 9 0 80

ATCC 24261 0 1 4 11 - 3 0 79

NRRL-Y-10921 0 O 2 4 - 2 8 85
NRRL-Y-10922 0 O 6 10 - 2 0 82
NRRL-Y-17268 1 1 4 9 - 3 4 78

Nomenclatura: Ly = Licopeno; Ec = Equinona; 3-HE = 3-hidroxiequinona; HDC = 4-
hidroxi-3’,4’-didehidro-B-y-caroteno; Pho = Fenicoxantina; Cx = Cantaxantina; C-Ax =
cis-astaxantina; T-Ax = trans-astaxantina.

Fonte: VAZQUEZ, SANTOS & PARAJO, 1997.

Como fonte de carbono, o glicerol foi utilizado para a producdo de
astaxantina com a levedura Phaffia rhodozyma PR190. Inicialmente foram realizados
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cultivos para avaliar a influéncia do pH incial do meio (4,5, 5,8 e 6,8) utilizando o meio
composto de 10g.L™" de extrato de levedura, 10g.L" de peptona e 27g.L™" de glicerol,
em agitador rotatério a 180rpm, 22°C durante 120h. Observou-se que o pH inicial 5,8
foi melhor para respostas crescimento celular (16,5g.L™") e producdo de astaxantina
volumétrica (13,5mg.L"). Entretanto com o pH 6,0, houve um melhor resultado tanto
para biomassa (18,27g.L") quanto na producdo de astaxantina volumétrica
(28,9mg.L™"). Foi utilizado o mesmo meio de cultura citado na etapa anterior e as
concentracdes de glicerol variaram em 9,4, 18,7, 28,8 e 37,8g.L™". Num reator de 2L
contendo 1,5L de volume util mantido a 22°C, com uma taxa de aeragado de 0,67vvm,
300rpm, com 50% de oxigénio dissolvido. Os melhores resultados se apresentaram na
concentracdo maxima de glicerol utilizada (37,8g.L"), onde a concentracdo de
biomassa maxima atingida foi de 24,9g.L", a producdo maxima de astaxantina
especifica foi 1,8mg.g” e volumétrica 33,7mg.L" em 168h (KUSDIYANTINI et al.,
1998).

A producgéo de astaxantina com a levedura Phaffia rhodozyma NRRL-10921
e sua mutante Phaffia rhodozyma R1, foi estudada utilizando o leite de coco, como
fonte de energia. Para esse estudo foram utilizados dois meios de cultivo para fins
comparativos, o padrdo utilizado para leveduras YM (10g.L™" de glicose, 3g.L" de
extrato de levedura, 5g.L" de peptona e 3g.L" de extrato de malte) e o leite de coco
(16g.L™" de carboidratos totais, 0,25g.L™" de sédio, 0,1g.L”" de magnésio, 2,94g.L" de
potassio e 1g.L ™" de cloreto). As condigdes de producdo foram de 22°C, 150rpm por 5
dias, realizadas em agitador rotatério com erlenmeyers de 250mL contendo 50mL de
meio de cultivo. Com a cepa selvagem, P. rhodozyma NRRL-10921, foram obtidos
para o leite de coco e 0 meio padrdo 9,2g.L" 5,6g.L" de biomassa, 850ug.g” e
450pg.g' de astaxantina especifica, respectivamente. Para a mutante P. rhodozyma
R1, com o leite de coco e YM a biomassa foi 6,2g.L" e 4,8g.L" e a astaxantina
especifica 1.850ug.g" e 1.060ug.g”". Concluiu-se que a sintese de astaxantina é
parcialmente associada com o crescimento celular e essa produgdo ocorre mesmo
apds o término do crescimento e o esgotamento dos agucares. E que a presenca de
vitaminas, amino&cidos e uma maior fonte de carbono no leite de coco sdo fatores
responsaveis para 0 aumento da sintese de astaxantina pelas células da levedura
Phaffia rhodozyma (DOMINGUEZ-BOCANEGRA, PONCE-NOYOLA & TORRES-
MUNOZ, 2007).

Utilizando a metodologia seqiiencial da aplicacdo de planejamentos

experimentais, trés tipos de planejamentos experimentais foram usados para otimizar
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a producédo de astaxantina através da cepa mutante de Phaffia rhodozyma 25-2 em
culturas de frascos agitados. Primeiro foi realizado um planejamento experimental
completo 2°, onde os fatores estudados foram: pH (4 e 6), temperatura (16 e 22°C),
porcentagem do indculo (5 e 10%), concentracdes de carbono (6 e 9g.L™) e nitrogénio
(0,5 e 1g.L™"), cada um com dois niveis. Através do primeiro planejamento os fatores
mais importantes foram determinados: concentragdo de carbono e temperatura.
Baseado nesses resultados foi realizado um RSM aplicado em 2 fases. Na 12 fase foi
feita uma investigagdo da regido experimental inicial para aumentar a resposta
observada com as duas variaveis que tiveram efeito significativo em novas faixas de
estudo: concentragdo de carbono (11 a 14g.L") e temperatura (21 a 27°C). Na 22 fase
realizou-se uma ANOVA com os resultados obtidos e verificou-se um modelo
quadratico que prevé bem os dados experimentais (R?=0,98). Assim, construiu-se a
superficie de resposta, chegando a condicdo 6tima de producdo de astaxantina:
11,25g.L" de concentragcdo de carbono e 19,7°C, pH inicial 6,0, 5% de inéculo e
concentracdo de nitrogénio de 0,5g.L"". Sob essas condicdes a producdo de
astaxantina foi 8.100ug.L™" em 96h, aumentando em 92% em relacéo a producéo das
condigdes iniciais (RAMIREZ, GUTIERREZ & GSCHAEDLER, 2001).

A produtividade e extrabilidade de astaxantina em uma cultura mista de
Xanthophyllomyces dendrorhous (formalmente Phaffia rhodozyma) NCHU-FS501, um
mutante super-produtor de astaxantina, e Bacillus circulans CCRC 11590 foram
avaliados em um fermentador de 1,5L usando a técnica de cultivo em dois estagios. O
primeiro estagio foi para o cultivo de X. dendrorhous. O segundo estagio foi o cultivo
misturando a levedura e B. circulans. A atividade da enzima litica do B. circulans foi
aumentada em 24h com o nitrogénio base (YNB) como fonte de nitrogénio e incubado
a 30°C na cultura pura. A indugao da atividade da enzima litica do B. circulans foi
influenciada pela concentracdo da parede celular da X. dendrorhous. O tempo de
cultivo no primeiro estagio do cultivo afetou significativamente a extrabilidade do
carotendide no segundo estagio do processo. A extrabilidade minima foi encontrada
quando X. dendrorhous foi cultivado por 96h no primeiro estagio. A concentracéo de
glicose de 45g.L" em YNB sustentou um aumento no crescimento de X. dendrorhous
e producéo de astaxantina, com a producédo de astaxantina volumétrica de 9.010ug.L™
foi observado durante o primeiro estagio. Contudo a levedura produziu mais
astaxantina com peptona como base de nitrogénio durante o primeiro estagio, YNB
suportou um aumento na extratibilidade do caroten6ide e atividade litica do B.
circulans no segundo estagio de cultivo. O pH e temperatura 6tima para a extragao do
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pigmento na cultura mista foi 6,5 e 30-34°C, respectivamente. Sob essas condigdes,
aproximadamente 97% do pigmento total pode ser extraido ap6és 48h do tempo de
incubagao. Quando a enzima crua foi reciclada na cultura mista, a atividade da enzima
litica de 20U.mL™ foi obtida apds um ciclo de incubacédo (48h), com 69% do total de
carotenodides extraidos (FANG & WANG, 2002).

2.8. Efluente da parboilizacao do arroz

O setor agropecuario do Rio Grande do Sul é destague nacional, com
participagéo de 13,42% no total da produgéo brasileira. O cultivo do arroz no estado
abrange cerca de 47,8% do total produzido no Brasil, tornando o Rio Grande do Sul
um dos maiores produtores nacionais deste grao, sendo o Brasil um dos maiores
produtores mundiais. A atividade do plantio e a industria do beneficiamento do arroz
constituem uma das principais atividades econémicas na metade sul do Rio Grande do
Sul, correspondendo a 99,8% da producdo do estado, gerando metade de toda a
producédo nacional, com arrozais irrigados ocupando a faixa litorAnea compreendida
entre os municipios de Rio Grande e Santa Vitéria do Palmar.

O arroz parboilizado representa 25% do total de arroz produzido no Brasil,
assim como no resto do mundo, sendo a parboilizagcdo do arroz definida na legislacao
brasileira como o processo hidrotérmico, no qual o arroz em casca é imerso em agua
potavel com temperatura acima de 58°C, seguido de uma gelatinizacao parcial ou total
do amido e secagem (BRASIL, 1988; AMATO & SILVEIRA, 1991).

O processo de parboilizagao utiliza 1,12L de agua e gera 0,83L de efluente
por kg de arroz em casca, que contém altas cargas de substancias organicas e
nutrientes (FARIA, 2006). Este processo envolve significativo volume de efluente,
cujos nutrientes, em especial o nitrogénio por ele carreado, poderiam ser aproveitados
(QUEIROZ & KOETZ, 1997).

A caracterizagdo fisico-quimica aproximada de um efluente oriundo do
processo de parboilizacao de arroz é apresentada na Tabela 4:
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Tabela 4: Caracterizagao fisico-quimica do efluente da parboilizagédo de arroz.

Parametros (mg.L™) Minimo  Média Maximo
Alcalinidade 4.30 105,0 616,0 1.351,0
Alcalinidade 5.75 408,0 573,0 690,0
Acidos Volateis Totais 120,0 672,0 1.357,0
Cloretos 16,0 162,7 307,0
Demanda Bioquimica de oxigénio (DBO) 1.600,0 3.200,0 4.580,0
Demanda Quimica de oxigénio (DQO) total 1.898,0 4536,0 7.809,0
DQO solavel 1.668,0 4.029,0 7.266,0
Fésforo 340,0 100,0 143,4
Nitrogénio Amoniacal 9,6 35,0 74,4
Nitrogénio Total Kjeldahl 48,0 91,0 141,0
pH 3.4 58 7,6
Solidos Suspensos Totais 118,0 294,0 492,0
Solidos Suspensos Volateis 94,0 249,0 428,0
Sulfetos 5,8 95,0 354,8
Sulfatos 51,0 141,0 202,0

Fonte: FARIA, 2006.

2.9. Consideragoes gerais

De acordo com a revisao bibliografica apresentada nao foram encontradas
pesquisas que realizem o aproveitamento da agua de parboilizacdo do arroz, como
substrato para o meio de cultivo na bioproducdo de astaxantina por Phaffia
rhodozyma. Além deste aspecto, poucos trabalhos enfocam o estudo de fontes
alternativas de nutrientes, como o efluente de parboilizacdo e a estratégia de
planejamento experimental, que visa realizar um menor nimero de experimentos
quando comparado as técnicas convencionais de otimizacdo, alcancando mais

rapidamente a minimizagao de custos e maximizagdo de rendimento do processo.
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CAPITULO 1lI
MATERIAL E METODOS
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3. MATERIAL E METODOS

Neste capitulo serdo descritos os procedimentos experimentais e a
metodologia analitica usadas para o desenvolvimento do estudo da bioproducédo de
astaxantina por Phaffia rhodozyma.

3.1. Selecao do microrganismo

Foram utilizadas 3 cepas de Phaffia rhodozyma NRRL Y-10921, NRRL Y-
10922 e NRRL Y-17268, gentilmente cedidas pela Agricultural Research Service
Culture Collection, vinculada ao Departamento de Agricultura dos Estados Unidos,
para a selecdo da cepa mais promissora quanto a producdo do carotendide
astaxantina.

Os microrganismos, inicialmente liofilizados, foram reativados em caldo YM
(3g.L" de extrato de levedura, 3g.L" de extrato de malte, 5g.L"" de peptona e 10g.L"
de glicose) e mantidos a 4°C em tubos de ensaio contendo meio agar inclinado YM
(mesmos componentes citados anteriormente, adicionados de 30g.L"' de &gar),
segundo instrucdes fornecidas.

Para evitar repiques sucessivos e a possibilidade de mutacéo celular, foi
feito para cada cepa uma suspensdo dos microrganismos cultivados em agar
inclinado, usando 2mL de agua peptonada (0,1%). Essa suspenséao foi passada para
10mL de caldo YM, e incubada a 25°C por 48h. Apods, foi realizado um cultivo
submerso, utilizando os 10mL da cultura em 90mL de caldo YM em erlenmeyer de
500mL, nas mesmas condi¢des citadas anteriormente a 150rpm. Deste meio cultivado
foram retirados 5mL e adicionados em tubos contendo 5mL de glicerol (20%),
previamente esterilizados sendo acondicionados a -18°C.

3.1.1. Preparo do inéculo

O inéculo foi preparado em frascos erlenmeyers de 500mL contendo 90mL
do caldo YM (3g.L" de extrato de levedura, 3g.L" de extrato de malte, 5g.L"" de
peptona, 10g.L" de glicose), adicionados de 0,2g.L"" de KNO; (PARAJO, SANTOS &
VAZQUEZ, 1998 ), sendo previamente esterilizado em autoclave a 121°C por 15
minutos, e adicionado 10mL de cultivo contido no tubo de glicerol previamente
descongelado. O indculo foi incubado a 150rpm, 25°C por 48h, tempo necessario para
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concentragdo celular atingir 1x10® células.mL”, contadas através de camara de
Neubauer (ZHANG et al., 2005).

3.1.2. Bioproducao de carotendides para selecao da cepa de Phaffia rhodozyma

Para selecionar a melhor cepa produtora de astaxantina foram realizados
cultivos em duplicatas em frascos erlenmeyers de 500mL com 153mL do meio de
cultivo. Foram testados dois meios de cultivo, 0 meio YM (3g.L" de extrato de
levedura, 3g.L" de extrato de malte, 5g.L" de peptona e 10g.L™" de glicose) e um
segundo meio de cultivo contendo: 3g.L™" de extrato de levedura, 3g.L" de extrato de
malte, 5g.L"" de peptona e 20g.L"" de sacarose (VAZQUEZ, SANTOS & PARAJO,
1997), que diferiram apenas na substituicdo da fonte de agucar. Os meios de
bioproducéo foram acrescidos de 10% de indculo (17mL), contendo 1x10° células
(ZHANG et al., 2005). O pH inicial do meio foi ajustado para 6,0 e as condicdes
operacionais foram 25°C, 150rpm por 168h.

Amostras foram coletadas a cada 24h, acompanhando a biomassa, o pH e
a concentracao de astaxantina, segundo as metodologias descritas nos itens 3.3.1,
3.3.3 e 3.3.4, respectivamente.

3.2. Maximizacado da bioproducao de astaxantina a partir da Phaffia rhodozyma
NRRL-Y 17268

Na seqliéncia dos experimentos, visando a maximizacdo da bioproducao
do carotendide astaxantina, foi utilizada a cepa da levedura P. rhodozyma NRRL-Y
17268.

Inicialmente foi realizado um planejamento experimental fracionario 2,,°?
(16 ensaios e 4 pontos centrais), com a finalidade de avaliar o efeito da concentracao
dos componentes do meio de cultivo: extrato de levedura, extrato de malte, peptona,
sacarose, efluente da parboilizacdo do arroz e o pH inicial do meio, como mostra a
Tabela 5, tendo como resposta os maximos de biomassa, produgcdo de astaxantina
volumétrica e producao de astaxantina especifica.
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Tabela 5: Matriz do planejamento experimental fracionario 2*? com valores reais e

codificados.
Extrato de Extrato
Ensaio Levedura de Malte P?p:f.':;a Sa(gaLr_?)s e E(f;uf.'?)te H
(g.L™) @Lhy ‘¢ : :
1 1(-1) 1(-1) 1(-1) 5 (-1) 0(-1) 4 (-1)
2 10 (+1) 1(-1) 1(-1) 5 (-1) 180 (+1) 4 (-1)
3 1(-1) 10 (+1) 1(-1) 5 (-1) 180 (+1) 6 (+1)
4 10 (+1) 10 (+1) 1(-1) 5 (-1) 0(-1) 6 (+1)
5 1(-1) 1(-1) 10 (+1) 5 (-1) 180 (+1) 6 (+1)
6 10 (+1) 1(-1) 10 (+1) 5 (-1) 0(-1) 6 (+1)
7 1(-1) 10 (+1) 10 (+1) 5 (-1) 0(-1) 4 (-1)
8 10 (+1) 10 (+1) 10 (+1) 5 (-1) 180 (+1) 4 (-1)
9 1(-1) 1(-1) 1(-1) 20 (+1) 0(-1) 6 (+1)
10 10 (+1) 1(-1) 1(-1) 20 (+1) 180 (+1) 6 (+1)
11 1(-1) 10 (+1) 1(-1) 20 (+1) 180 (+1) 4 (-1)
12 10 (+1) 10 (+1) 1(-1) 20 (+1) 0(-1) 4 (-1)
13 1(-1) 1(-1) 10 (+1) 20 (+1) 180 (+1) 4 (-1)
14 10 (+1) 1(-1) 10 (+1) 20 (+1) 0(-1) 4 (-1)
15 1(-1) 10 (+1) 10 (+1) 20 (+1) 0(-1) 6 (+1)
16 10 (+1) 10 (+1) 10 (+1) 20 (+1) 180 (+1) 6 (+1)
17 5,5 (0) 5,5 (0) 5,5 (0) 12,5 (0) 90 (0) 5(0)
18 5,5 (0) 5,5 (0) 5,5 (0) 12,5 (0) 90 (0) 5(0)
19 5,5 (0) 5,5 (0) 5,5 (0) 12,5 (0) 90 (0) 5 (0)
20 5,5 (0) 5,5 (0) 5,5 (0) 12,5 (0) 90 (0) 5 (0)

Apds a realizacdo do primeiro planejamento experimental foi feito um
testes de diferencas de média, Teste de Tukey (p<0,05), para avaliagdo da
concentracao do extrato de levedura como componente do meio de produgdo. Foram
realizados cultivos em triplicatas, utilizando a metodologia de inéculo descrita no item
3.1.1. O meio de produgdo utilizado foi escolhido a partir dos resultados do
planejamento fracionario e teve a seguinte composicdo: 5g.L"' de extrato de malte,
5g.L" de peptona, 10g.L™" de sacarose, 90g.L" de efluente, pH inicial do meio 5,0 e o
extrato de levedura variando em 3 concentragdes de 0, 0,5 e 1g.L", a 25°C, 150rpm,
durante 168h.

Com base nos resultados anteriores, as variaveis significativas na
bioprodugédo de astaxantina foram escolhidas e as faixas de estudo redefinidas,
realizando um planejamento experimental 2* (16 ensaios e 3 pontos centrais). As
variaveis: concentragdo de extrato de malte, concentragdo de peptona, concentracédo
de sacarose e concentracdo de efluente (Tabela 6) foram estudadas, sendo o pH
inicial mantido em 5,0, a 25°C, 150rpm, por 168h. Foram avaliadas as respostas
maximas da producdo de biomassa, producédo de astaxantina especifica e producao

de astaxantina volumétrica.
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Tabela 6: Matriz do planejamento experimental fracionario 2* com valores reais e

codificados.
Ensaio Extrato de Malte Peptona Sacarose Efluente
(g.L7) (g.L7) (g.L7) (g.L7)

1 8,75 (-1) 8,75 (-1) 15 (-1) 87,5 (-1)
2 16,25 (+1) 8,75 (-1) 15 (-1) 87,5 (-1)
3 8,75 (-1) 16,25 (+1) 15 (-1) 87,5 (-1)
4 16,25 (+1) 16,25 (+1) 15 (-1) 87,5 (-1)
5 8,75 (-1) 8,75 (-1) 35 (+1) 87,5 (-1)
6 16,25 (+1) 8,75 (-1) 35 (+1) 87,5 (-1)
7 8,75 (-1) 16,25 (+1) 35 (+1) 87,5 (-1)
8 16,25 (+1) 16,25 (+1) 35 (+1) 87,5 (-1)
9 8,75 (-1) 8,75 (-1) 15 (-1) 162,5 (+1)
10 16,25 (+1) 8,75 (-1) 15 (-1) 162,5 (+1)
11 8,75 (-1) 16,25 (+1) 15 (-1) 162,5 (+1)
12 16,25 (+1) 16,25 (+1) 15 (-1) 162,5 (+1)
13 8,75 (-1) 8,75 (-1) 35 (+1) 162,5 (+1)
14 16,25 (+1) 8,75 (-1) 35 (+1) 162,5 (+1)
15 8,75 (-1) 16,25 (+1) 35 (+1) 162,5 (+1)
16 16,25 (+1) 16,25 (+1) 35 (+1) 162,5 (+1)
17 12,5 (0) 12,5 (0) 25 (0) 125 (0)
18 12,5 (0) 12,5 (0) 25 (0) 125 (0)
19 12,5 (0) 12,5 (0) 25 (0) 125 (0)
20 12,5 (0) 12,5 (0) 25 (0) 125 (0)

As amostras foram coletadas em tempos de amostragem pré-
determinados para o acompanhamento da concentragdo de biomassa, pH e
concentracdo de astaxantina, segundo metodologias descritas nos itens 3.3.1, 3.3.3 e
3.3.4. No segundo planejamento experimental foi feito o acompanhamento da
concentracao de sacarose inicial e final, segundo a metodologia descrita no item 3.3.2.
As analises dos dados foram realizadas utilizando o programa STATISTICA V. 6.0
(Statsoft).

3.3. Métodos analiticos
3.3.1. Determinacao da concentracao de biomassa

A concentragdo celular ao longo da bioproducdo do carotendide foi
estimada por leitura da absorbancia a 620nm, onde a conversao da absorbancia em

biomassa foi realizada utilizando uma curva padrdo para cada microrganismo,
apresentadas no Anexo (RECH, 1998).
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3.3.2. Determinacao da concentracao de sacarose

A concentracdo de sacarose medida como aclcares nao-redutores foi
determinada através do método DNS adaptado (GARDA-BUFFON, 2002).

3.3.3. Determinacéo do pH

A determinagéo do pH foi realizada através da leitura da amostra em um
pHmetro segundo AOAC (1995).

3.3.4. Determinacao da concentracao de astaxantina

Para a determinacdo da concentracdo de astaxantina foi feita autélise de
0,05g de células secas (48h a 35°C) e congeladas (48h a -18°C) com 2mL de
dimetilsulféxido (DMSO), homogeneizadas em vértex e deixando a reacdo ocorrer por
30 minutos. Apéds a ruptura foi adicionado 6mL de acetona para facilitar a extragéo do
carotendide. A amostra foi centrifugada a 1800g por 10 minutos, a fase solvente
separada e o procedimento de ruptura repetido, até o branqueamento total da célula.
Nas fases solventes, obtidas da centrifugacdo, foram adicionados 10 mL de solugcao
de NaCl 20% (p/v) e 10mL de éter de petréleo. Apods agitacao e separacao de fases foi
feita uma filtracdo através de sulfato de soédio (Na,SO,), e retirada da fase
sobrenadante com auxilio de pipeta. A determinacéo da concentracdo de astaxantina
foi feita em espectrofotometro a 474nm (BONFIM, 1999). O calculo para a
concentracdo de astaxantina especifica foi feito através da Equacédo 1, utilizando o
coeficiente de absortividade especifica 1600 para xantofilas (LIU, WU & HO, 2006).

Hg _ ARV*I0° )
g AIIZ:L * 100 * mumostm
Onde : A = absorbancia; V = volume (mL); Mamostra = Massa celular seca (g);

Al . -
len  =gbsortividade especifica.
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Para o calculo da astaxantina volumétrica foi realizada uma conversao de
unidades utilizando o resultado da astaxantina especifica (ug.g”') e da concentracdo
da biomassa (mg.mL™").

3.4. Caracterizacao parcial do efluente
3.4.1. Determinacao da concentracao de carbono e hidrogénio

As analises de carbono e hidrogénio no efluente de parboilizacdo do arroz
foram realizadas com o Analisador Elementar CHNS/O, Modelo 2400 da Perkin Elmer.
Para a calibragdo do equipamento foi utilizado o material de referéncia certificado
acetanilida, o qual verificou o controle de qualidade das analises. O percentual de
recuperacao das 2 amostras de acetanilidas foi de 100,63% para C e 106,9% para H.
3.4.2. Determinac¢ao da concentracao de nitrogénio

A analise de nitrogénio no efluente de parboilizacdo do arroz foi realizado
utilizando a metodologia oficial para determinacao de nitrogénio total, Método Kjeldahl,
de acordo com a AOAC (1995).

3.4.3. Determinac¢ao da concentracao de agucares totais

Os acucares totais foram determinados através do método de DNS
adaptado (GARDA-BUFFON, 2002).

3.4.4. Determinacao da concentragao de fosforo

A determinacdo da quantidade de fésforo foi realizada através da AOAC
(2000) n® 973.55.

3.4.5. Determinacao da concentracao de sdélidos soluveis totais

A determinagdo da quantidade de solidos sollveis totais foi realizada
através da AOAC (2000) n® 920.193.
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3.4.6. Determinacao da demanda quimica de oxigénio (DQO)

A determinacdo da demanda quimica de oxigénio (DQO) foi avaliada
conforme indicado em Standard Methods (1995), que tem como base a oxidagado da
matéria organica por ebulicdo em presenga do acido sulfurico. A amostra é fervida a
refluxo, com dicromato de potassio e o acido sulfurico, o excesso de dicromato é
titulado com sulfato ferroso amoniacal em presenca de ferroina. A quantidade de
matéria orgénica é proporcional ao dicromato de potassio consumido e € medida como

oxigénio equivalente.
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CAPITULO IV
RESULTADOS E DISCUSSAO
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste capitulo sdo apresentados os resultados e discussdes relativas aos
experimentos realizados para bioproducdo de astaxantina pela levedura Phaffia

rhodozyma.

4.1. Selecao do microrganismo

Foram empregadas 3 cepas da levedura Phaffia rhodozyma:
NRRL Y-17268, NRRL Y-10921 e NRRL Y-10922, para a escolha do microrganismo a
ser utilizado na maximizacao da bioproducéo de astaxantina.

A Figura 6 apresenta a média dos cultivos realizados em duplicata
mostrando o acompanhamento da bioproducdo de astaxantina volumétrica e
especifica, da producdo de biomassa e a variacdo do pH, ao longo de 168h de cultivo,

usando glicose como fonte de agucar.
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Figura 6: Média do acompanhamento da producdo de biomassa, pH, astaxantina
especifica e volumétrica ao longo do cultivo para as cepas estudadas utilizando
glicose.
ATX = astaxantina.

Em relagdo ao pH (Figura 6), a cepa NRRL Y-17268 apresenta o
comportamento caracteristico da levedura. Inicialmente ocorre uma queda do pH até
as 48h de cultivo (4,8) e nas 24h subsequentes ocorre um aumento (7,5), mantendo-
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se em ascensao constante até o término do processo. A cepa NRRL Y-10922
apresenta comportamento semelhante, porém o decréscimo do pH se prolonga até as
72h (4,0) e a elevagéo até as 144h (6,5), sendo constante até 168h de cultivo.

Essa caracteristica de mudanca no pH, é provavelmente devido ao fato da
levedura Phaffia rhodozyma excretar um intermediario carbOnico durante o
crescimento, por exemplo o acido acético, um alcool ou um intermediario do ciclo do
acido citrico, ocasionando a queda no pH. Esse intermediario é posteriormente
reassimilado e estimula uma intensa carotenogénese, que resultara no aumento do
pH. A partir dai, o pH permanece constante indicando o final do processo fermentativo
(BONFIM, 1999; ZENI, 2009). No cultivo de uma cepa de Phaffia rhodozyma mutante
(2A2N), verifica-se 0 mesmo comportamento do pH, apresentando uma queda até o
tempo de 40h, passando a elevar-se nas préximas horas do processo (AN, JANG &
CHO, 2001).

Quanto a cepa NRRL Y-10921 (Figura 6), provavelmente houve alguma
condicdo inadequada ao microrganismo, como a temperatura, que resultou em um
comportamento diferenciado. O pH dessa cepa teve um aumento nas primeiras 24h
(8,5) e manteve-se constante até o final do periodo de cultivo. Provavelmente devido a
este fato, essa cepa apresentou o menor crescimento celular, atingindo o maximo de
2,0g.L". Porém, a bioproducdo de astaxantina alcangou valores de 344,3ug.g”,
mostrando que essa levedura pode ter seguido uma outra via metabdlica e ainda
assim produzido astaxantina, principalmente devido a esse microrganismo produzir o
carotendide como forma de protecdo, em condicées de estresse celular (BONFIM,
1999). Por essa cepa ter apresentado um menor crescimento celular e uma boa
producédo de astaxantina especifica, a producdo de astaxantina volumétrica (relacao
da biomassa com astaxantina especifica) alcangou 0 maximo de 0,7ug.mL™".

Na Figura 6 nota-se que apesar da biomassa maxima (8,1g.L™) ter sido
alcangada pela cepa NRRL Y-10922, foi também a cepa com a menor produgéo
especifica de astaxantina (34,5ug.g”"), resultando na menor produgédo de astaxantina
volumétrica (0,2ug.mL"). A cepa com a maior produgdo de astaxantina volumétrica
(1,5ug.mL™") foi a NRRL Y-17268, que apresentou um crescimento celular maximo de
4,59.L" e a maior producéo de astaxantina especifica (394,4ug.g”).

A Figura 7 mostra a média do acompanhamento da bioproducdo de
astaxantina volumétrica e especifica, da producéo de biomassa e a variacao do pH, ao
longo de 168h de cultivo, usando sacarose como fonte de agucar.
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Figura 7: Média do acompanhamento da producdo de biomassa, pH, astaxantina
especifica e volumétrica ao longo do cultivo para as cepas estudadas utilizando
sacarose.

ATX= astaxantina.

Na Figura 7 pode-se notar que o comportamento do pH para as 3 cepas
estudadas é semelhante. Todas tém uma queda inicial no pH e em seguida, elevam o
pH até o término do cultivo. Fazendo uma comparacédo do pH em relagao a Figura 6
(meio de cultivo contendo glicose), nota-se que na Figura 7 o pH tem uma queda mais
prolongada, o que pode ser atribuido ao fato da levedura partindo do mesmo inéculo
(meio padrao YM, contendo glicose), ter uma fase /ag menor com o meio padrao,
enquanto que no meio de cultivo contendo sacarose esta fase pode ter se prolongado
até que o microrganismo se adapte ao meio.

O crescimento celular (Figura 7) alcancado para a cepa NRRL Y-17268 e
NRRL Y-10922, atingiu a valores maximos de 7,0g.L" e 4,2g.L", respectivamente. A
cepa NRRL Y-10921 apresentou um pequeno crescimento permanecendo
praticamente constante, chegando no maximo a 1,0g.L". A astaxantina especifica e
astaxantina volumétrica tiveram o mesmo comportamento observado da Figura 7. A
cepa NRRL Y-17268 foi a maior produtora de astaxantina, alcangando o maximo de
350,2ug.g9”", seguido da cepa NRRL Y-10921 com 175,1ug.g”" e da cepa NRRL Y-

10922 que novamente foi o microrganismo que apresentou a menor producao,
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21,8ug.g". Relacionando as duas respostas obtidas anteriormente, tem-se a
astaxantina volumétrica que alcangou o maximo de 2,4ug.mL" para a cepa NRRL Y-
17268 e 0,1ug.mL", tanto para a cepa NRRL Y-10921 quanto para a cepa NRRL Y-
10922.

A Tabela 7 apresenta a média dos resultados maximos obtidos quanto a
biomassa e a bioproducdo de astaxantina para as 3 cepas, utilizando glicose e

sacarose.

Tabela 7: Resultados maximos obtidos para biomassa e bioproducdo de astaxantina
para as 3 cepas estudadas, utilizando glicose e sacarose.

. ] Astaxantina especifica Astaxantina
Cepas Biomassa (g.L™) P L p
(ng-g) volumétrica (ug.mL"™)
Glicose Sacarose Glicose Sacarose Glicose Sacarose
17268 45 7,0 394,4 350,2 1,5 2,4
10921 2,0 1,0 344,3 175,1 0,7 0,1
10922 8,1 4.2 34,5 21,8 0,2 0,1

Através da Tabela 7 observa-se que em relacdo a biomassa e a producéo
de astaxantina especifica, os melhores resultados sao utilizando a glicose como fonte
de acticar de 8,1g.L™" (10922) e 394,4ug.g" (17268), respectivamente. Porém, para a
astaxantina volumétrica o maximo alcancado foi 2,4pg.mL" (17268) usando a
sacarose.

Uma vez que o grande interesse é obter uma alta producéo de astaxantina
em uma elevada concentracio celular, o microrganismo selecionado para o estudo do
seqlienciamento deste trabalho foi a cepa Phaffia rhodozyma NRRL Y-17268, que
apresentou os valores maximos observados na Tabela 7, com excegdo da
concentracdo celular em glicose. A escolha da sacarose como fonte de carbono, foi
devido a este acgulcar ter apresentado a maior producédo de astaxantina volumétrica,
além desta fonte de carbono possibilitar estudos futuros de co-produtos industriais
ricos em sacarose.

As cepas estudadas nesse trabalho também foram investigadas para
producéo de carotendides totais por Vazquez, Santos & Paraj6 (1997). As 8 cepas de
Phaffia rhodozyma: ATCC 24202, ATCC 24203, ATCC 24228, ATCC 24229, ATCC
24261, NRRL Y-10921, NRRL-Y 10922 e NRRL-Y 17268 foram estudadas, utilizando
3 fontes de carbono distintas: glicose, sacarose e xilose. As cepas NRRL Y-17268,
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NRRL Y-10922 e NRRL Y-10921, alcancaram utilizando glicose, respectivamente, a
concentragdo de biomassa e de carotendides totais de 5,4g.L™", 5,6g.L", 5,7g.L" e
1,59mg.L”, 0,82mg.L", 0,64mg.L". Utilizando a sacarose, as mesmas cepas
apresentaram a biomassa e carotendides totais de 6,2g.L", 6,3g.L", 59g.L" e
0,31mg.L™, 0,32mg.L", 0,30mg.L™", na mesma sequéncia citada anteriormente. Nesse
estudo a cepa escolhida foi a NRRL Y-17268 cultivada em xilose, com uma
concentracdo de carotenéides totais volumétrica maxima de 3,60mg.L™".

Em virtude das condicdes distintas de temperatura, agitacdo e
provavelmente aeracdo no meio, pode-se observar valores superiores da bioproducao
de astaxantina aos obtidos com a cepa NRRL Y-17268 nesse trabalho.

Na Figura 6 e 7, verifica-se que na producdo de astaxantina especifica
ocorrem pequenas oscilacdes durante a producao, principalmente na cepa NRRL Y-
17268 utilizando sacarose como fonte de acucar. Aliando esse fato ao estudo que
apresenta o perfil dos carotendides produzidos pelas leveduras com 3 tipos de
agucares (glicose, sacarose e xilose), onde o mais complexo é o obtido pela sacarose
(VAZQUEZ, SANTOS & PARAJO, 1997), sugere-se que essa variabilidade possa ser
o motivo das oscilagdes ocorridas nos graficos de producdo. Pois para quantificacao
de astaxantina é necessario um comprimento de onda especifico e a partir do
momento que outros carotendides possam estar presentes, podem interferir na
determinagao.

Assim, foi realizada uma varredura em espectrofotdmetro no comprimento
de onda variando entre 350 a 800nm e a absorbancia entre 0 a 0,8 (Figura 8). Essa
varredura foi feita com uma amostra obtida do cultivo utilizando sacarose e a cepa de
Phaffia rhodozyma NRRL Y-17268.
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Figura 8: Varredura em espectrofotébmetro (Phaffia rhodozyma NRRL Y-17268 em

meio contendo sacarose).

Segundo Davies (1976), através da Figura 8 pode-se verificar 3 picos de
absorbancia, onde o 12 pico tem o valor aproximado de 452nm, podendo representar a
presenca do B-caroteno. O 2° pico é de aproximadamente 480nm, caracteristico da
astaxantina, sendo responsavel pela maior absorcao no éter de petréleo. E o 32 pico
tem o valor aproximado a 516nm, sugerindo a presenca de equinona, em menor
quantidade na amostra analisada.

Esses mesmos carotendides ja foram identificados em analises da
composicao dos carotenoides produzidos pela levedura Phaffia rhodozyma ATCC
24202, tendo o B-caroteno representado 11,7%, a equinona 5,7% e a astaxantina
62,7% da producdo (FONTANA et al., 1996). Na cepa de Phaffia rhodozyma 67-385
também foram verificados os percentuais desses mesmos caroten6ides como 52% de
astaxantina, 6,7% de B-caroteno e 1,1% de equinona (AN, CHO & JOHNSON, 1999).

4.2. Caracterizacao parcial do Efluente

Com o interesse em usar o efluente de parboilizagdo do arroz como
substrato nos meios de cultivo a serem estudados nesse trabalho, foi feita a
caracterizacdo parcial do efluente centrifugado, para remocédo de interferentes do

processo de cultivo da levedura, apresentados na Tabela 8.
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Tabela 8: Caracterizacao parcial do efluente de parboilizagdo do arroz centrifugado.

Parametros Resultados
Carbono total 0,18%
Nitrogénio total 15,19mg.L"
Hidrogénio total 3,11%
Fosforo 30,7mg.L"
Solidos soluveis totais (SST) 3,97g.L"
Aclcares totais 67mg.L"
Demanda Quimica de Oxigénio (DQO) 3.144,53mg.L™"
pH 5,0

A Tabela 8 apresenta a porcentagem de hidrogénio e carbono: 3,11% e
0,18%, respectivamente. E o valor de agucares totais foi 67mg.L™" e de sélidos soliveis
totais (SST) de 3,97g.L™.

O pH observado foi 5,0, estando proximo ao valor médio encontrado em
estudo de caracterizacdo do efluente: 5,8 (FARIA et al, 2006). Queiroz & Koetz
(1997), justificam a variacdo do pH na faixa de 4,02 e 5,80 devido ao tempo de
maceragao no processo de parboilizacdo, quanto maior o tempo menor sera o pH.

Em relagdo ao nitrogénio total o valor encontrado foi de 15,19mg.L",
superior ao encontrado por Queiroz & Koetz (1997), que realizando a caracterizacao
do efluente de parboilizagdo do arroz encontraram o valor médio de nitrogénio total de
9,64mg.L™". Portanto, a quantidade de nitrogénio total desse trabalho esta acima da
média observada. Uma observacédo feita no mesmo trabalho citado anteriormente é
que o efluente é uma excelente fonte de nitrogénio orgéanico, passivel a ser
incorporado na biomassa dos microrganismos. Essa incorporacdo pode levar o
nitrogénio fazer parte da rota metabdlica dos mesmos, contribuindo para a producéo
de seus metabdlitos.

Quanto ao fésforo, verifica-se que o resultado obtido foi de 30,7mg.L™". No
mesmo trabalho citado anteriormente (QUEIROZ & KOETZ, 1997), a quantidade
minima de fésforo foi 11,75mg.L", sendo novamente inferior ao valor encontrado
nesse estudo. Outro trabalho apresenta a caracterizacéo do efluente de parboilizacao
do arroz e tem o fésforo em quantidade minima de 34,0mg.L™ (FARIA et al. 2006),
valor muito préximo ao verificado nesse estudo.

A demanda quimica de oxigénio (DQO) apresentada na foi 3.144,53mg.L™".
Esse valor de DQO é superior ao valor médio (1.742,8mg.L™") de Queiroz & Koetz
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(1997) e ao valor minimo (1.898,0mg.L") de Faria et al. (2006). O alto valor de DQO é
considerado preocupante quando esse efluente é langado em riachos, pois indica uma
alta quantidade de particulas sollveis que serdao utilizadas por microrganismos,
podendo ocasionar o impacto ambiental conhecido como eutrofizacao.

Dessa forma, o efluente de parboilizacdo do arroz avaliado esta de acordo
com os valores obtidos na literatura, possibilitando seu uso no meio de cultivo como
fonte de nitrogénio.

4.3. Maximizacao da bioproducao de astaxantina pela levedura Phaffia
rhodozyma NRRL Y-17268

4.3.1. Planejamento fracionario 2,2

Nesta primeira etapa foi realizado um planejamento experimental para
avaliar o efeito das concentracbes dos componentes do meio de bioproducdo de
astaxantina, que foram: concentragcdo de exirato de levedura, extrato de malte,
peptona, sacarose, agua de parboilizacdo do arroz e o pH inicial do meio. As trés
respostas avaliadas foram os maximos valores alcancados na producéo de biomassa,
producéo de astaxantina especifica e producao de astaxantina volumétrica.

A Tabela 9 apresenta a matriz do planejamento com os valores reais e
codificados das variaveis em estudo, bem como suas respostas.
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Tabela 9: Matriz do planejamento experimental fracionario 2,,°2 com valores reais e codificados, concentragdo maxima de biomassa,

producdo maxima de astaxantina especifica e producdo maxima de astaxantina volumétrica.

Ensaio Extrato de Extrato de Peptona Sacarose Efluente pH Biomassa  Astaxantina  Astaxantina
Levedura (g.L° Malte (g.L") (g.L™") (g.L™" (g.L") (g.L™" especifica volumétrica
) (ug-g™) (ug-mL")
1 1(-1) 1(-1) 1(-1) 5(-1) 0 (-1) 4 (-1) 1,8 317,5 0,4
2 10 (+1) 1(-1) 1(-1) 5(-1) 180 (+1) 4 (-1) 3,4 375,0 1,0
3 1(-1) 10 (+1) 1(-1) 5(-1) 180 (+1) 6 (+1) 4.1 402,7 1,5
4 10 (+1) 10 (+1) 1(-1) 5(-1) 0 (-1) 6 (+1) 43 505,3 1,6
5 1(-1) 1(-1) 10 (+1) 5(-1) 180 (+1) 6 (+1) 3,2 4239 0,8
6 10 (+1) 1(-1) 10 (+1) 5(-1) 0 (-1) 6 (+1) 2,3 538,4 1,3
7 1(-1) 10 (+1) 10 (+1) 5(-1) 0 (-1) 4 (-1) 4,7 482,7 1,8
8 10 (+1) 10 (+1) 10 (+1) 5(-1) 180 (+1) 4 (-1) 4,5 378,6 1,7
9 1(-1) 1(-1) 1(-1) 20 (+1) 0 (-1) 6 (+1) 3,2 370,0 0,9
10 10 (+1) 1(-1) 1(-1) 20 (+1) 180 (+1) 6 (+1) 6,8 323,0 1,8
11 1(-1) 10 (+1) 1(-1) 20 (+1) 180 (+1) 4 (-1) 7,6 348,1 25
12 10 (+1) 10 (+1) 1(-1) 20 (+1) 0 (-1) 4 (-1) 7,1 364,3 2,6
13 1(-1) 1(-1) 10 (+1) 20 (+1) 180 (+1) 4 (-1) 7,1 350,8 2,1
14 10 (+1) 1(-1) 10 (+1) 20 (+1) 0 (-1) 4 (-1) 5,6 410,4 2,3
15 1(-1) 10 (+1) 10 (+1) 20 (+1) 0 (-1) 6 (+1) 8,9 379,5 3,1
16 10 (+1) 10 (+1) 10 (+1) 20 (+1) 180 (+1) 6 (+1) 8,9 307,1 1,4
17 5,5 (0) 5,5 (0) 5,5 (0) 12,5 (0) 90 (0) 5(0) 53 399,9 1,8
18 5,5 (0) 5,5 (0) 5,5 (0) 12,5 (0) 90 (0) 5(0) 4,6 396,8 1,8
19 5,5 (0) 5,5 (0) 5,5 (0) 12,5 (0) 90 (0) 5(0) 5,4 435,5 2,0
20 5,5 (0) 5,5 (0) 5,5 (0) 12,5 (0) 90 (0) 5(0) 45 4489 1,7
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Através da Tabela 9 nota-se que o maximo para as diferentes respostas
foram alcancados em ensaios distintos. O crescimento celular variou de 1,8 (ensaio 1)
a 8,9g.L" (ensaio 15 e 16), a producdo de astaxantina especifica variou de 307,1
(ensaio 16) a 538,4ug.g” (ensaio 6) e a produgdo de astaxantina volumétrica de 0,4
(ensaio 1) a 3,1pug.mL" (ensaio 15). Observa-se também que em geral, os maximos
valores de biomassa encontrados estdo no nivel +1 de sacarose e os maximos de
producéo especifica de astaxantina se encontram no nivel -1 dessa mesma variavel,
indicando a concentragdo dessa variavel € um dos componentes mais influentes do
meio de composi¢cao em estudo.

A literatura relata que a influéncia de diferentes fatores de cultivo na
sintese de astaxantina pela levedura Phaffia rhodozyma tem sido alvo de muitos
estudos. Entretanto, varias questées sobre o0 mecanismo de regulacao da sintese dos
carotendides, incluindo astaxantina, ainda nao estao claros. Nota-se que existem
diferengas quanto a necessidade de fonte de carbono para o crescimento da biomassa
e a sintese maxima de astaxantina, corroborando com os estudos observados nesse
trabalho. Os niveis desse carotenéide aumentam significativamente quando ocorre um
controle no cultivo em condicdes limitadas de fontes carbono e o contrario ocorre em
relagdo a biomassa. Altos niveis de fonte de carbono no meio, especialmente na fase
lag e no inicio da fase exponencial, causam um decréscimo na sintese dos produtos e
a producdo de alcool etilico e acetaldeido aumentam (VUSTIN, BELYKH &
KISHILOVA, 2004).

Embora haja uma maior producdo de astaxantina especifica nos niveis
mais baixos de sacarose (Tabela 9), a producdo de astaxantina volumétrica encontra-
se em niveis mais altos. Isso ocorre devido a astaxantina volumétrica ser uma relacao
direta da biomassa com a producao de astaxantina especifica, tendo resultado nesse
estudo numa maior influéncia da biomassa.

A Figura 9 apresenta o acompanhamento da bioprodugéao de astaxantina,
envolvendo a producdo de biomassa, a producdo de astaxantina especifica e
volumétrica e a variagdo do pH para os ensaios do planejamento fatorial fracionario ao
longo do cultivo.
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Figura 9: Acompanhamento da producdo de biomassa, do pH, da producdo de
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Na Figura 9, observa-se que geralmente quanto maior as concentracoes
dos componentes, mais prolongadas se tornam as quedas do pH e mais tempo
demora a obtencao dos maximos de biomassa. Esse fato provavelmente ocorre devido
a quantidade de substrato que a levedura tem disponivel para metabolizar. Além disso,
quanto mais substrato, maior sera a quantidade de intermediarios carbbnicos que ela
ira excretar e mais tempo ela ira precisar para reassimilar e estimular a
carotenogénese. Esse fato ira refletir no tempo em que o pH ira se manter na faixa do
acido, demorando um pouco mais para conseguir aumentar.

A astaxantina é produzida de forma intracelular, acumulando-se nas
células da Phaffia rhodozyma. Portanto, a maioria dos picos de producdo de
astaxantina apresenta-se nos tempos finais de cultivo. Um estudo analisando as cepas
de Phaffia rhodozyma, demonstraram que culturas velhas contém mais carotenoides
do que culturas jovens, e também um maior nimero de glébulos lipidicos, que fazem
com que a rigidez das células aumentem (BONFIM, 1999).

Outro fato é que a bioproducdo de astaxantina ndo acompanha o
crescimento celular (Figura 9). Isto esta de acordo com o observado na biossintese da
astaxantina por leveduras de Phaffia rhodozyma, que indicaram que esse processo
parece iniciar na fase de crescimento exponencial e continua durante a fase
estacionéria da levedura (BONFIM, 1999).

Através das respostas maximas obtidas para cada ensaio do planejamento
fracionario 2,%2, foi possivel realizar a andlise dos efeitos das varidveis dos
componentes do meio de composicao e do pH inicial, sobre as repostas maximas de:
producéo de biomassa, producido de astaxantina especifica e producéo de astaxantina
volumétrica (Figura 10).
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Figura 10: Efeitos principais na bioproducdo de astaxantina para: producdo de
biomassa (a); producdo de astaxantina especifica (b); producdo de astaxantina
volumétrica (c). *p<0,1, **p<0,15
E.L. = extrato de levedura; E.M. = extrato de malte; P = peptona; S = sacarose; E =
efluente de parboilizagéo do arroz.

O efeito principal de uma variavel independente pode ser entendido como
a variacio causada na resposta (variavel dependente), quando percorremos todos os
niveis de variagao da variavel independente que esta sendo avaliada, em separado
das demais variaveis (RODRIGUES & IEMMA, 2005).

Na Figura 10, verificou-se que o incremento na concentracao de extrato de
levedura do nivel -1 para o nivel +1 ndo mostrou ser significativo, na faixa estudada,
para nenhuma das respostas em estudo.

O aumento da concentracdo do extrato de levedura também foi observado
como nao significativo para a bioproducéo de carotendides utilizando outras cepas de
Phaffia rhodozyma. Num estudo de otimizagdo de fontes de nitrogénio para a
producao de astaxantina pela levedura Phaffia rhodozyma 7B12, foram avaliadas 9
fontes: carbamida, aménio acético, NH4Cl, KNOs, (NH4).SO4, ambnio oxalico, peptona,
extrato de carne e extrato de levedura. Os autores observaram que o extrato de

levedura nao apresentou efeito significativo na producédo do carotendide (NI et al.,
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2007). Porém, o efluente de parboilizagdo do arroz € uma excelente fonte de
nitrogénio organico, que € passivel de incorporagao na biomassa. Podendo assim, ter
sido preferencialmente utilizado pela levedura, substituindo a fonte de nitrogénio
disponivel no extrato de levedura.

Ainda, corroborando com esse fato, um estudo da otimizacdo do
crescimento celular e da producido de carotendide pela levedura Xanthophyllomyces
dendrorhous (Phaffia rhodozyma) ENM 5, através da técnica de planejamento
experimental, teve 7 variaveis estudadas: glicose, (NH4).SQO,, pH, extrato de levedura,
agua de maceragao de milho, MgSQO47H.O e KH,PO4. Dentre essas variaveis, o
extrato de levedura ndo apresentou efeito estatisticamente significativo (LIU & WU,
2007).

O aumento na concentracdo de extrato de malte de 1 para 10g.L",
apresentou um efeito positivo e estatisticamente significativo (p<0,1), aumentando a
concentragdo de biomassa em média de 2,1g.L" e a producdo de astaxantina
volumétrica em 0,7pg.mL™".

A modificacdo na variavel independente concentragcdo de peptona de 1
para 10g.L™, resultou num efeito positivo estatisticamente significativo (p<0,1) para as
3 variaveis dependentes estudadas, incrementando em média 0,9g.L™" na biomassa,
33,2ug.g’ na producdo de astaxantina especifica e 0,3ug.mL" na produgéo
volumétrica de astaxantina.

A fonte de carbono, representada pela sacarose passando de 5 para
20g.L" apresentou o efeito mais influente, distinto e significativo para todas as
respostas. Para a concentracdo de biomassa e producdo volumétrica do carotendide
esse aumento foi positivo, incrementando em média 3,4g.L" e 0,82ug.mL". No
entanto, para a producdo especifica o efeito foi negativo, diminuindo em média
71,4p9.9".

Para a variavel efluente de parboilizacdo do arroz, quando a concentracédo
passou do nivel -1 para o nivel +1 houve um acréscimo na produg¢ao da biomassa de
em média 1g.L". Para a producdo de astaxantina especifica e volumétrica esse
acréscimo na concentragdo teve efeito negativo, diminuindo em média 57,4pug.g" e
0,15pg.mL"", respectivamente.

O incremento do pH inicial do meio de 4,0 para 6,0 ndo apresentou efeito
significativo para concentracdo de biomassa. Porém, na producdo de astaxantina
especifica o efeito foi positivo (p<0,15), aumentando em média a producao especifica
em 27.8ug.g’. E na producdo volumétrica mostrou um efeito estatisticamente
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significativo (p<0,1) e negativo, diminuindo em média 0,25ug.mL™" na bioprodugédo do
carotendide. Como o pH teve efeito positivo para astaxantina especifica e negativo
para a volumétrica, decidiu-se fixar o pH no ponto central. Além deste aspecto outros
estudos observaram o pH 5,0 sendo o mais adequado para ambos 0s casos:
crescimento celular e produgao de astaxantina (KUSDIYANTINI et al., 1998; HU et al.,
2006; LIU & WU, 2007).

A partir do resultados obtidos nesta etapa, decidiu-se que a presenca da
concentragéo de extrato de levedura numa faixa inferior a 1g.L" ser4 estudada através
de um teste de diferenca de médias. As faixas das variaveis extrato de malte (8,75 a
16,25g.L"), peptona (8,75 a 16,25g.L") e sacarose (15 a 35g.L") foram ampliadas e a
variavel efluente (87,5 a 162,5g.L"") diminuida, visando uma maior bioprodugéo.

A partir dos resultados obtidos neste planejamento experimental foram
selecionadas para préxima etapa do planejamento as seguintes variaveis: extrato de
malte (8,75 a 16,25g.L"), peptona (8,75 a 16,25g.L"), sacarose (15 a 35g.L") e
efluente de parboilizacdo do arroz (87,5 a 162,5g.L""), ampliando as faixas de estudo
para maximizagédo da bioprodugao de astaxantina. O pH foi fixado em 5,0 e o extrato
de levedura foi estudado em um teste de diferengca de médias para verificar a

continuidade dos experimentos com essa variavel.
4.3.2. Teste de Tukey com extrato de levedura

Através da avaliacdo dos resultados no planejamento fracionario, pode-se
perceber que o extrato de levedura ndo apresentou efeito significativo em nenhuma
das respostas avaliadas na faixa de concentracdo estudada de 1 a 10g.L™.
Provavelmente, esse fato deve ter ocorrido devido ao uso da agua de parboilizacao do
arroz, que é rica em nitrogénio organico e pode ter sido preferencialmente utilizada
pela levedura P. rhodozyma, agindo como um substituinte dessa fonte essencial para
0 seu metabolismo.

Dessa forma, foi feito um cultivo em concentragdes inferiores a estudada
no planejamento fracionario, com 3 concentragdes diferentes de extrato de levedura 0,
0,5e 1,0g.L", em triplicata, para que fossem avaliados se ha diferenca da auséncia ou
presenca em até 1g.L" do extrato de levedura para bioproducdo do carotendide
visando uma possivel eliminacdo deste constituinte do meio para continuidade do

estudo, através do teste de Tukey.
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A Figura 11 apresenta a média do comportamento da produgdo de
biomassa, producido de astaxantina especifica, produgcao de astaxantina volumétrica e
da variagado de pH, para as 3 concentragdes de extrato de levedura estudadas, ao
longo do cultivo.
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Figura 11: Acompanhamento da média da producdo de biomassa, da produgédo de
astaxantina especifica, astaxantina volumétrica e variagao do pH ao longo do cultivo
para o teste com as diferentes concentragdes de extrato de levedura.

ATX = astaxantina.

Na Figura 11, pode-se notar que houve pouca diferenga na utilizagdo das 3
concentracées de extrato de levedura utilizadas para os parametros estudados. A
biomassa teve um acréscimo na sua producdo para todas as concentracdes
estudadas até o tempo de 120h e depois se manteve constante até o término da
bioprodugdo. Os valores de crescimento celular maximo atingido para as
concentragdes de 0, 0,5 e 1g.L™" foram respectivamente 9,4g.L™", 8,0g9.L" e 8,7g.L™.

Na mesma figura citada anteriormente, o pH tem o comportamento
caracteristico das leveduras, decrescendo até o tempo de 72h e 96h, elevando-se nas

préximas 24h e se mantém constante até o término do cultivo.
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A produgdo de astaxantina especifica foi ascendente ao longo do
processo, apresentando os maximos ao final das 168h com 359,5ug.g” (0g.L™"),
385,9ug.g" (0,59.L" de extrato de levedura) e 345,4ug.g" (1,09.L" de extrato de
levedura).

A produgdo de astaxantina volumétrica comportou-se de forma
semelhante a especifica, chegando ao final da bioproducdo nos seguintes valores:
3,0pg.mL™" para as concentragdes de 0 e 0,5g.L" de extrato de levedura e 2,8ug.mL"’
para a concentracdo 1g.L"' de extrato de levedura.

Na Tabela 10 encontram-se os resultados do teste de Tukey para as
concentracbes de extrato de levedura estudadas. As respostas avaliadas foram
biomassa, producdo de astaxantina especifica e producéo de astaxantina volumétrica.
Observa-se que para as respostas producao de astaxantina especifica e astaxantina
volumétrica ndo houve diferenca significativa entre as médias das concentracées. Para
a resposta biomassa houve diferenca entre as médias da concentracao de extrato de
levedura em 0g.L" e 0,5g.L" e ndo houve diferenca de ambas em relacdo a
concentracdo de 1g.L™". Sendo o efluente de parboilizagdo do arroz uma fonte de
nitrogénio substitutiva e ndo havendo diferenca entre a presenca ou nao do extrato de
levedura, optou-se em retirar o extrato de levedura para o seqgiienciamento do estudo
com o planejamento fatorial completo, visando uma diminui¢do de custos com o meio

de producéo.

Tabela 10: Teste de Tukey para as diferentes concentragdes de extrato de levedura

na bioproducio de astaxantina.

Concentracao de extrato Biomassa Astaxantina Astaxantina
de levedura (g.L™) (9.L™) especifica (ug.g™") volumétrica
(Mg.mL")
0 9,3+0,1% 359,5 + 23,12 3,0+0,1%
0,5 8,2+0,3° 385,9 +5,6% 3,0+0,1°
1 8,8 +0,22° 345,4 + 31,4% 2,8+0,2%

Letras diferentes na mesma coluna representam que ha diferenga significativa
(p<0,05).
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4.3.3. Planejamento fatorial completo 2*

Um planejamento experimental completo 2* foi realizado para avaliar o
efeito das concentracdes das variaveis: concentracao de extrato de malte, de peptona,
de sacarose e de efluente de parboilizagdo do arroz. As respostas avaliadas foram o
maximo da produgao de biomassa, producdo de astaxantina volumétrica e especifica
ao longo do cultivo. Sendo realizado o acompanhamento do consumo de sacarose e
variagao do pH ao longo do processo, além das respostas em estudo.

A matriz do planejamento completo com os valores reais e codificados das
variaveis e suas respectivas respostas estdo apresentados na Tabela 11.
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Tabela 11: Matriz do planejamento experimental fracionario 2* com valores reais e codificados, concentracdo maxima de

biomassa, produgdo maxima de astaxantina especifica e producdo maxima de astaxantina volumétrica.

Ensaio Extrato de Peptona Sacarose Efluente Biomassa Astaxantina Astaxantina Astaxantina Desvio Acucar
Malte (g.L™") (g.L") (g.L™) (g.L™ (g.L™) especifica volumétrica  prevista relativo residual
(ng.g") (ug-mL™) (%) (%)
1 8,75 (-1) 8,75 (-1) 15 (-1) 87,5 (-1) 7,6 504,0 3,4 3,3 2,9 6,2
2 16,25 (+1) 8,75 (-1) 15 (-1) 87,5 (-1) 9,7 628,8 5,3 5,4 -1,9 7,8
3 8,75 (-1) 16,25 (+1) 15 (-1) 87,5 (-1) 7,1 370,5 2,4 2,5 -4,2 6,4
4 16,25 (+1) 16,25 (+1) 15 (-1) 87,5 (-1) 8,6 576,5 5,0 4,9 2,0 17,3
5 8,75 (-1) 8,75 (-1) 35 (+1) 87,5 (-1) 10,1 336,0 3,1 3,1 0,0 4,4
6 16,25 (+1) 8,75 (-1) 35 (+1) 87,5 (-1) 10,0 502,4 5,0 4,4 13,6 18,4
7 8,75 (-1) 16,25 (+1) 35 (+1) 87,5 (-1) 9,3 312,2 2,7 2,5 7,4 11,9
8 16,25 (+1) 16,25 (+1) 35 (+1) 87,5 (-1) 9,4 530,1 3,9 3,9 0,0 20,1
9 8,75 (-1) 8,75 (-1) 15 (-1) 162,5 (+1) 6,7 593,6 4,0 3,7 7,5 5,0
10 16,25 (+1) 8,75 (-1) 15 (-1) 162,5 (+1) 7,2 540,8 3,9 3,9 0,0 4,6
11 8,75 (-1) 16,25 (+1) 15 (-1) 162,5 (+1) 7,3 420,0 3,0 2,5 16,7 12,9
12 16,25 (+1) 16,25 (+1) 15 (-1) 162,5 (+1) 8,4 491,6 3,9 3,3 15,4 6,3
13 8,75 (-1) 8,75 (-1) 35 (+1) 162,5 (+1) 10,4 379,5 3,6 3,7 2,8 4,0
14 16,25 (+1) 8,75 (-1) 35 (+1) 162,5 (+1) 10,9 355,3 2,9 2,9 0,0 11,9
15 8,75 (-1) 16,25 (+1) 35 (+1) 162,5 (+1) 9,0 485,3 3,5 3,1 11,4 8,2
16 16,25 (+1) 16,25 (+1) 35 (+1) 162,5 (+1) 7,9 399,6 2,3 2,3 0,0 9,2
17 12,5 (0) 12,5 (0) 25 (0) 125 (0) 8,6 402,6 2,6 3,5 -20,7 3,1
18 12,5 (0) 12,5 (0) 25 (0) 125 (0) 8,0 4242 2,7 3,5 -29,6 5,4
19 12,5 (0) 12,5 (0) 25 (0) 125 (0) 9,6 351,9 2,8 3,5 -25,0 3,2
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A Figura 12 apresenta o acompanhamento da producédo de biomassa, da
producdo de astaxantina especifica, da producdo de astaxantina volumétrica e a
variagao do pH, para os ensaios do planejamento fatorial completo.
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Figura 12: Acompanhamento da producédo de biomassa, da produgédo de astaxantina

especifica, da astaxantina volumétrica e da variagdo do pH, ao longo do cultivo para o

planejamento experimental completo 2*: ensaio 1 ao 5 (a); ensaio 6 ao 10 (b); ensaio
11 ao 15 (¢); e ensaio 16 ao 20 (d).
ATX: astaxantina.
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Na Tabela 11 e Figura 12, pode observar que os maximos de biomassa
alcancados variaram de 6,7g.L" (ensaio 7) a 10,99.L™" (ensaio 14). Para producédo de
astaxantina especifica, essa variacdo foi de 312,2ug.g”' (ensaio 7) para 628,8ug.g"
(ensaio 2). Na produgéo volumétrica foi observado o mesmo comportamento variando
de 2,3ug.mL™" (ensaio 16) a 5,3ug.mL" (ensaio 2). Todas as respostas apresentaram
valores superiores ao planejamento fracionario: 8,9g.L", 538,4ug.g”" e 3,1ug.mL",
respectivamente. O agucar residual variou de 3,1% (ensaio 17) a 20,1% (ensaio 8).

Na Figura 12, nota-se que o pH continua a prolongar o periodo de queda
conforme aumentam as concentracées dos componentes do meio de cultivo,
corroborando com o planejamento fracionario estudado no item 4.3.1.

A Figura 13 apresenta os graficos de efeitos principais para a producao de
biomassa, producao de astaxantina especifica e volumétrica. Nessa figura, verifica-se
que para a biomassa a Unica variavel com efeito significativo positivo € a sacarose,
aumentando essa resposta em torno de 1,8g.L™" quando passa do nivel -1 (15g.L™)
para o nivel +1 (35g.L™).

Para a producdo de astaxantina especifica, a sacarose também
apresentou efeito estatisticamente significativo, porém negativo. Essa resposta
também mostrou efeito da interagéo do extrato de malte e do efluente negativo.

Para a producao de astaxantina volumétrica o efeito de todas as variaveis
foi significativo, com excecao das interac6es da peptona com as demais variaveis e da

sacarose com o efluente.
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Figura 13: Efeitos principais e de interagdo na bioproducdo de astaxantina para:
producédo de biomassa (a); producdo de astaxantina especifica (b); producdo de
astaxantina volumétrica (c). *p<0,05
E.L. = extrato de levedura; E.M. = extrato de malte; P = peptona; S = sacarose; E =
efluente de parboilizagéo do arroz.
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Através da andlise de variancia (ANOVA), verificou-se que néo foi possivel
obter um modelo para a producao de biomassa e producao de astaxantina especifica.

Para verificacdo de um modelo linear para bioproducéo de astaxantina por
Phaffia rhodozyma NRRL Y-17268, considerando as varidveis: extrato de malte,
peptona, sacarose e efluente de parboilizagdo do arroz, foram calculados os
coeficientes de regresséo e feita a ANOVA. Os resultados estdo apresentados na
Tabela 12 e 13.

Tabela 12: Coeficientes de regresséo e erro padrdao para producdo de astaxantina

volumétrica.
Coeficiente _
_ Erro padrao t(2) P
de regressao

Média* 3,59 0,02 152,1 0,000043
(1) Extrato de malte* 0,81 0,50 16,2 0,003766
(2) Peptona* -0,56 0,50 -11,2 0,007809
(3) Sacarose* -0,49 0,50 -9,8 0,010356
(4) Efluente* -0,46 0,50 9,2 0,011486
1x2 0,06 0,50 1,2 0,337734
1x3* -0,51 0,50 -10,2 0,009384
1x4* -1,09 0,50 21,8 0,002107
2x3 0,01 0,50 0,2 0,825922
2x4 0,14 0,50 2,8 0,110703
3x4 -0,14 0,50 -2,8 0,110703

*valores estatisticamente significativos a 95% de confianga (p<0,05)
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Tabela 13: Andlise de varidncia para bioproducdo de astaxantina volumétrica do

planejamento experimental completo 2*.

Fonte de Soma Graus de Média F calculado
variagao quadratica liberdade quadratica
Regressao 12,48 6 2,08 10
Residuo 2,52 12 0,21
Falta de ajuste 2,5 10
Erro puro 0,02 2
Total 14,0 18

Coeficiente de correlacao R: 0,82

% variacdo explicada (R®= 0,67)

% maxima variagao explicavel (SQr-SQgp)/SQr = 99,86
Fogs;6;12 = 3,0

Observando a Tabela 12 é possivel perceber que todos os termos dos
coeficientes de regressao das variaveis independentes obtidos foram estatisticamente
significativos a 95% de confianca e para as interacbes s6 foram significativos os
coeficientes entre o extrato de malte e a sacarose e entre o extrato de malte e o
efluente. Sendo assim, os coeficientes que ndo apresentaram significancia (p<0,05)
foram incorporados a falta de ajuste para o calculo da ANOVA que esta apresentada
na Tabela 13.

A variacdo explicada (R?) pelo modelo foi boa, cerca de 70% e o
coeficiente de correlacdo (R) foi de 0,82, que mostra que o modelo obtido é bom para
explicar o processo estudado. A partir do valor da maxima variacdo explicavel de
99,86%, pode-se notar que o erro puro do processo foi muito pequeno, em torno de
0,1%

Astaxantina volumétrica = 3,49 + 0,41(Extrato de malte) — 0,28(Peptona) —
0,24(Sacarose) — 0,23(Efluente) — 0,26(Extrato de malte x Sacarose) -
0,54 (Extrato de malte x Efluente) (2)

Foram calculados, conforme apresentado na Tabela 11, os desvios
relativos entre os resultados experimentais e preditos pelo modelo, mostrando que a
Equagdo 2 prevé bem o comportamento da bioproducdo de astaxantina frente a
variagdo da concentracdo do extrato de malte, peptona, sacarose e efluente de
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parboilizagdo do arroz. Os desvios devem ficar abaixo de 20% para ser aceitavel para
processos fermentativos (MANERA, 2006), o que nao ocorreu somente para 0s pontos
centrais.

A partir do modelo obtido foi possivel construir as superficies de contorno
(Figura 14), para analisar as melhores condi¢gdes de concentragao de extrato de malte,
peptona, sacarose e efluente de parboilizacdo do arroz para a maximizacdo da
producéao de astaxantina volumétrica.
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Figura 14: Superficies de contorno para a producdo de astaxantina volumétrica como

funcdo da concentragdo do extrato de malte e da peptona; do extrato de malte e da

sacarose; do extrato de malte e do efluente; da peptona e da sacarose; da peptona e

do efluente; da sacarose e do efluente.
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Através da analise das superficies, verifica-se que para obter altas
produgdes de astaxantina volumétrica, deve-se trabalhar com elevadas concentracdes
de extrato de malte e com baixos valores de peptona, sacarose e agua de
parboilizagdo do arroz. Assim, verifica-se que a condicdo para maximizar essa
producdo é uma concentracdo de extrato de malte de 16,25g.L", concentracdo de
peptona de 8,75g.L", concentracdo de sacarose de 15g.L"' e de efluente de
parboilizacdo do arroz de 87,5g.L", atingindo uma producdo de astaxantina
volumétrica de 5,4pg.mL", prevista pelo modelo.

Para a validacdo do modelo empirico esta apresentado o ensaio 2 (Tabela
11), onde as variaveis se encontram nos niveis verificados para a maximizacao da
bioproducdo de astaxantina: extrato de malte no nivel +1 (16,25g.L™") ; peptona no
nivel -1 (8,75g.L™"); sacarose no nivel -1 (15g.L™") e 4gua de parboilizagéo de arroz no
-1 (87,59.L"). A Figura 15 mostra a cinética do ensaio 2, em que pode-se observar que
a biomassa alcancou o valor de 9,7g.L", a producdo de astaxantina especifica
628,81g.9" e a producéo de astaxantina volumétrica 5,3ug.mL™".
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Figura 15: Acompanhamento cinético do ensaio 2 do planejamento completo 2*.

A Figura 16 apresenta a superficie de resposta com as variaveis sacarose
e efluente de parboilizagdo do arroz fixadas no nivel -1, condigbes para a maximizacao

da bioprodugao de astaxantina.
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Figura 16: Superficie de resposta com as variaveis sacarose e efluente de

parboilizagéo do arroz fixadas no nivel -1.

Na Figura 16, observa-se que fixando as varidveis sacarose e efluente no
nivel -1, tem-se a maximizagao da produgdo de astaxantina volumétrica no nivel +1
(16,25g.L™") da sacarose e no nivel -1 (8,75g.L") da peptona e assim atingindo o valor
méaximo de 5,4ug.mL".

A Figura 17 apresenta uma ilustragdo do ensaio 2 do planejamento
completo através do cultivo submerso pela levedura Phaffia rhodozyma NRRL Y-

17268.

TE. 420

Figura 17: Cultivo submerso da levedura Phaffia rhodozyma NRRL Y-17268.
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A Tabela 14 apresenta os resultados de producado especifica e volumétrica
de algumas cepas selvagens e mutantes, em que podemos observar que todos os
valores de astaxantina volumétrica encontrados nas cepas selvagens sdo inferiores
aos obtidos nesse trabalho. Exceto ao estudo realizado com a mesma cepa (NRRL Y-
17268), utilizando um meio de cultivo contendo xilose suplementado com fontes de
nitrogénio organico em concentragcdes de 5g.L"', que favoreceu provavelmente a
producéo de astaxantina, obtendo 5,2mg.mL™" do carotenéide.

Com relacido as cepas mutantes, que sofrem alteragdes genéticas para se
tornarem hiperprodutoras, pode-se notar que nem sempre os valores obtidos sao téao
superiores aos encontrados pelas cepas selvagens. Como a levedura Phaffia
rhodozyma NCHU-FS501, Phaffia rhodozyma 2A2N e Phaffia rhodozyma 7B12, que
apresentaram uma producao volumétrica de 9,1; 8,1 e 7,71mg.L", inferiores as demais
cepas mutantes e bem préximos aos encontrados pelas cepas selvagens.
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Tabela 14: Producao especifica e volumétrica de astaxantina por cepas selvagens e mutantes de Phaffia rhodozyma.

Cepa Astaxantina Astaxantina Referéncia
especifica volumétrica
Selvagens
Phaffia rhodozyma 67-385 550,0pg.9" Schroeder & Johnson, 1995(b)
Phaffia rhodozyma ATCC 24228 1,8mg.L™" Parajo6 et al., 1997
Phaffia rhodozyma NRRL Y-17268 3,60mg.L" Vazquez, Santos & Parajé, 1997
Phaffia rhodozyma NRRL Y-10921 1,63mg.L" Vazquez, Santos & Parajé, 1997
Phaffia rhodozyma NRRL Y-10922 3,05mg.L™" Vazquez, Santos & Paraj6, 1997
Phaffia rhodozyma ATCC 24228 2,14mg.L™" Cruz & Parajo, 1998
Phaffia rhodozyma NRRL Y-17268 5,2mg.mL" Parajo, Santos & Vazquez, 1998
Phaffia rhodozyma 67-385 310pg.g™ An, Cho & Johnson, 1999
Phaffia rhodozyma ATCC 24202 2,37mg.L" Chociai et al., 2002
Phaffia rhodozyma NRRL Y-10921 850ug.9" Dominguez-Bocanegra & Torres-Mufoz, 2004
Phaffia rhodozyma ATCC 24202 383,73 ug.g” Moriel et al., 2005
Phaffia rhodozyma AS 2.1557 3,5mg.L" Wang, Yu & Zhou, 2006
Phaffia rhodozyma NRRL Y-10921 1.850 pg.g" Dominguez-Bocanegra, Ponce-Noyola &
Torres-Munoz, 2007
Phaffia rhodozyma Past-1 1516,0 pg.g™ Ni et al., 2008
Mutantes
Phaffia rhodozyma PR190 1,8mg.g" 33,7mg.L" Kusdiyantini et al., 1998
Phaffia rhodozyma PR-18 481,0 pg.g" Bonfim, 1999
Phaffia rhodozyma 25-2 8,1mg.L" Ramirez, Gutierrez & Gschaedler, 2001
Phaffia rhodozyma 2A2N 40,0mg.L" An, Jang & Cho, 2001
Phaffia rhodozyma NCHU-FS501 9,1mg.L" Fang & Wang, 2002
Phaffia rhodozyma VKPM Y-2409 7,0mg.g" Vustin, Belykh & Kishilova, 2004
Xanthophyllomyces dendrorhous 46 1,52mg.g" 27,05mg.L" Hu et al., 2006
Xanthophyllomyces dendrorhous ZJUT003 2,57mg.g” 52,32mg.L" Zheng et al., 2006
Xanthophyllomyces dendrorhous ENM 5 1,56mg.g" 14,5mg.L" Liu & Wu, 2006
Xanthophyllomyces dendrorhous ENM 5 1,15mg.g" 18,6mg.L" Liu & Wu, 2007
Phaffia rhodozyma 7B12 1,00mg.g” 7,71mg.L" Ni et al., 2007
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5. CONCLUSOES

Os estudos realizados durante este trabalho permitem as seguintes

conclusoes:

- Dentre as 3 cepas estudadas da levedura Phaffia rhodozyma NRRL Y-17268, NRRL
Y-10921 e NRRL Y-10922, a que se apresentou como a mais promissora na
bioproducao de astaxantina foi a cepa NRRL Y-17268. Este microrganismo alcancou
uma producdo maxima de 7g.L" de concentracéo celular, 350,2ug.g”' de astaxantina
especifica e 2,4ug.mL" de astaxantina volumétrica. Sendo selecionada para os
estudos da maximizacdo da producdo do carotenodide, através da metodologia do
planejamento experimental e andlise das superficies de contorno.

- No planejamento fracionario 2,,*%, pode-se concluir que o aumento na concentragao
da sacarose foi a variavel que mais influenciou no cultivo de astaxantina para alcancar
o maximo de concentracdo celular e producdo de astaxantina volumétrica, sendo o
efeito inverso observado para a producdo de astaxantina especifica. Através dos
efeitos observados visando o aumento da bioprodugdo do carotenoide, foi visto a
necessidade da ampliagcdo das faixas de sacarose, extrato de malte e peptona € o
estreitamento da faixa de concentracdo da agua de parboilizacao do arroz. Os valores
méximos obtidos nesse planejamento foram 8,9g.L" de biomassa, 538,4ug.g" de
astaxantina especifica e 3,1ug.mL" de astaxantina volumétrica.

- A presenga do extrato de levedura nos meios de cultivo estudados mostrou-se
desnecessaria, verificado através do Teste de Tukey, permitindo a retirada deste
constituinte do meio de produgéo.

- Através do planejamento experimental completo 2*, concluiu-se que somente a
producdo de astaxantina volumétrica apresentou um modelo linear e as melhores
condigbes para a maximizagao da bioprodugdo foram: concentragdo de extrato de
malte 16,25g.L™", concentracdo de peptona 8,75g.L™", concentracdo de sacarose 15g.L"
' concentracdo de efluente de parboilizagéo do arroz 87,5g.L™, pH inicial 5,0, a 25°C,
150rpm durante 168h. Nessas condicbes a producdo de astaxantina volumétrica
alcangou 5,3pug.mL™".
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5.1. SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Com base nos resultados e conclusbes obtidos neste trabalho sugere-se
para trabalhos futuros:

e Avaliar um meio de cultura contendo um substrato que seja rico em sacarose,
como o caldo da cana-de-agucar.

e Otimizar o meio de cultura para bioproducdo de astaxantina em relagdo a
agitacao e aeracao.
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Figura 1: Curva padrao de biomassa da cepa 17268.
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Figura 2: Curva padrao de biomassa da cepa 10921.
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Figura 3: Curva padrao de biomassa da cepa 10922.
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