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RESUMO

Os carotenoides sdo corantes naturais produzido por diferentes organismos vivos tais
como algas, plantas e uma vasta gama de seres unicelulares, via acdo metabdlica. A
literatura tem mostrado que h&a uma aplicacdo bastante diversificada para tais bioativos
em varios setores da industria, como na pigmentacdo e enriquecimento de alimentos,
suplementacdo de racdo animal e composicao de farmacos. A rota de obtencdo por via
microbioldgica tem se mostrado uma alternativa bastante interessante uma vez que a
conducdo de tal processo ndo necessita de uma grande &rea operacional e ndo esta
condicionada as intempéries ambientais. Além disso, a sintese biotecnoldgica promove
uma conotacdo natural e biologicamente amigavel, do ponto de vista do consumo
humano, ao produto final. Tendo em vista a grande relevancia que tais produtos de
origem microbioldgica vém recebendo nas ultimas décadas, o presente trabalho estudou
a avaliacdo do uso do bagaco do sisal como substrato na producdo biotecnoldgica de
carotenoides. Os seguintes teores de umidade, lignina, hemicelulose, celulose e cinzas
foram obtidos na caracterizacdo do material por analise termogravimétrica: 11,15%,
12,75%, 20,16%, 17,92% e 6,72%, respectivamente. Na etapa de tratamento &acido, a
condicdo que forneceu uma maior concentracdo de acUcares fermentesciveis, 28,97 g/L,
foi realizada utilizando-se 5,5% de H,SO, e 3h de reacdo em autoclave a uma propor¢éao
de 1:10 (m/v). A detoxificacdo do hidrolisado promoveu um percentual de remocéo de
acido aceético equivalente a 100%. A analise do crescimento da levedura Rhodotorula
mucilaginosa também foi realizada, obtendo-se 0s seguintes parametros cinéticos, para
o cultivo em hidrolisado detoxificado e para o ndo tratado: produtividade em células
(Py): 0,0489 e 0,0201 g/L.h, velocidade especifica de crescimento maxima (Mmax):
0,1983 e 0,1772 h™, tempo de geracdo (Tg): 3,50 e 3,91 h e fator de conversdo de
substrato em ceélulas (Yxs): 0,8859 e 0,5576 g/g.

Palavras-chaves: Bagaco do sisal, Carotenoides, Producéo biotecnoldgica e Cinética de

crescimento.



ABSTRACT

The carotenoids are natural pigments produced by different kinds of organisms like
algae, plants and a large group of unicellular beings, by metabolic action. The literature
has been shown that there is a large application for it in so much parts of the industry
how the pigmentation and food nutritional enrichment, animal food supplementation
and pharmaceuticals formulation. The microbiological synthesis rout has been shown
that it be a great option because there is no need of a great area of cultivation and not
correlation with the climate changes. Besides that, the microbiological synthesis give a
natural and biological friendly connotation to the product. In view of the big relevance
of it microbiological products in the last decade, this academic work studied the
evaluation of the sisal pulp like subtract in the carotenoids biological production. The
follow percentages of moisture, lignin, hemicellulose, cellulose and ashes, were
obtained by thermogravimetric analysis: 11.15%, 12.75%, 20.16%, 17.92% and 6.72%,
respectively. In the acid pretreatment stage, the condition who given the best reducer
sugar concentration, 28.97 g/L, it was made using 5.5% of sulfuric acid and 3 h of
reaction in autoclave using the 1:10 (m/v) proportion of biomass and acid. The licor
detoxification given a removal percentage of acetic acid near of 100%. The growth
analysis of the yeast Rhodotorula mucilaginosa were realized too, in the treated licor
and in no treated hydrolyzed, and were obtained the follows kinetics parameters: cells
productivity (Px): 0.0489 and 0.0201 g/L.h, specific growth velocity (zmax): 0.1983 and
0.1772 h'!, duplication time (Tg): 3.50 and 3.91 h and conversion factor of subtract into
cells (Yyss): 0.8859 and 0.5576 g/g .

Key Words: Sisal pulp, Carotenoids, Biotechnological production and Growth Kkinetics.
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1. INTRODUCAO

Dentro do novo contexto da dindmica socioecondmica que a industria mundial vem
tomando e os novos rumos seguidos pela ciéncia e tecnologia, torna-se evidente a
necessidade de investimentos na producéo de bioprodutos que venham a acrescentar de

forma significativa a sociedade.

Os carotenoides sdo corantes naturais produzido por diferentes organismos vivos
tais como algas, plantas e uma vasta gama de seres unicelulares, via acdo metabdlica. A
literatura tem mostrado que ha uma aplicacdo bastante diversificada para tais bioativos
em varios setores da industria, como na pigmentacdo e enriquecimento de alimentos,
suplementacdo de racdo animal e composicdo de farmacos (VALDUGA et al., 2009).
De um modo geral, a acdo desses compostos no metabolismo humano tem despertado o
interesse de varios pesquisadores uma vez que estes ja foram associados a prevencao de
doencas cardiovasculares e algumas enfermidades degenerativas (N11ZU, 2003). Dados
apontam que a industria de alimento investe grandemente na suplementacdo destes
compostos em seus produtos e o mercado mundial nesse setor movimenta cerca de $935
bilhGes por ano (MAROVA et al., 2012).

Na natureza, essas moléculas sdo encontradas nos alimentos que apresentam cor
amarela, laranja ou vermelha, como frutas, gema do ovo, truta e salmdo. Além disso,
alimentos ricos em tais constituintes sdo mencionados diretamente em publicacdes
cientificas por atuarem enfaticamente na inibicdo de doencas onde a acao de radicais
livres é bastante ativa, como a arteriosclerose, degeneracdo muscular, esclerose multipla
e alguns tipos de cancer (MALDONADE et al., 2008).

Do ponto de vista quimico, os carotenoides sdo tetra isoprenoides lipofilicos e na
natureza eles sdo encontrados em duas classes, sendo elas: os carotenos, tais como o 3-
caroteno, que sdo hidrocarbonetos lineares que podem apresentar configuracéo ciclizada
em uma, ou ambas, extremidades moleculares. A outra classe é a dos derivados
oxigenados dos préprios carotenos, como a luteina, neoxantina e zeaxantina. Tal
categoria recebe a denominacio de xantofilas (BOTTELLA-PAIVA & RODRIGUEZ-
CONCEPCION, 2006).

A rota de obtencdo por via microbiolégica tem se mostrado uma alternativa

bastante interessante uma vez que a conducdo de tal processo ndo necessita de uma
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grande area operacional e ndo esta condicionada as intemperes ambientais. Alem disso,
a sintese biotecnolégica promove uma conotacdo natural e biologicamente amigével, do

ponto de vista do consumo humano, ao produto final (SILVA, 2009).

Apesar de muitos microrganismos produzirem carotenoides, nem todos sdo
interessantes industrialmente devido a produgdo de coprodutos toxicos pelo
metabolismo dos mesmos e a necessidade de substratos bastante especificos e
dispendiosos. Segundo Valduga et al (2009), neste contexto, pesquisas vém mostrando
que as leveduras sdo as mais adequadas para tal intento uma vez que as mesmas sdo
passivas de serem cultivadas em varios substratos de baixo valor agregado, sendo as
principais influéncias a manutencdo do crescimento das mesmas: composicdo do
substrato, pH, taxa de aeracdo, temperatura e luminosidade. Logo, a otimizacdo de tais
condicdes € a chave central por tras da ampliacdo da comercializacdo e competitividade
dos pigmentos biotecnologicamente obtidos frente aos sintéticos (BANZATTO et al.,
2013).

Dentre 0s microrganismos capazes de produzir tais substancias via acdo metabdlica,
destacam-se 0s seguintes: Rhodotorula, Phaffia rhodozyma, Sporobolomyces, Blakeslea
trispora e Haematococcus pluvialis, a proporcdo e tipo de carotenoides produzidos
pelos mesmos pode varias de acordo com o género e condi¢do de cultivo. Sendo que 0s
mais investigados sdo a astaxantina, [-caroteno, cantaxantina, toruleno e licopeno
(VALDUGA et al., 2009).

O ponto principal por tras da diminuicdo dos custos atrelados a conducdo de
bioprocessos, em geral e na sintese de carotenoides, esta na busca por fontes alternativas
de carbono uma vez que este € o fator que atua como principal responsavel por
promover energia e crescimento aos microrganismos. Logo, o uso de residuos

agroindustriais vem crescendo fortemente nos ultimos anos.

A medida que o conceito de sustentabilidade vem sendo difundido no meio
industrial, o emprego de residuos como matéria prima para a producgdo biotecnolégica
de produtos fermentados vem se consolidando cada vez mais. Esses residuos
apresentam uma composicdo bem caracteristica, sdo 0s chamados materiais
lignocelulosicos, pois 0s mesmos possuem em sua composi¢do bioquimica basicamente:
celulose, lignina e hemicelulose em proporgdes que variam para cada tipo de material e

época/local de cultivo (CANILHAet al., 2012). Um representante dessa classe de
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residuos é o bagaco do sisal (Agave sisalana). A utilizacdo dessa matriz como matéria-
prima para a manutencdo de processos microbioldgicos se mostra vidvel tendo como
base a propor¢éo dos polimeros organicos que o compdem a sua estruturacdo, uma vez
que a mesma apresenta um menor teor de lignina frente outras biomassas, 0 que
viabiliza o processo de liberacdo de agUcares fermentesciveis por mecanismo de
hidrolise (MARTIN, et al., 2009).

Figura 1: Sisal (Agave sisalana)

Fonte: Arquivo do autor
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivos gerais

Avaliar o crescimento da levedura Rhodotorula mucilaginosa e a produgéo
metabolica de carotenoides, através da extracdo e quantificacdo dos mesmos, utilizando

como fonte de carbono o bagaco do sisal hidrolisado.

2.2 Objetivos especificos

a) Realizar a caracterizacéo lignocelulésica do bagacgo do sisal.

b) Avaliar e obter a melhor condicéo de tratamento acido da matriz lignocelulésica em
questao.

c) Obter os parametros da cinética de crescimento da levedura Rhodotorula
mucilaginosa tais como: velocidade especifica méxima de crescimento (umax), tempo
de geracéo (Tg), fator de converséo de substrato em celulas (Yxss) e a produtividade
em células (Px), no substrato aqui estudado.

d) Extrair e quantificar os carotenoides produzidos.

e) Avaliar a aplicacdo do bagaco do sisal como substrato na producéo de carotenoides e

processos biotecnoldgicos em geral.

17
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3. ASPECTOS TEORICOS

3.1 Carotenoides

Segundo Ambrésio, Campos & Faro (2006), carotenoides sdo tetraterpendides que

possuem, em geral, 40 atomos de carbono e conferem, ao meio no qual estejam

inseridos, a coloracdo amarela, laranja ou vermelha. Podem ser tanto encontrados nas

plantas quanto nos seres unicelulares como algas e microrganismos. Tais compostos

podem ser classificados como carotenos ou xantofilas. Os carotenos sdo moléculas

organicas constituidas basicamente de carbono e hidrogénio e podem apresentar em sua

estrutura molecular diferentes graus de insaturacdo. Ja as xantofilas, sdo moléculas

sintetizadas a partir dos carotenos por meio de uma reacdo de hidroxilagéo e

epoxidacao.

Figura 2: Algumas moléculas de carotenos e xantofilas
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Os carotenoides compdem uma das classes mais importantes de compostos com

atividade antioxidativa. Esse grupo é composto por mais de 600 moléculas, ja

catalogadas, sintetizadas por alguma atividade metabdlica. A parte mais importante, do

ponto de vista molecular, de tais constituintes é a sua sequéncia de duplas ligagdes. Tal

fato e responsavel por conferir sua principal caracteristica, a coloracdo (IRAZUSTA et

al., 2013).
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A ingestdo de alimentos ricos nesses pigmentos naturais € vista como benéfica e
valida por parte dos nutricionistas uma vez que ha uma correlagdo direta entre tal
consumo e o melhoramento do ganho de peso e manutencdo da salde de bebés e
gestantes em condi¢des de risco ja que esses constituintes quimicos sao precursores da
vitamina A no organismo humano (THORNE-LYMAN & FAWZI, 2012). Outros
estudos ainda correlacionam o aumento da concentragdo de carotenoides no organismo
humano com a diminuigé&o dos riscos de desenvolvimento de cancer de mama (AUNE et
al., 2012).

Com relagdo aos seres unicelulares, tetraterpendides atuam na protecdo da membrana
celular devido a sua agdo antioxidante combatendo radicais livres que venham a
danificar tal estrutura (MAROVA et al., 2012).

3.2 Sintese microbioldgica de carotenoides

E notdrio que nos ultimos anos houve um aumento consideravel na procura por
produtos, em especial no setor alimenticio e farmacoldgico, que tenham a conotacéo de
“naturais” e/ou “verdes”. Neste sentido, os produtos gerados pela acdo do metabolismo
microbiano vém sendo cada vez mais bem quistos por meio do mercado o que faz com
que os investimentos na otimizacdo de bioprocessos venha sendo o alvo central de
inimeras pesquisas no setor industrial.

Na industria de alimentos, setor onde o0 emprego de bioprodutos em geral é muito
grande, vem crescendo uma tendéncia mundial que visa regular, por meio de legislacdes
cada vez mais severas, 0 uso indiscriminado de compostos sintéticos e isso tem
promovido a substituicdo dos mesmos por homélogos de origem natural, como o0s
carotenoides obtidos por via biotecnoldgica (MAROVA, et al., 2012).

A producdo desses componentes por fermentacdo vem se tornado o objeto principal
de estudos e a literatura reporta que para torna-los comercialmente competitivos com os
obtidos por via quimica € necessario 0 aprimoramento e desenvolvimento de processos
que utilizem substratos residuais como fonte de nutrientes, tais como: melaco, extrato
de bagacos de frutas, soro residual de leite e glicerol (AKSU & EREN, 2005).

Dentre todos os géneros sintetizadores de carotenoides, o Rhodotorula tem se
mostrado um proeminente precursor de modo que é sempre mencionado quando o

assunto € a producédo de tais biomoléculas. Tal caracteristica é correlata ao fato dessas
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leveduras terem uma boa taxa de producdo de celulas, acumulo de biocompostos e facil
crescimento em fontes alternativas de substrato (BANZATTO, et al., 2013).

A Rhodotorula mucilaginosa ¢ a principal representante da classe quando o assunto
é producéo de tetraterpendides. O acumulo de metabolitos de interesse comercial por
parte das mesmas é variavel de acordo com a origem e caracteristica génica da cepa. As
espécies de R. mucilaginosa séo bastante heterogéneas entre si, apresentam uma grande
diversidade fenotipica e genética (LIBKIND, et al., 2008).

Os principais parametros operacionais que influenciam na biossintese de
carotenoides por essa levedura sdo: concentracdo e tipo da fonte de carbono e
nitrogénio, taxa de aeracdo, temperatura, estresse salino e oxidativo (LUKACS, et al.,
2006). O estresse oxidativo que mais influéncia no acumulo das moléculas de interesse
¢ a incidéncia de luminosidade sobre o meio de cultivo j& que o metabolismo
microbiano responde ao mesmo sintetizando mais carotenoides no intuito de promover a
fotoprotecdo da estrutura celular como um todo e isso é reportado em diversos estudos e
pesquisas (MOLINE, et al., 2010 e IRAZUSTA, et al., 2013).

3.3 Emprego de residuos como fonte de carbono para bioprocessos

Em uma concepgdo mais ampla, entende-se por material lignocelulésico toda
biomassa que é composta por alguns polimeros estruturais organicos especificos, sendo
eles: lignina, celulose e hemicelulose. Tais macromoléculas sdo constituidas por
unidades monoméricas predominantemente representada pelo grupo dos carboidratos de
seis carbonos, hexoses, a exemplo da glicose e pentoses, carboidratos de cinco
carbonos, tendo como principal representante a xilose (CORMA et al., 2007). O aspecto
majoritario por trds do crescente interesse no emprego dessas matrizes na geracao de
outros produtos é o fato das mesmas serem tidas como uma fonte energética natural e
renovavel (YU et al., 2008).

Um bom representante dessa classe de materiais € o sisal (Agave sisalana), que é
de grande relevancia econdmica em regides aridas como o Nordeste brasileiro, onde sua
exploragdo é concentrada no interior dos Estados da Bahia (87%), Paraiba (7,4%) e Rio
Grande do Norte (5,2%) (SILVA, et al., 2008).
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Figura 3: Representacdo da estruturacao lignoceluldsica das biomassas
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Fonte: Medeiros (2015, apud Meon & Rao, 2012)

No mundo, a producdo de sisal ultrapassa a marca de 400 mil toneladas
anualmente e s6 no Brasil, em 2014, foram produzidas 95,4 mil toneladas, dados do
Ministério da Agricultura do pais. Tal atividade gera em torno de 391 mil toneladas de
rejeitos ndo aproveitaveis. A industrial do sisal atualmente utiliza apenas 4% da sua
folha para a producédo de fibra e o residuo, na maioria dos casos, é descartado de forma
inadequada no meio ambiente o que vem causando danos aos solos e meio hidricos
devido a alta demanda bioquimica de oxigénio (DBO) requerida pelo mesmo para sua
decomposi¢cdo (MARAN & PRIYA, 2015).

A utilizacdo do bagaco do sisal como matéria para a producdo biotecnolégica de
compostos biologicamente ativos se mostra viavel tendo como base a propor¢do dos
polimeros organicos que a compdem, sendo as mesmas aproximadamente: 78%
celulose, 10% hemicelulose, 9% de lignina e 2% de cinzas (MARTIN, et al., 2009). O
menor teor de lignina frente a outros residuos pode ser considerado vantajoso tendo em
vista que o processo de hidrolise, meio pelo qual os acucares fermentesciveis sdo
liberados, se dard de forma mais facilitada necessitando assim de apenas um pré-

tratamento para tal feito.

A hidrolise dos materiais lignocelulésicos pode ser realizada de duas formas
classicas: hidrolise &cida ou hidrolise enzimatica. O processo de hidrolise &cida, embora

seja 0 maior promotor de agucares redutores passiveis de serem fermentados, apresenta
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algumas limitacdes, sendo a formacdo de inibidores ao metabolismo microbiano a
principal problematica de tal etapa. Tais inibidores sdo formados devido as condigdes
que estdo associadas a tal processo, como: temperatura elevada e ambiente reacional
acido, sendo os principais inibidores gerados durante o processamento hidrolitico: o
furfural, formado a partir da degradacdo da xilose e arabinose, e 0 5-
hidroximetilfurfural, oriundo principalmente da degeneracdo da glicose (ROCHA,
2010).

Segundo Carvalho (2005, apud PARAJO et al., 1998), a acdo desses compostos
durante a inibicdo do metabolismo dos microrganismos fermentadores possui uma
ligagdo direta com a sua concentracdo no meio e os parametros cinéticos do processo
fermentativo. O mesmo autor ainda aponta em seus estudos que novas técnicas de
remocao desses compostos inibitorios estdo sendo desenvolvidas e aplicadas com o
objetivo de potencializar o rendimento do processo de fermentacdo, o que vem
atingindo resultados significativos.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Caracterizacao lignocelulosica por termogravimetria (TG)

O Bagaco do sisal foi obtido de uma fazendo produtora localizada no municipio de
Nova Floresta-PB, Brasil. Sua caracterizacdo lignocelulésica foi realizada por
termogravimetria. A caracterizacdo termogravimetrica € uma técnica analitica na qual a
composi¢do de um material é analisada por meio da medicdo da variagdo de massa de
uma aliquota do mesmo frente a uma programacao controlada de temperatura. Neste
trabalho, a andlise foi realizada de acordo com procedimento padrdo utilizado pelo
Laboratorio de Carvao Ativo (Centro de Tecnologia/UFPB). Utilizando uma rampa de
aquecimento de 10 °C/min, partindo da temperatura ambiente até 1000 °C A Anélise foi
realizada em atmosfera de nitrogénio a uma vazdo de 25 mL/min e massa inicial da

amostra de 10,4880 mg.

Figura 4: Bagaco do sisal utilizado na pesquisa

Fonte: Arquivo do autor

Figura 5: Balanca termogravimétrica utilizada na anélise

Fonte: Arquivo do autor
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4.2 Avaliacéo do tratamento acido do bagaco do sisal

Com o objetivo de determinar a melhor condigdo de hidrolise acida do material
lignocelulésico em questdo, um planejamento fatorial 2% com 4 pontos centrais foi

realizado. Os dois fatores analisados e seus respectivos niveis foram:

Tabela 1 Condic6es de avaliacdo da hidrolise acida

Fator Menor nivel (-)  Nivel intermediario  Maior nivel (+)
)
[H2SO4] (%0) 15 3,5 5,5
Tempo (h) 1 2 3

Fonte: Autor

Tais condicGes foram estipuladas tomando como base os estudos realizados por
Lima et al. (2013) que estudaram a hidrolise &cida da fibra do sisal. O processo foi
conduzido em autoclave e a propor¢do biomassa/solucdo acida foi de 1:10 e temperatura

de 120 °C. Figura 6: Autoclave utilizada nos ensaios

Fonte: Arquivo do autor

4.3 Detoxificagdo do licor hemicelul6sico

Para a remogdo dos inibidores gerados durante o tratamento &cido da biomassa e
conseguinte clarificacdo do licor, foi empregado um processo de adsor¢do o qual
consiste em ser uma operagdo onde ocorre transferéncia de massa de um soluto em fase

fluida para o interior de um sélido poroso utilizando como forga motriz um gradiente de
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concentracdo existente entre as duas fases (CREMASCO, 2016). O adsorvente utilizado

foi o carvao ativo comercial.

Neste processo, o hidrolisado foi submetido a um ajuste de pH pela adicdo de
hidréxido de célcio (CaOH) até a obtencdo de um valor proximo ao da neutralidade, pH
= 7,0, e em seguida 0 mesmo foi diminuido até um valor de pH = 5,5 pela adigdo de
acido latico (C3HgO3). Apos esse processo de ajuste de pH, o licor foi mantido em
camara fria por 24h, adiante realizou-se uma filtracdo por um sistema a vacuo
utilizando-se papel de filtro como meio filtrante para proporcionar a separacdo do
precipitado formado. O filtrado teve seu pH ajusta para 1,8 utilizando-se acido sulfrico
(H,SO,) e a adsorcdo foi entdo realizada sob agitacdo de 200 rpm, a 30°C por 60 min
utilizando como adsorvente o carvdo ativo comercial. Tais condicdes foram

determinadas considerando-se o proposto por Villareal (2004) em seus experimentos.

4.4 Quantificacdo dos agucares gerados pelo tratamento acido

4.4.1 Quantificacdo do teor de acUcares fermentesciveis por espectrofotometria

A eficiéncia do processo de hidrolise &cida foi verificada pelo método de
quantificacdo de acucares redutores por reacdo dos mesmos com o &cido 3,5-
Dinitrosalissilico (DNS) proposto por Vasconcelos (2013). Para tal analise, uma
diluicdo dos licores obtidos foi feita na proporcdo de 1:25 (v/v) objetivando a
manutencdo dos limites de precisdo do método. 0,5 mL da diluicdo foram adicionados a
um tubo de ensaio contendo 0,5 mL de DNS, o ensaio foi realizado em duplicata. O
conjunto foi entdo aquecido a 100 °C por 5 minutos e logo em seguida resfriado em
agua fria. Aos tubos foram adicionados 4 mL de agua destilada e a leitura da
absorbancia das amostras foi realizada em espectrofotdmetro a 540 nm. O valor lido foi
entdo convertido em concentracdo com o auxilio de uma curva de calibracdo
previamente construida.

Para a analise do consumo de substrato ao longo do cultivo, o procedimento citado
anteriormente foi repetido, porém as amostras foram centrifugadas a 3000 rpm por 10
minutos antes da analise para que as células fossem separadas do meio de cultivo, a

quantificacdo foi também realizada em duplicata.
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4.4.2 Caracterizacdo dos agucares redutores contidos no hidrolisado por
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC)

Para a caracterizacdo dos agucares fermentesciveis (glicose, xilose, arabinose), bem
como dos possiveis inibidores (furfural, hidroximetilfurfural e acido acético), contidos
no hidrolisado hemicelulésico produzido pelo tratamento &cido, foi realizada uma
analise por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC). O Cromatdgrafo
utilizado era equipado com um sistema isocratico de solvente, valvula Rheodyne com
alca de 20 puL e acoplado & uma coluna Agilent Hi-Plex H (7,7 x 30 mm, 8 p) a uma
temperatura de 60 °C. A fase movel utilizada foi H,SO4 0,009 mol/L a uma taxa de

escoamento de 0,6 mL/min. O tempo de duracdo da corrida foi de 1h.

4.5 Microrganismo

O microrganismo utilizado foi a levedura Rhodotorula mucilaginosa CCT 3892,
fornecida pela Fundacdo André Tosello, Colecdo de culturas tropicais de Sdo Paulo, na
forma liofilizada. Para o crescimento e manutencdo das mesmas, realizou-se a

incubacdo em placas de Petri contendo o0 meio Y.M.A (Yeast Malt Agar).

Figura 7: Repique de R. mucilaginosa

Fonte: Arquivo do autor
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Tabela 2: Composi¢do do meio Y. M. A

Constituinte Concentracgéo (g/L)
Glicose 10,0
Extrato de levedura 3,0
Extrato de malte 3,0
Bacto peptona 5,0
Agar 20,0

Fonte: Autor

4.6 Processo fermentativo

O pré-indculo foi feito adicionando-se 5 mL de agua destilada a uma placa de Petri
contendo as células de R. mucilaginosa e em seguida a mesma foi raspada com uma alca
de platina. Os 5 mL foram entdo recolhidos com auxilio de um pipetador, dotado de
uma ponteira esterilizada, e transferidos para um frasco Erlenmeyer de 500 mL
contendo 200 mL do meio de crescimento proposto por Frengova et al. (1994). O
crescimento celular foi entdo conduzido em um shaker orbital por 24 h sob agitacéo de

200 rpm e temperatura de 30 °C.

Tabela 3: Composicdo do meio de crescimento

Constituinte Concentracéo (g/L)
Glicose 40,0
KH,;PO4 8,0
MgSO,.7H,0 0,5
Extrato de levedura 3,0

Fonte: Frengova et al. (1994)

Apobs as 24 h de crescimento, aliquotas de 50 mL foram retiradas do meio e
transferidas para tubos Falcon de mesma capacidade. Os recipientes foram
centrifugados e o sobrenadante foi descartado. O precipitado celular foi entédo suspenso
em 5 mL de agua destilada estéril e utilizado na inoculagdo do hidrolisado
hemiceluldsico, obtido na condicdo de ponto central, apds o mesmo ter sido esterilizado
a 120 °C em autoclave por cerca de 15 minutos e seu pH ajustado para 5,0 pela adigéo
de hidréxido de s6dio (NaOH). Para o bioprocesso, realizado em triplicata, utilizou-se

frasco do tipo Erlenmeyer de 300 mL contendo 100 mL do licor. A concentragdo de
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celular, ao longo do cultivo, foi quantificada por espectrofotometria a um comprimento
de onda de 600 nm e o valor obtido foi convertido em concentracdo através de uma
curva de calibragdo montada ao final do cultivo. Todo acompanhamento cinético foi
realizado seguindo o proposto por Schimidell et al. (2001) para a determinacdo dos

parametros de crescimento.

4.6.1 Produtividade em Células

Estes parametros cinéticos indicam a velocidade média de crescimento microbiano
(Px). Através do mesmo, a taxa de evolucdo do crescimento microbiano é observada.
Dado pela equacdo (1), onde (o) indica o valor da variavel no ponto de partida do
processo.

_ (X-X0)

Px - 1)

4.6.2 Velocidade especifica méxima de crescimento

A velocidade especifica de crescimento tem seu valor maximo (umax) na fase
exponencial da curva de crescimento, onde a acdo do metabolismo do microrganismo se
da de forma mais acentuada e efetiva. A velocidade corresponde a inclinacdo da reta
obtida pelo grafico do In (X) versus t (tempo de cultivo), na fase mencionada. A reta é
dada pela seguinte relacéo linear:

InX = u(t —t;) + InX; (2)
4.6.3 Tempo de geragao

Corresponde ao tempo necessario para que 0 microrganismo dobre sua
concentracdo no meio de cultura em relacdo ao seu valor inicial. Dado pela seguinte

equacéo:

Tg = —2 3)

wmax
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4.6.4 Fator de conversao de substrato em células

E a relagio estabelecida entre a quantidade de células produzida com o teor de
substrato consumido. De modo que se verifica a influéncia de um parametro sob o
outro.

_ (X-X0)

Yx/s 50-5)

(4)

4.7 Extragéo e quantificagdo dos carotenoides obtidos

A extracdo dos carotenoides totais obtidos nos bioprocessos, licor adsorvido (AD) e
ndo adsorvido (NAD), foi realizada de acordo com uma adaptacdo dos estudos
propostos por Rodriguez-Amaya & Kimura (2004) onde realizou-se uma coleta de 5 mL
do meio fermentado apds 120 h, em seguida a mesma foi transferida para um tubo
Falcon de 15 mL. O sistema foi entdo centrifugado e as células foram adicionados 2 mL
de dimetilsufoxido a 60 °C mais o acréscimo de 0,5 g de pérolas de vidro. O conjunto
foi agitado em vortex por 2 min. Apos esta etapa, realizou-se a incubacdo do sistema a
60 °C por 15 minutos. Logo ap0ds esse periodo foram adicionados 2 mL de éter de
petroleo e mais uma agitacdo de 2 min foi realizada. Ao fim, foram adicionados 2 mL
de solucéo de NaCl 20% (m/v) e mais uma agitacdo em vortex foi realizada por 1 min.
O conjunto foi entdo centrifugado a uma rotacdo de 3600 rpm por 15 min. Uma aliquota
de 3 mL do sobrenadante contendo os corantes foi recolhida e submetida a leitura em
espectrofotdbmetro (450 nm). A absorbancia foi entdo convertida em concentracdo por
meio da relacdo de Beer-Lambert que correlaciona a mesma junto com a absortividade
molar das espécies quimicas com uma dada concentracdo de acordo com a seguinte
equacao:

AxX Vx 10%
axXm

[Carotenoides;yiqis | = (5)

Onde:

[Carotenoidesiotis]: concentracdo de carotenoides totais em pg/g de célula;
A: absorbéncia a 450 nm;

v: volume de extrato da amostra;

a: absortividade molar da espécie quimica (carotenoides em geral, 2592);

m: massa de amostra.
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A conversdo para pg/L foi realizada usando a relacdo estequiométrica com a
concentracdo de células obtidas em 120 h, para representar o resultado em mg/L
multiplicou-se o mesmo pelo fator de 107,

30



Trabalho Final De Curso

COSTA, W. Ada

5. RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1 Caracterizagdo termogravimétrica do bagaco do sisal

A intepretacdo da curva termogravimétrica (TG) e sua respectiva derivada (DTG),

representadas na Figura 8, se deu por meio dos estudos realizados por Corradini et al.

(2009) que ao analisar a estabilidade térmica dos constituintes do algoddo constatou que

a degradacdo da lignina, hemicelulose e celulose do material se dava respectivamente

nas seguintes faixas térmicas: 200-500 °C, 240-310 °C e 310-360 °C.

Figura 8: Analise termogravimétrica do bagaco do sisal
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Fonte: Arquivo do autor

o1d

A resposta da andlise termogravimétrica mostrou que o material apresenta em sua

constituicdo os seguintes teores de umidade, lignina, hemicelulose, celulose e cinzas,
respectivamente: 11,15%, 12,75%, 20,16%, 17,92% e 6,72%. Tais resultados quando
comparados com os valores obtidos por Lima et al. (2013) que obtiveram os seguintes

teores para 0s mesmos constituintes ao trabalhar com o bagacgo do sisal: 3,8%, 22,6%,

20,6%, 27,6% e 5,7%, apresentam algumas discrepancias, o que pode ser justificado

pela diferenca na procedéncia da matéria-prima, uma vez que tais constituintes variam

com a época e condicdo de cultivo (CANILHA et al., 2012). Além disso, tal

caracterizacdo mostra o grande potencial do uso do bagaco do sisal como substrato em

bioprocessos uma vez que seu teor de lignina, polimero estrutural que dificulta os
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tratamentos que promovem a liberacdo de agUcares fermentesciveis, estar em menor
percentagem do que em outras matrizes bastante utilizadas, como o bagaco do caju
(23,7%) e o bagaco da cana-de-acucar (19,01-32,4%) (LIMA et al., 2015 & CANILHA
etal., 2012).

5.2 Obtencao da melhor condicéo de tratamento acido

Seguindo o planejamento elaborado para determinar a melhor condigéo de hidrolise
do material, os seguintes tratamentos foram realizados, a uma temperatura de reacédo
equivalente a 120 °C, obtendo seus respectivos teores de acucares redutores, como

mostrado na tabela a seguir:

Tabela 4: Resultados obtidos na avaliacdo da hidrélise acida do bagaco do sisal

Tratamento [Acucares redutores] (g/L)
(1,5%, 1h) 9,76 +0,33
(5,5%, 1h) 18,40 £ 0,03
(1,5%, 3h) 15,37 + 0,04
(5,5%, 3h) 28,97 £ 0,03
(3,5%, 2h) 17,65 + 0,23
(3,5%, 2h) 13,41 +0,42
(3,5%, 2h) 15,36 + 0,45
(3,5%, 2h) 15,48 + 0,22

Fonte: Autor

A analise estatistica dos resultados foi feita utilizando o software Statistica® a um
nivel de confianca de 95%, com o objetivo de verificar e atestar a influéncia das
variaveis independentes, concentracdo de &cido sulfirico e tempo de reagdo, sob a
variavel dependente, concentracdo de acucares redutores. O resultado da avaliacdo

estatistica do experimento esta disposto nas Tabelas 5 e 6.
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Tabela 5 Anélise estatistica dos efeitos
Fator Efeito Teste p Limite Limite
(a=0,05) inferior superior
(-95 %) (+95 %)
Média 16,79875 0,000039 14,44105 19,15645
[H2SO4] 11,12000 0,009809 4,45142 17,78858
Tempo 8,09000 0,028089 1,42142 14,75858
Interacéo 2,48000 0,360157 -4,18258 9,14858

Fonte: Autor

Com relacdo as varidveis independentes, sua interacao e seus respectivos efeitos, é

possivel afirmar que a concentracdo de &cido sulfarico e o tempo de reacdo sdo de fatos

significativos, do ponto de vista estatistico, sobre a geracdo de agUcares fermentesciveis

por hidrélise acida uma vez que o critério do Test P, P < 0,05, foi satisfatoriamente

atendido para tais. O efeito da interacdo de ambas variaveis ndo € estatisticamente

significativo pois seu intervalo de confianga para 95% inclui o valor 0 de acordo com

seus limites superior e inferior.

Tabela 6 Andlise estatistica do modelo matematico

Fator Coeficiente Desvio Limite Limite
padréao inferior superior

(-95 %) (+95 %)
Média 16,7912 (x0,857152) 14,44105 16,15645
[H2SO4] 5,56000 (£1,212196) 2,22571 8,89429
Tempo 4,04500 (x1,212196) 0,71071 7,37929
Interacdo 457429 (x1,212196) -2,71071 457429

Fonte: Autor

De acordo com a Tabela 6, a elaboracdo do modelo matematico que representa o

processo de tratamento acido ndo leva em consideracdo o coeficiente da interacdo entre

os dois fatores pois seu intervalo de confianca para 95% compreende o valor 0. O

modelo estatistico obtido esta representado abaixo pela equacéo (6).
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significativa.
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Figura 10: Superficie de resposta para concentracao de &cido sulfurico e tempo de
hidrélise do bagaco de sisal

[+

(Rl S oy

Fonte: Software Statistica®

A maior concentracdo de agucares redutores obtida nas condic¢des estudadas foi de
28,97 g/L. Esse resultado é superior ao obtido por Roberto e Mussatto (2004), 22,7 g/L,
para um hidrolisado produzido sob as mesmas condi¢Ges termodinamicas em um reator
de aco inox utilizando palha de arroz como matriz lignocelulésica. J& Cassales (2010)
encontrou, em sua melhor condi¢do hidrolitica, um teor de acUcares redutores
equivalente a 12,3 g/L utilizando como material a ser hidrolisado a casca de soja. Tais
comparagOes asseguram a viabilidade do melhor tratamento aqui estudado bem como a
boa aplicacdo do bagaco do agave como precursor de agUcares redutores uma vez que a

concentracdo dos mesmos influencia diretamente no crescimento celular e na
biossintese de carotenoides, segundo Schneider et al. (2013).

A caracterizacdo do licor por cromatografia liquida mostrou os seguintes resultados

quanto a producdo de alguns aglcares especificos e de grande interesse do ponto de
vista dos bioprocessos:
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Tabela 7: Caracterizagdo do hidrolisado hemicelulésico

Tratamento  Glicose  Xilose Arabinose

(9/L) (9/L) (9/L)
(3,5%, 2h) 06 9,7 0,9
(5,5%, 1h) 1,6 11,5 4
(1,5%, 3h) 0.2 8,5 1,1
(5,5%, 3h) 2,9 15,5 0
(1,5%, 1h) 0 8,1 0,9

Fonte: Autor

Os resultados aqui obtidos, quando comparados com 0s encontrados por Lima et al.
(2013) que estudou o comportamento da fibra da Agave frente a um tratamento &cido,
se mostraram inferiores do ponto de vista da concentracdo de glicose uma vez que na
melhor condicdo dos referidos autores a concentracdo de tal mondémero chegou ao valor
de 9,3 g/L, isso se deve ao fato da matriz dos mesmos possuir um maior percentual de
celulose que o bagaco de sisal aqui estudado. Ja quanto a geracdo de xilose e arabinose,
0s tratamentos realizados no presente trabalho se mostraram eficientes, uma vez que na
melhor condic¢do dos autores a concentracdo de xilose chegou a marca de 12,4 g/L e

para a arabinose 0os mesmos encontraram um valor de 4,5 g/L.

Para a realizagdo do bioprocesso foi selecionada a condicdo de ponto central uma
vez que os produtos alvo da pesquisa tem como destino principal a industria de
alimentos, onde processos associados a altas concentracdes de acido ndo sdo bem
aceitos devido aos riscos a satde humana e problemas de corroséo de dutos pelos quais
esse fluido venha a escoar. Outro fator importante foi a utilizagdo de um menor tempo

de reacdo, o que traz menos custos com gastos energéticos.

5.3. Detoxificacdo do licor hidrolisado de bagaco de sisal

O hidrolisado apresentou uma concentracdo de 6,07 g/L de acido acético. Segundo
Rodrigues et al. (2011), meios de cultivos com concentracdo superior a 3 g/L deste
acido organico sdo inadequadas para o crescimento de leveduras uma vez que ocorre
repressdo metabdlica. Tendo em vista tal problematica, realizou-se uma operacdo de

detoxificacdo do licor por meio de um processo de adsorc¢ao variando-se a concentragdo
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de carvao ativo, em 1%, 3% e 5% (m/v), no intuito de verificar a melhor condicgéo

operacional.

A etapa de alteracdo do pH teve por objetivo auxiliar na precipitacdo de alguns
compostos indesejaveis ao processo fermentativo, como: taninos, terpenos, acetatos,
compostos fendlicos e ions de metais pesados (CARVALHO, 2005, apud LEE e
MacCASKEY, 1989).

Os resultados obtidos estdo mostrados na tabela abaixo:

Tabela 8: Resultado da adsorcao nas condi¢des estudadas

% de adsorvente 1% 3% 5%
[Acido acético]sina (g/L) 5,01 0,07 0
% de remocao 17,46% 98,85% 100%

Fonte: Autor

Desse modo selecionou-se a condi¢do de adsor¢do com 3% (m/m) de carvao ativo
como sendo a melhor dentre as estudas devido ao 6timo percentual de remocao e menor
uso de adsorvente uma vez que o uso de altas concentracdes do adsorvente promove

uma maior remocao dos acgucares fermentesciveis.

Figura 11: Hidrolisado do Agave pré e pos-adsorcdo em cada condicdo avaliada

Fonte: Arquivo do Autor

5.3 Avaliacéo do processo fermentativo

Os perfis de crescimento celular e consumo de substrato para o cultivo onde o
tratamento de remocao de inibidores por adsorcdo foi realizado (AD) e para 0 sem

remoc&o alguma (NAD) sdo mostrados graficamente abaixo:
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Figura 12: Perfis de crescimento da levedura R. mucilaginosa
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Fonte: Arquivo do Autor

Os perfis mostrados na figura 12 foram obtidos para um cultivo de 120 horas em
meio submerso sob agitacdo. Nas condi¢cdes ja mencionadas, a producdo maxima de
células, 4,92 g/L, se deu em 96 h de cultivo para 0 meio que recebeu o processo de
detoxificacdo e 2 g/L, no mesmo tempo de processo, para o licor sem nenhum
tratamento prévio. Esse resultado é inferior do obtido por Silva (2016) utilizando a
mesma cepa da levedura R. mucilaginosa em um cutivo utilizando a manipueira como
meio de crescimento, suplementado com glicose, extrato de levedura e sulfato de
magnésio, 7,49 g/L em 96 h. O autor ainda analisou o crescimento da mesma cepa em
meio sintético, composicdo mostrada na Tabela 03, obtendo uma produgdo maxima

equivalente a 14,05 g/L em 96 h.

A utilizacdo do bagacgo do sisal como substrato trouxe um resultado préximo ao
encontrado por Schneider et al. (2013), que tiveram uma produgédo de 5,22 g/L de
células da levedura R. glutinis utilizando agua residual de efluente cervejeiro como
substrato. J& Reyna-Martinez et al. (2015) encontraram uma produgdo maxima de 6,27
g/L, utilizando um meio sintético a base de glicose, extrato de levedura e peptona.
Cazetta et al. (2005), utilizando melaco e vinhaga como substratos, obteveram uma
maior concentragdo de células em 48 h, equivalente a 7,05 g/L. Tais comparacgdes

mostram que o resultado aqui obtido foi bastante promissor.
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Tal analise comparativa evidéncia que a suplementacdo do meio pode potencializar
ainda mais a aplicacdo de hidrolisado de sisal como fonte de carbono uma vez que os
resultados aqui encontrados, mesmo sem suplementagdo algumas, se encontram
préximo do reportado para outros meios ricos em fontes de carbono de facil assimilacao
pelos microrganismos. Os perfis de consumo de acUcares redutores (AR) estdo

representados na Figura 13, a seguir:

Figura 13: Perfis de consumo de agUcares redutores

Acucares redutores (g/L)
S

0 —————
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Tempo (h) Consumo de AR (AD)
—m— Consumo de AR (NAD)

Fonte: Arquivo do Autor

Uma certa diminuicdo no teor de aglcares redutores iniciais, em relacdo ao obtido
no planejamento experimental, ocorreu devido ao processo de adsorcdo que nao
remove apenas os inibidores, mas também outros solutos contidos na fase fluida
(licor).

Tabela 9: Pardmetros cinéticos

Cultivo AD
Px (g/L.h) Tg (h) Yx/s (9/9) Mmax (h)
0,0489 3,4954 0,8859 0,1983
Cultivo NAD
Px (g/L.h) Tg (h) Yx/s (9/9) HMmax (N
0,0201 3,9117 0,5576 0,1772

Fonte: Autor
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A velocidade especifica maxima obtida por Silva (2016) foi de 0,0242 h™, em meio
composto por manipueira, e 0,0661 h™, em meio sintético, o que evidéncia a ocorréncia
de uma maior taxa de crescimento utilizando o residuo aqui estudo em ambas as
condicdes analisadas. Os mesmos resultados foram préximos ao do estudo de Aksu e
Eren (2005) no qual a levedura R. mucilaginosa atingiu a marca de 0,22 h™ quando

cultivada no meio sintético e em pH 5,0.

A produtividade em células (Px) por R. mucilaginosa foi inferior a do estudo de
Maldonade; Rodriguez-Amaya; Scaparini (2012), onde a produtividade alcancou o valor
maximo de 0,1292 g/L.h em 72 h de cultivo. O que evidéncia a necessidade de se
estudar uma melhor condicdo de suplementacdo da carga nutricional como adjunto ao

hidrolisado hemicelulésico.

O fator de conversdo de substrato em células foi superior, em ambos 0s casos, ao

obtido por Silva (2016) em sua melhor condicéo de cultivo para a mesma cepa, 0,5188

/9.

5.4 Resultado da quantificacdo dos carotenoides produzidos

Apo6s o fim das 120 h de cultivo, realizou-se a extracdo e quantificagdo dos
carotenoides produzidos intracelularmente, obtendo uma concentracdo de 0,6829 +
0,0213 mg/L, para o cultivo sem acéo inibitoria, e 0,3449 £ 0,0621 mg/L para o cultivo
em licor ndo tratado. Schneider et al. (2013) encontraram um valor maximo de 0,6 mg/L
em seu trabalho quando utilizou apenas meio residual para o crescimento e ainda
verificaram que ha uma influéncia positiva da concentracdo de carbono no meio sob a
sintese desses bioativos uma vez que na maior concentracdo de suplementacao estudada
pelo mesmo, tal teor chegou ao valor de 1,2 mg/L. Ja Squina & Mercadante (2003) ao
estudarem a producdo de carotenoides por cinco linhagens diferentes do género
Rhodotorula encontraram um teor de 0,2517 mg/L para o género glutinis, 0,1235 mg/L
para o rubra, 0,1058 mg/L para a R. lactosa, 0,1132 mg/L para a R. araucariae e 0,1037
mg/L para o cultivo com a R. minuta. Todos os cultivos dos autores foram realizados

em meio Y. M. acrescido de 10 g/L de glicose.
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6. CONCLUSOES

A caracterizagdo lignocelulosica do bagaco do sisal constatou que de fato o0 mesmo
possui uma boa aplicabilidade como fonte precursora de aglcares fermentesciveis uma
vez que seu teor e lignina é bem menor do que o encontrado em outras matrizes. Tal
afirmacéo ficou evidente na resposta favoravel que foi obtida no tratamento acido uma
vez que a concentracdo Otima de acUcares redutores superou o reportado em outros
estudos similares. De acordo com 0s parametros cinéticos obtidos, o crescimento da
levedura R. mucilaginosa foi satisfatorio e embora o crescimento celular ndo tenha
superado a média relatada na literatura, o acimulo de carotenoides atingiu um resultado
bastante promissor. Tais consideracdes evidenciam que o hidrolisado do bagaco do sisal

é uma excelente alternativa para a producao de produtos bioativos.
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