UNIVERSIDADE FEDERAL DA PARAIBA
CENTRO DE TECNOLOGIA

DEPARTAMENTO DE ENGENHARIA QUIMICA

BRUNNO STEFANO OLIVEIRA GADELHA

PRODUCAO DE COMPOSTOS BIOATIVOS UTILIZANDO
RESIDUO AGROINDUSTRIAL.

Jodo Pessoa — PB

2022



BRUNNO STEFANO OLIVEIRA GADELHA

PRODUCAO DE COMPOSTOS BIOATIVOS UTILIZANDO
RESIDUO AGROINDUSTRIAL.

Trabalho de Conclusdo de Curso
apresentado a Universidade Federal da
Paraiba como parte dos requisitos
necessarios para obtencdo do Grau de

Bacharel em Engenharia Quimica.

Orientador: Prof. Flavio Luiz Honorato da

Silva.

Jodo Pessoa — PB

2022



Catalogagao na publicacao
Secdo de Catalogacao e Classificacao

Gl24p Gadelha, Brunno Stefanc Oliveira.

Producdc de compostos bioativos utilizando residuo
agroindustrial: Cinética fermentativa da produgdo da
astaxantina utilizando o micrerganismo
Xanthophyllomices dendrorhous e Rhodotorulla glutinis.
/ Brunno Stefano Oliveira Gadelha. - Jodc Pessoa, 2022,

46 £. : il.

Orientacgdo: Flavio Luiz Honorato da Silva Silva.
TCC (Graduagdo) - UFPB/CT.

1. Engenharia quimica. 2. Aproveitamento de residuo
agroindustrial. 3. Bioengenharia. I. Silva, Flavio Luiz

Honorato da Silva. II. Titulo.

UFPB/CT CDU 66.01(043.2)

Elaborado por ROSANGELA GONCALVES PALMEIRA - CRB-216




ATA DE DEFESA PUBLICA DE (TRABALHO FINAL DE CURSO OU ESTAGIO
SUPERVISIONADO)

Ao(s) primeiro dia(s) do més de dezembro de 2022, no horario das 09h00 as
10h30 horas, foi realizada, em meio virtual, a defesa publica do TRABALHO
FINAL DE CURSO-TFC do curso de Engenharia Quimica/UFPB do(a) discente
BRUNNO STEFANO OLIVEIRA GADELHA, cujo projeto de pesquisa intitula-
se: PRODUCAO DE

COMPOSTOS BIOATIVOS UTILIZANDO RESIDUO AGROINDUSTRIAL.

A Banca Examinadora, constituida pelo(a) orientador(a) Prof. Dr(a). Flavio Luiz
Honorato da Silva, pelo(a) Prof. Dr. Carlos Augusto da Silva Santana e Prof. Dr.

Josevan da Silva emitiu 0 seguinte parecer:
Nota do Orientador(a): 10,0

Nota do 1° Avaliador(a): 10,0

Nota do 2° Avaliador(a): 10,0

Foi aprovado(a) com média GERAL: 10,0

Eu, Prof(a). Dr(a) Flavio Luiz Honorato da Silva, orientador(a) e presidente da
banca de defesa de (TRABALHO FINAL DE CURSO OU ESTAGIO
SUPERVISIONADO), lavrei a presente ata que segue por mim assinada com
0s pareceres de todos os membros da banca em anexo.

(Sw?_'s

Prof(a). Dr(a). Flavio Luiz Honorato da Silva

'y s . ,::,\' " { ¥4 - A‘f‘;‘.{ _;.'4.1'(\
7 ' -y “f A & .‘_}L.',.‘ f{' .7__,1_,-7 i1t

. K. ,."1 { {I 4 'f-'-’ eAAL
7 (,Mf A’/j ( {/ 7 oY

Prof(a). Dr(a). Carlos Augusto da Silva Santana

A adade

Prof(a). Dr(a). Josevan da Silva



Soli Deo gloria, somente a Deus a
gldria. Dedico a Deus e a familia o
presente trabalho.



AGRADECIMENTOS

Conseguir chegar até aqui foi um caminho de intensas dificuldades em
todos os aspectos da vida. Entretanto, consegui chegar até aqui gragas ao apoio
de diversas pessoas.

Em primeiro lugar, sou grato a Deus por ter sido meu reflgio durante esse
tempo, sem Ele seria impossivel chegar até aqui, bem como néo faria sentido
chegar até aqui, pois o viver é Cristo.

Além disso, posso citar a minha familia, meu pai que € o homem que mais
incentiva meus sonhos, minha mée e irma por dispor de base emocional para
que eu pudesse suportar tudo. Ademais, posso citar minha noiva, pois € a
pessoa que me escuta e sempre suporta junto de mim todas as coisas da vida,
tem sido para mim fonte de forca, alento a alma. Nao poderia esquecer da familia
dela, que tem sido para mim fonte de sabedoria.

N&o poderia esquecer dos meus companheiros no curso, pessoas
preciosas demais que viveram essa experiéncia comigo, que se estressavam,
sofriam, choravam quando era momento, alegravam-se, sorriam, regozijavam-
se quando era devido, fizemos uma forte alianca, tornamo-nos amigos para toda
a vida.

Sou grato ao meu orientador, Flavio, uma pessoa incrivel, que me deu
todo suporte em todo esse tempo, ajudando-me na elaboragao do trabalho.

Agradeco a Universidade Federal da Paraiba (UFPB) por me conceder a
experiéncia vivida durante a graduacdo, dar-me diversas experiéncias
académicas.



RESUMO

Partindo da pressuposicdo de que toneladas de residuos sao constantemente
gerados, por intermédio da acao industrial, e que sdo descartados, em suma, de
forma inconveniente ao meio ambiente, viabilizando impactos que poderiam ser
evitados através de um reuso inteligente. Nesse contexto, as leveduras
Rhodotorula glutinis e Xanthophyllomyces dendrorhous tém a capacidade de
promover reutilizacéo, produzindo compostos com um alto valor nutricional como
carotenoides, utilizando como fonte de crescimento a manipueira, que seria,
possivelmente, lancada de qualquer maneira no meio ambiente. Com isso, esse
trabalho objetiva-se a avaliar as caracteristicas do substrato e os efeitos dos
componentes do meio de cultivo sobre a biomassa, lipidios e carotenoides
proporcionados, através das leveduras Rhodotorula glutinis e a
Xanthophyllomyces dendrorhous em manipueira. Na analise do subproduto
agroindustrial, obtém-se 93,54% de umidade, 32,24 g.L* de acUcares redutores,
47,18 g.L! de acgucares totais, 1,58% de proteinas e 1,00% de cinzas, sélidos
soluveis totais de 7,3 °Brix e pH equivalente a 5,30. No cultivo referente a
levedura Rhodotorula glutinis, a biomassa obtida foi de 8,52 g.L! em
aproximadamente 84 horas, nesse interim fora produzido 1,30 mg/L de
carotenoides e 0,81 g/L de lipideos, enquanto no cultivo em Xanthophyllomyces
dendrorhous, obteve-se a biomassa de 9,849 g.L' em aproximadamente 84
horas, nesse contexto fora produzido 1,10 g/L de carotenoides e 4,20 g/L de
lipideos. Fazendo-se o cultivo misto, a biomassa obtida foi de 7,74 g.Lt, 1,68
mg/L de carotenoides e 5,86 g/L de lipideos. Portanto, manipueira mostrou-se
como um potencial substrato para a producéo de lipidios por Rhodotorula glutinis
e Xanthophyllomyces dendrorhous, podendo ser utilizada em processos
fermentativos, enriquecedo o residuo e reduzindo possiveis consequéncias
ambientais pelo descarte incorreto.

Palavras-chave: Rhodotorula glutinis, Xanthophyllomyces dendrorhous
substrato, carotenoides.



ABSTRACT

Based on the assumption that tons of waste are constantly generated, through
industrial action, and that they are discarded, in short, in an environmentally
inconvenient way, enabling impacts that could be avoided through intelligent
reuse. In this context, Rhodotorula glutinis yeasts have the ability to promote
reuse, producing compounds with a high nutritional value such as carotenoids,
using manipueira as a growth source, which would possibly be released into the
environment anyway. Thus, this work aims to evaluate the characteristics of the
substrate and the effects of the components of the culture medium on the
biomass, lipids and carotenoids provided, through the yeast Rhodotorula glutinis
and cassava. In the analysis of the agroindustrial by-product, 93.54% of moisture,
32.24 g/L of reducing sugars, 47.18 g/L of total sugars, 1.58% of proteins and
1.00% of ash are obtained, total soluble solids of 7.3 °Brix and pH equivalent to
5.30. In cultivation, the biomass obtained was 8.52 g/L in approximately 84 hours,
in the meantime 1.30 mg/L of carotenoids and 0.81 g/L of lipids had been
produced. Using mixed culture, the biomass obtained was 7,74 g/L, 1,68 mg/L of
carotenoids and 5,86 g/L of lipids. Therefore, manipueira proved to be a potential
substrate for lipid production by Rhodotorula glutinis, which can be used in
fermentation processes, enriching the residue and reducing possible
environmental consequences due to incorrect disposal.

Keywords: Rhodotorula glutinis, substrate, carotenoids.
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1. INTRODUCAO

A intensa e constante atividade industrial é responséavel pela geracao de
milhdes de toneladas de residuos agroindustriais em todo o mundo (MAKRIS et
al., 2007). Tais residuos sdo descartados no meio ambiente, causando-lhe
consequentes danos. No entanto, diversos subprodutos e matérias-primas da
industria de alimentos e/ou da agroindustria tém sido empregados para o
crescimento de microrganismos pela alta disponibilidade e baixo custo
(BARBATO, 2014).

Um desses residuos origina-se durante o processamento das raizes da
mandioca limpas e secas, ja que estas sdo prensadas e lavadas, resultando um
volume extra de um liquido amarelo claro, conhecido popularmente como
manipueira (BARRETO et al., 2014). Tal liquido tem uma composi¢éo nutricional
excelente, devido a presenca de minerais, como fésforo, potadssio, magnésio;
além de a manipueira ser boa fonte de acucares fermentesciveis e nitrogénio,
favoravel ao crescimento de micro-organismos, esta pode ser também utilizada
como fertilizante (DUARTE et al., 2012).

O processo envolve um conjunto de rotas tecnoldgicas capazes de
fracionar, extrair, separar e converter a matéria-prima em diferentes produtos
intermediarios ou finais, incluindo alimentos, produtos quimicos, biomateriais e
energia, maximizando o0s ganhos econdmicos, minimizando 0S aspectos
ambientais negativos, e melhorando a eficacia e sustentabilidade das cadeias
agroindustriais (ROSA et al.,2011). Assim sendo, nota-se que é possivel usar
residuos agroindustrial em um fim produtivo e até lucrativo, diminuindo os

impactos maléficos ao meio.

Na perspectiva biotecnologica, as leveduras séo interessantes, pois além
de produzir carotenoides, também apresentam um bom rendimento em
biomassa (SQUINA et al., 2001), tendo uma boa fonte lipidica (YOON & RHEE,
1983), além de serem capazes de crescer em residuos da industria de alimentos

como os substratos agricolas de baixo custo (COSTA et al.,1987).


https://www.scielo.br/scielo.php?pid=S1981-67232018000100461&script=sci_arttext&tlng=es#B011
https://www.scielo.br/scielo.php?pid=S1981-67232018000100461&script=sci_arttext&tlng=es#B011
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Acompanhado a esses fatores, o interesse na producdo de astaxantina,
gue € um carotenoide, por fontes naturais vem aumentando significativamente
nos ultimos anos, devido a possibilidade de atuar como corante e sua
capacidade antioxidante biolégica potente (URNAU et al., 2015). Para tal
producédo, concordam Kobayashi et al. (1993) e Macias-Sanchez et al. (2010),
que entre os organismos produtores de astaxantina, tem-se a alga verde
Haematococcus pluvialis e a levedura Phaffia rhodozyma, as quais sao
atualmente consideradas de interesse industrial. Além disso, estudos realizados
destacam a producdo de carotenoides, em especial astaxantina, pelos
microrganismos Xantophilomices dendrorhous, Rhodotorula, Sporobolomyces,

Blakeslea trispora e Haematococcus pluvialis (VALDUGA et al., 2009).

Considerando a importancia e abundancia da materia-prima, as
possibilidades de reverté-la em um produto de interesse industrial, mediante a
meétodos biotecnolégicos, entdo esta pesquisa se propde a estudar a biomassa
produzida pela levedura Rhodotorula glutinis e a Xantophilomices dendrorhous,

bem como a producédo do carotenoide astaxantina.
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2. OBJETIVOS

2.1.0bjetivo Geral

Estudo da cinética fermentativa da producédo de astaxantina utilizando a
manipueira como substrato e 0os microrganismos Rhodotorula glutinis e

Xantophilomices dendrorhous como agentes produtores.

2.2.0bjetivos especificos

e Caracterizacao fisico-quimica da manipueira;

e Produzir e estudar o teor de biomassa;

¢ Analisar a quantidade de acucares redutores totais;

e Verificar a producao de lipideos;

e [Fomentar, extrair, e verificar a quantidade de carotenoides

astaxantina.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1.RESIDUO AGROINDUSTRIAL

O Brasil, por ser um pais de grande atividade agricola, € um dos que mais
produzem residuos agroindustriais e a busca de alternativas para utilizagdo da
matéria organica gerada vem crescendo dentro de varios centros de pesquisa
(CATANEDO et al., 2008). Aproximadamente 5 bilhdes de toneladas de residuos
agricolas sé@o gerados globalmente todos os anos (KUNG; KONG; CHOI, 2015).
A maioria deles ndo é reaproveitada ou beneficiada, apenas é destinado a
decomposicédo natural, levando ao seu acumulo, gerando problemas ambientais

(DE MORAES et al., 2017).

Se forem descartados sem tratamento prévio, incompleto ou ineficiente,
os residuos liquidos gerados durante o processamento de matérias-primas
agricolas, também podem se tornar uma fonte de poluicdo. Esses efluentes
podem conter nutrientes em excesso, sedimentos, matéria organica, pesticidas,
patbgenos, metais pesados e outros diversos contaminantes. Uma vez
descarregado em um corpo d'agua, afetard a qualidade do abastecimento de
agua doce (e, portanto, a quantidade de agua disponivel). O destino dos
descartes em rios e lagos geralmente é o oceano, 0 que tem um impacto

negativo para o meio marinho (RYDER, 2017).

Sendo assim, aten¢do especial tem sido voltada a minimiza¢éo ou reuso
de residuos e ao estabelecimento de novos usos de produtos e subprodutos
agropecuarios em substituicdo aos recursos nao renovaveis (ROSA et al., 2011).
Além disso, alega Federici et al. (2009), que iniameras empresas tém
demonstrado interesse em novas possibilidades de uso dos residuos, pois a
recuperacdo de subprodutos e residuos tem sido apoiado pela evidéncia
crescente de promover beneficios a saude. De acordo com Silva (2016), os

avancgos do agronegocio acarretaram um aumento da utilizagdo de insumos, e
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consequentemente, em uma elevacdo da geracdo de residuos nas atividades

agropecuarias e agroindustriais.

Varios compostos podem ser obtidos através dos residuos, os quais
podem ser transformados em produtos quimicos (como produtos farmacéuticos,
sabores, vitaminas e organicos acidos), macromoléculas (como biopolimeros,
lubrificantes e enzimas microbianas) e biocombustiveis (como bioetanol, biogas
e biohidrogénio), através de processos biotecnoldgicos (FEDERICI et al., 2009).
Kot et al. (2015) constataram que, além de utilizar subprodutos para producéo
bioldgica, as leveduras do género Rhodotorula também podem reduzir sua carga
organica. Eles usaram a levedura R. glutinis para verificar a biodegradabilidade
de agua residuéria de batata desproteinizada (fonte de nitrogénio) com glicerol
(fonte de carbono), e obtiveram 77% de reducdo da DQO (demanda quimica de
oxigénio) e assimilacdo de 70% de glicerol e 20,34 g/L de biomassa, quando

usando 50 g/L de glicerol e 5% da agua residual.

Com isso, relata Silva (2016), que investir na gestdo de residuos
industriais contribuem para a promoc¢ao sustentavel do pais, e nesse contexto,
Laufenberg et al. (2003) explica que novos métodos e politicas de residuos,
manuseio e tratamento estdo sendo usadas, como por exemplo a biotecnologia,
a qual tem chamado atencdo, para reutilizar os recursos residuais. A
possibilidade de aproveitamento desses excedentes da agroindustria tem grande
importancia ambiental e econdmica. Eles representam a fonte de matérias-

primas utilizadas para criar novos produtos, (REBECCHI et al., 2013).

3.1.1. Manipueira como residuo da agroindustria

O processamento de uma tonelada de farinha de mandioca para produzir
farinha gera aproximadamente 300 litros de aguas residuais da mandioca, isto
€, manipueira (COSTA et al., 2010). A manipueira € o residuo liquido gerado nas
industrias processadoras de mandioca, para a obtencéo de farinha e fécula, que
em tupi-guarani quer dizer “o que brota da mandioca”, ela apresenta grande
potencial poluente decorrente da quantidade de carga organica e toxinas
capazes de afetar células nervosas e o transporte de oxigénio no sangue. Os

efluentes de fecularias de mandioca, representam um desafio para Orgaos
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ambientais e industriais por ndo apresentar legislagdo especifica para uso na
agricultura, sendo tratada em lagoas anaerobicas, gerando odores
desagradaveis, ocupacao de grandes areas e contaminacao do lencol freatico
(CAETANO, 20186).

Diante de toda preocupacao decorrente de para onde a manipueira esta
indo, tal residuo liquido leitoso amarelo-claro, contém, no entanto, agucares,
amidos, proteinas, linamarina, sais e outras substancias (DUARTE et al., 2012),
além disso, Ribas et al. (2010) afirma que contém nitrogénio fésforo, potassio,
sodio, ferro, zinco, cobre, acido cianidrico, DBO, DQO. Além disso, as aguas
residuais de mandioca sdo também um residuo rico em carboidratos gerado em
grandes quantidades durante a producao de farinha de mandioca (COSTA et al.,
2010). A alta demanda quimica de oxigénio (DBO) é uma das principais causas
de problemas oriundas da relacdo meio ambiente com manipueira, quando esta
nao for tratada. Todavia, todos os minerais tornam o residuo atraente para
cultivos de microrganismos e producdo de substancias importantes (SILVA,
2016).

Utilizar a manipueira como meio de cultura em processo biotecnoldgico,
resulta em agregacéao de valor ao residuo e consequentemente reduz o descarte
inadequado no ambiente, favorecendo o desenvolvimento sustentavel nas
industrias geradoras de substrato. Além disso, contribuiria com a reducédo do
impacto ambiental ocasionado pelo seu descarte inadequado na natureza
(SILVA, 2016). Leonel e Cereda (1995) relataram em seu trabalho que é possivel

a utilizacdo com sucesso da manipueira para a produc¢éo de produtos biolégicos.

Nesse contexto de reuso da manipueira em uma perspectiva da
biotécnologia, notou-se em algumas analises de utilizacdo do residuo, como em
cultivo de alface, onde Duarte et al. (2012) percebe que ao aumentar a dose do
residuo, constata-se um aumento foliar da alface quadraticamente, e afirma que
este fato fora possibilitado devido aos nutrientes contidos na manipueira. Jesus
et al. (2016) usaram a manipueira como fonte alternativa de carbono para
produzir lipase. Os autores relataram que o Bacillus subtilis pode produzir lipase
por fermentagdo submersa, utilizando como fonte de carbono a manipueira

tratada sem adicdo de indutor enzimatico. A manipueira pode ser utilizada como
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matéria-prima para processos industriais por conter em sua composi¢ao, altas

concentracfes de carboidratos, nitrogénio e sais minerais (CORDEIRO, 2006).

3.2.LEVEDURAS

Ha milénios o homem vem utilizando leveduras para a producao de péo,
cerveja, vinho e outros alimentos obtidos por intermédio da fermentacao.
Atualmente, elas sdo usadas numa ampla faixa de processos fermentativos
visando a producé&o dos mais variados tipos de produtos (BENTO, DE ALMEIDA,;
2006). Microrganismos sao bons produtores de biomoléculas e essa producéo
possui grandes vantagens para a industria pela possibilidade de producédo em
curto periodo de tempo, em qualquer época do ano, em pequeno espaco, usando
substratos de baixo custo, além de permitir o controle das condi¢Bes de cultivo
(VALDUGA et al., 2014).

As leveduras sdo microrganismos e, assim como bactérias, algas e outros
fungos, tém sido utilizadas na alimentagdo humana e animal. Estes
microrganismos unicelulares sdo as mais antigas fontes de proteinas
unicelulares consumidas pelo homem através de produtos naturais, bebidas e
alimentos elaborados por processos fermentativos. Sob o ponto de vista
industrial, as leveduras sdo muito interessantes, pelo fato de essa matéria-prima
ser composta de uma variedade de componentes Uteis e, por esse motivo,
amplamente explorada (COSTA, 2004).

As leveduras sdo bastante utilizadas, pois possuem uma capacidade
ampla de obterem variedades de componentes, tém na biomassa uma fonte
lipidica, podendo acumula-la nhuma faixa de 20-70% (w/w) na parede celular,
precisando-se para tanto qualquer substrato. O conteudo lipidico relatado no
estudo, demonstra a abundéancia produtiva pelas leveduras, de 2120 Kg/m3 de
lipidios, em relac&o as bactérias e fungos, os quais tém, respectivamente, uma
producéo lipidica de 678,8 Kg/m3, e 0 outro ndo detectou producéo, tais valores
foram retirados dos maiores produtores dentre todas as espécies testadas,
porém, pode-se dizer que a levedura produziu bem mais do que os outros
microrganismos (SAWANGKEAW; NGAMPRASERTSITH, 2013).



18

Além disso, as condi¢des de cultivo sdo mais faceis de controle do que de
outros microrganismos, como a temperatura, tipos de nutrientes e niveis, pH e,
se aplicavel, niveis de luz, e o cultivo de oleaginosos microrganismos nao
requerem qualquer inseticida, pesticida ou herbicida, e com isso pode-se dizer
que manipular leveduras, além de produzirem mais componentes, sdo mais
simples de se trabalhar. Ao contrario do cultivo de microalgas, fungos e
leveduras sdo favoravelmente cultivados na auséncia de luz, e assim um
fermentador € apropriado (SAWANGKEAW; NGAMPRASERTSITH, 2013).

3.2.1. Levedura Xanthophyllomyces dendrorhous como agente

produtor de carotenoides

P. rhodozyma foi isolado pela primeira vez de seu habitat natural, as
feridas de bétulas em regides mais frias, de Phaff no final dos anos 1960. Mais
tarde, foi taxonomicamente classificado como 0 novo
género Phaffia representado por uma Unica espécie, P. rhodozyma
(MILLER, YONEYAMA, SONEDA, 1976).

Desde que descobriu o estagio sexual de P. rhodozyma, a forma sexual
foi designada X. dendrorhous e o estado assexuado P. rhodozyma. Avaliou-se
que P. rhodozyma cumpre varios critérios, que permitem uma alocacado ao filo
dos basidiomicota, como a capacidade de sintetizar compostos semelhantes ao
amido e pigmentos (GOLUBEYV, 1995). De acordo com Andrewes e Starr (2001),
0S principais pigmentos sdo as xantofilas, onde a astaxantina representa a
maioria com 83-87% dos carotenoides totais, seguida pela fenicoxantina (5-7%),
3-hidroxiquinenona (3-4%), equinenona (2-4%) e - caroteno (2—2,5%).

Além disso, como fora dito, varios pigmentos carotenoides s&o
sintetizados, sobretudo o carotenoide astaxantina, e se formam células em
massa, com caracteristicas de cor laranja para cor vermelho-salméao, no produto
final da carotenogénese em P. rhodozyma (MILLER, YONEYAMA, SONEDA,
1976; SCHIMIDT et al., 2011).

A astaxatina € uma xantofila vermelha (carotenoide oxigenado) com

grande importancia nas industrias de aquicultura, farmacéutica e alimenticia. A
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alga verde Haematococcus pluvialis e a levedura hetorobasidiomiceta
Xanthophyllomyces dendrorhus sdo atualmente conhecidas como os principais
microrganismos Uteis para a producdo de astaxatina em escala industrial
(ANDREWES, STARR, 2001). A melhoria do titulo de astaxantina de
fermentacao microbiana € um requisito para ser competitivo com a fabricacéo de
sintéticos por procedimentos quimicos, que atualmente € a principal fonte do
mercado (SCHIMIDT et al., 2011).

3.2.2. Levedura Rhodotorula glutinis como agente produtor de

carotenoides

O género Rhodotorula refere-se a um grande grupo de leveduras
pigmentadas esporogénicas pertencentes ao filo Basidiomycota, classe
Urediniomycetes e ordem Sporodial. (ALMANZA et al., 2014). O género
Rhodotorula é conhecido por sua capacidade de biossintetizar carotenoides, tais
como [-caroteno, toruleno e torularrodina, em diferentes proporcdes. Tal
microrganismo tem sido estudado devido a seu potencial para producéo
industrial de carotenoides, uma vez que oferecem vantagens sobre os outros
géneros em termos de taxa de crescimento elevada e uso de substratos de baixo
custo (BRANCO; SOARES, 2015). Além disso, varias linhagens de Rhodotorula
apresentam caracteristicas importantes, como a producao de grandes proteinas
unicelulares, etanol, acido acético e acetaldeido (ALMANZA et al., 2014).

Leveduras do género Rhodotorula sdo microrganismos estritamente
aerébios com caracteristicas metabdlicas peculiares, como a aptiddo de
engendrar glicogénio durante a fase de crescimento exponencial e também
producdo de grandes quantidades de lipidios e pigmentos carotenoides durante

a etapa estacionaria do desenvolvimento (ALMANZA et al., 2014).

Entre as leveduras capazes de produzir lipidios, a literatura destaca os
géneros Candida, Lipomyces, Rhodospiridium, Rhodotorula, Saccharomyces,
Torulopsis e Trichosporon, capazes de produzir 60% ou mais de gordura (LIMA,
SATO, 2001).
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Em estudos, comparando leveduras, tais como Rhodotorula mucilaginosa,
Candida lipolytica e Saccharomyces cerevisiae, tendo como substrato a vinhaca
bruta e melago, a R. mucilaginosa foi a que apresentou maior produtividade de
biomassa e proteina (CAZETTA, CELLIGOI, 2005). Atualmente, este género tem
sido estudado devido ao seu potencial para producéo industrial, como corantes
alimentares e antioxidantes (EVANGELISTA, 2008).

O género Rhodotorula inclui trinta e quatro espécies, dentre elas tem as
Rhodotorula mucilaginosa, R. rubra, R. minuta, R. glutinis. R. glutinis € uma
levedura pigmentada, parte do filo Basidiomycota, particularmente importante
para as industrias de alimentos devido ao seu potencial biotecnolégico e

implicagbes de seguranga (ALMANZA et al., 2014).

Rhodotorula glutinis é uma levedura que tem uma vantagem sobre as
algas, outros fungos e bactérias devido a sua taxa de crescimento unicelular,
que é relativamente alta com a utilizacéo de meio de fermentacéo de baixo custo
(TASKIN & ERDAL, 2011). Em estudo da curva de crescimento da R. glutinis,
Marova (2010) verificou um comportamento bifasico tipico em fase estacionaria
prolongada, provavelmente devido a competéncia das celulas de levedura de
utilizar armazenamentos lipidicos formados durante o crescimento como fonte
de energia adicional. Observou-se também que a producdo de carotenoides
durante o crescimento flutuou e foram vistos alguns maximos e minimos locais.

O principal carotenoide produzido pelas células R. glutinis é o B-caroteno.

Dai (2007) percebeu que R. glutinis acumulava lipidios em até 60,69% em
uma base de biomassa celular. Também observou que o biodiesel tem uma
composi¢do muita parecida com a do 6leo produzido. Portanto R. glutinis pode
ser considerada uma potencial cepa para converter hidrolisados lignocelulésicos

em matéria-prima para producéo de biodiesel.

3.3.LIPIDIOS

Os éacidos graxos poliinsaturados omega-6 e omega-3, que sao tipos de

lipidios, sdo essenciais ao organismo, principalmente pelas propriedades
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funcionais que apresentam (NOVELLO et al., 2008). Além disso, os lipidios sdo
considerados fontes energéticas com alta concentracdo de energia prontamente
disponivel, pois séo constituidos de grande proporcéo de acidos graxos, 0s quais

possuem 2,25 vezes mais energia que os carboidratos (SILVA el al., 2007).

Os lipidios da dieta sdo fonte de &Acidos graxos essenciais para o
organismo humano, onde se encontram os acidos linoléico e a-linolénico. Os
acidos graxos sdo importantes para o balanco energético, biossintese de
membranas, producdo de eicosanodides e outras funcdes especializadas. Nos
tecidos, os &cidos graxos podem ser oxidados a acetil-CoA (3-oxidagéo) ou
esterificados a acilglicerol, onde como triacilglicerol constituem a forma mais
eficiente de reserva calérica do organismo. Muitas das propriedades funcionais
das membranas sdo influenciadas por é&cidos graxos que compdem o0s
fosfolipideos. Os acidos graxos saturados diminuem a fluidez das membranas,
enguanto os acidos graxos polinsaturados promovem maior fluidez (MOREIRA
et al., 2002).

Em estudo que analisa as consequéncias de ter ou nao ter lipidios no leite
materno, demonstra a importdncia da existéncia dos lipidios para o
desenvolvimento da crian¢a, bem como do proéprio feto. A fracao lipidica do leite
representa a maior fonte de energia para criancas e fornece nutrientes
essenciais, tais como vitaminas lipossolUveis e acidos graxos poliinsaturados
(AGPI). Os &cidos graxos essenciais (AGE) linoléico (LA, 18:2n-6) e a-linolénico
(ALA, 18:3n-3) sao precursores dos acidos graxos poliinsaturados de cadeia
longa (AGPI-CL), incluindo os acidos docosahexaendico (DHA) e araquidbnico
(ARA). A qualidade dos lipidios no leite secretado esté diretamente relacionada
com a ingestdo materna. Os AGPI-CL sao importantes na protecao contra alergia
e infeccbes, no processo visual e no desenvolvimento cognitivo na infancia
(TINOCO et al., 2007).

Para a producéo dos lipidios as leveduras séao cultivadas em meios que
fornecam condicbes ideais para 0 seu crescimento e desenvolvimento
(DELABIO et al., 2012). Muitas espécies de leveduras sdo capazes de gerar e
acumular lipidios em suas células. Por exemplo, varias cepas de levedura

exibem producédo lipidica significativa e niveis de acumulagdo com diferentes
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substratos, como cana-de-agucar melaco, palha de trigo e hidrolise de palha de
arroz (SAWANGKEAW; NGAMPRASERTSITH, 2013).

A engenharia genética consegue melhorar a produtividade ou a
composicao especifica dos lipidios, os quais podem ser preferivelmente obtidos
em muitas leveduras do que em insetos (por exemplo, larvas de moscas de
soldado preto) e plantas petroliferas (por exemplo, soja e dendé). Em além disso,
as leveduras geneticamente modificadas podem ser completamente contidas
dentro do tanque de fermentacdo como este € um sistema fechado em contraste
com o cultivo aberto de insetos ou plantas. Devido as vantagens do cultivo em
um fermentador, os lipidios derivados de leveduras e fungos séo potencialmente
promissores matérias-primas a base de lipidios. O perfil de &cido graxo dos
lipidios de leveduras e fungos cultivados em meios selecionados pode ser
semelhante ao dos 6leos vegetais comuns, como soja e acido oleico alto
contendo 6leos de girassol (SAWANGKEAW; NGAMPRASERTSITH, 2013).

3.3.1. Importéancia da producao do Lipidio Astaxantina

Cada vez mais as propriedades promotoras da saude da astaxantina tém
sido reveladas, o que abre novas possibilidades para uma aplicacdo potencial
como nutracéutico e como ingrediente constitucional para cosméticos. Ademais,
véarios efeitos benéficos sobre a salde sdo devidos a atividade antioxidante
notavelmente alta da astaxantina, que se provou ser até dez vezes mais forte do

que o B-caroteno e 100 vezes maior do que o a-tocofero (MIKI et al., 1991).

E um carotenoide pertencente a familia das xantofilas que pode ser
encontrado em grande quantidade na microalga Haematococcus pluvialis e em
microalgas do género Chlorella (PARK; LEE, 2001). Apesar de poder ser
sintetizada por plantas, bactérias e alguns fungos, a microalga H. pluvialis possui
a maior capacidade para o acumulo de astaxantina na célula, podendo-se obter

de 4 a 5% em relacdo a sua biomassa seca (YUAN et al., 2011).

O carotenoide possui atividade antioxidante e diversos estudos tém
demostrado os efeitos positivos para a prevencdo e tratamento de varias

doencas como, cancer, doencas cronicas inflamatérias, sindromes metabdlicas,
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diabetes, doencas cardiovasculares, doencas neurodegenerativas e doencgas
nos olhos e na pele (RAO et al., 2013).

O interesse pelo uso do lipidio como corante natural na industria de
alimentos e como aditivo em racdes para a aquicultura tem crescido nos ultimos
anos. Sua molécula apresenta dois grupos carbonila, dois grupos hidroxila e
onze duplas ligacOes etilénicas conjugadas. Pode agir como um forte
antioxidante através da doacdo de elétrons para radicais livres tornando-os
produtos mais estaveis, bloqueando a rea¢do em cadeia destes radicais em uma

ampla variedade de organismos vivos (YUAN et al., 2011).

Sua sintese e armazenamento € intracelular e a acdo destas moléculas
estd em desativar os radicais livres produzidos durante o metabolismo normal
das células, tais como o O2, o radical hidroxila (OH"), peroxidos e outros
oxidantes por meio de um processo no qual a energia € transferida de altos niveis
de excitacao para uma molécula de carotenoide, a qual pode retornar ao estado
fundamental liberando calor (BERERA et al., 2010).

A grande capacidade que as leveduras tem de crescer em varios
substratos como residuos agroindustriais, tornam-nas microrganismos
promissores para a producdo de carotenoides. A descoberta da producéo de
biomoléculas por meio de leveduras na década de 1960 e a elucidacdo das
estruturas quimicas dos pigmentos fizeram com que o interesse em produzir
carotenoides por leveduras aumentasse (MALDONADE; SCAMPARINI;
RODRIGUEZ-AMAYA, 2007).

A producdo de carotenoides pela levedura R. glutinis cultivada em
diferentes subprodutos agroindustriais vem sendo estudada. Malisorn e
Suntornsuk (2009) aplicaram um planejamento composto central rotacional para
otimizar as condi¢des de cultivo para a levedura R. glutinis, tendo como resposta
a producao de B-caroteno. Rhodotorula glutinis € um microrganismo aerébico
capaz de produzir carotenoides em suas células, como fruto do seu metabolismo,
sintetizando o [-caroteno, o toruleno e a torularrodina como carotenoides
principais (AKSU; EREN, 2007).
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. MANIPUEIRA

A manipueira utilizada foi gentiimente cedida por uma microindustria
processadora de mandioca brava, da cidade de Itambé no Estado de
Pernambuco, Brasil, sendo armazenada a -18 °C logo apds a coleta.

4.1.1. Tratamento da Manipueira

Foi realizado, primeiramente, um tratamento térmico na manipueira a 85°
C durante 20 minutos para eliminar glicosideos cianogénicos presentes, em
seguida a manipueira foi resfriada. Para remocdo do excesso de sdlidos e
consequente clarificacdo, foi centrifugada (centrifuga refrigerada RB7) a 3200
rom durante 10 minutos. Em seguida, o precipitado foi removido e o

sobrenadante foi utilizado para o processo fermentativo.

4.1.2. Analises fisico-quimicas do substrato

4.1.2.1. Acucares redutores, nado redutores e totais

Para determinacdo dos acucares redutores, utilizou-se uma modificacéo

do método do DNS, que foi proposto por Miller (1959).
Preparo das solugdes utilizadas:

100 mL de NaOH 2 mol.L1; Em Becker de 250 mL foram pesados 8g de
NaOH PA e dissolvidos com 50 mL de agua destilada em banho com agua fria.
A solucéo foi transferida para baldo volumétrico de 100 mL e aferida com agua
destilada.

500 mL de DNS: Foram pesados 5g de DNS (acido 3,5 — dinitro-salicilico)
e adicionados 100 mL de NaOH 2 mol.L*, em Becker de 250 mL. Em um Bécker
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de 500 mL foram pesados 150 g de tartarato duplo de sédio e potassio e
dissolvidos em 250 mL de agua destilada. A solucéo foi levada para aquecimento
até dissolver completamente e a ela foi adicionado a solucdo de DNS sob
aquecimento até dissolver completamente. Deixou-se esfriar, e aferiu-se em
baldo de 500 mL com &gua destilada. A solucdo foi armazenada em frasco
escuro sob condi¢cdes minimas de luz. Curva padrdo: Na construcdo da curva
padrao foram pesados 100 mg (0,1 g) de glicose e dissolvidos em 100 mL de
dgua destilada em baldo volumétrico. ApoOs agitacdo vigorosa para
homogeneizar, transferiu-se 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 mL da solu¢cdo-mae para tubos
de ensaio e o volume foi completado para 10 mL com agua destilada. Os tubos
foram homogeneizados e de cada tubo transferiu-se 1 mL para tubos com 1 mL
de DNS (em duplicata). Os tubos foram aquecidos a 100 °C por 5 min, tendo-se
o cuidado de né&o colocar os tubos antes de aquecimento vigoroso do banho e

entdo resfriados em banho com agua a temperatura ambiente por 3 min.

A cada tubo foram adicionados 8 mL de agua destilada, e apos
homogeneizado, a absorvancia foi lida a 540 nm. Com os valores de
absorvancia, foi construida a curva de absorvancia versus concentracao. Analise
das amostras: Inicialmente foi determinada a quantidade inicial de amostra que
resultasse em leitura dentro da faixa da curva padrdo. As diluicbes necessarias
foram usadas no calculo para determinacdo do teor de aclUcar da amostra
desconhecida. Depois de dissolver determinada quantidade de amostra em um
volume definido de agua, transferiu-se 1 mL para tubos de ensaio contendo 1
mL de solucdo DNS. A seguir, os tubos foram levados para banho de agua
fervente por exatos 5 min. Apés este intervalo, os tubos foram retirados do banho
de 4gua quente e colocados em banho de agua fria por 3 min, até completo
resfriamento. Em cada tubo foi adicionado 8 mL de 4gua destilada e feita a leitura
imediatamente a 540 nm. A curva padrao foi usada para transformar a leitura de
absorvancia em miligramas de acgUcares redutores por mililitro de solucéo.
Efetuaram-se os célculos para expressar os resultados em gramas de acucares
redutores por litro de amostra inicial. Quando a amostra tem sacarose €
necessario fazer a inversao da sacarose, para analise dos acucares totais. Para
tal, foram misturados 1 mL da amostra com 1 mL de solu¢céo de acido cloridrico

2 mol.L* (16,8 mL de &cido concentrado por 100 mL), em seguida os tubos foram
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colocados em banho com agua fervente por 5 min e resfriados em banho de
agua gelada. Depois de esfriar foram adicionados 2 mL de hidroxido de sodio 2
mol.L't. Homogeneizou-se bem e seguiu-se o procedimento idéntico a
determinacdo de acucares redutores a partir do item 5 da curva padrao. Neste
caso multiplicou-se o resultado por 4 (diluicdo) para obter o valor de agUcares
redutores totais (g.L™?).

4.1.2.2. Determinacdo da Umidade

Para quantificagdo do percentual de umidade foi utilizado o método de
secagem em estufa comum (AOAC, 2000). Foram pesados 5 g da manipueira
totalmente liquida, bem homogeneizada, em capsulas de aluminio codificadas,
previamente secas e taradas, anotandose a massa das capsulas e da amostra,
e logo em seguida as capsulas foram levadas para a estufa a 105 °C. Apés 24
h, as capsulas foram retiradas da estufa e colocadas em dessecador 44 durante
20 min para esfriar, em seguida pesadas e anotou-se a massa final para efetuar-

se os calculos. A andlise foi realizada em triplicata.
4.1.2.3. Determinacao de Cinzas

Cadinhos de porcelana vazios foram colocados em mufla e deixados a
550°C, durante 15 min, em seguida foram deixados em dessecador até atingir
a temperatura ambiente, foram pesados vazios e com 5 g da amostra,
anotando-se ambas as leituras. Logo ap0s a pesagem, os cadinhos foram
levados a mufla durante aproximadamente 6 h, a 550°C, ou até o clareamento
da cinza. Logo apos os cadinhos foram retirados da mufla e colocados
diretamente no dessecador para que atingissem a temperatura ambiente,
novamente pesados, anotando-se as leituras finais para efetivagéo do
percentual de cinzas na amostra. A analise foi realizada em triplicata. (AOAC
2000).

4.1.2.4. Determinacao de Proteinas

O método baseia-se na adicdo de etanol, acido fosférico e um corante
chamado Azul Brilhante de Coomassie G-250 a solu¢éo contendo proteinas. No
pH de reacdo, a interacdo entre a proteina de alto peso molecular e o corante

provoca o deslocamento do equilibrio do corante da forma anidnica (vermelha)
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para a forma catidnica (azul), que absorve fortemente em 595 nm (BRADFORD,
1976).

4.1.25. pH

Foi determinado em pHmetro digital, provido de um eletrodo de vidro,
calibrado com solucéo tampao pH 7,0 e 4,0, seguindo os parametros descritos
pelo método no 947.05 da AOAC (2000).

4.1.2.6. Determinacao de Solidos Solaveis Totais

A concentracao de solidos sollveis totais foi medida em °Brix.
Adicionou-se 1 mL da amostra a 9 mL de agua destilada e, apos
homogeneizacéo, foi realizada a leitura em refratbmetro. O resultado foi
multiplicado por dez, devido a dilui¢cdo, a fim de determinar o teor de sélidos
soluveis do residuo (AOAC 2000).

4.1.2.7. Massa Especifica

A determinacdo da massa especifica da manpueira foi realizada pela
medicado da massa e do volume ocupado pela mesma. Foi colocado manipueira
em uma proveta de 100 mL, e pesou em balanca. Ao completar os 100 mL a

massa foi anotada. O calculo da densidade € obtido pela Equacéo:
_m (3.2)
P=y
Onde:
m = massa (Q);

V = volume (mL);

4.2. MICRORGANISMO

A levedura Rhodotorula glutinis, ja foi adquirida da colecdo da fundacgéo
André Tosello (Campinas, Sdo Paulo, Brasil) e se encontra armazenada no

Laboratério de Processos Biotecnolégicos (LABIO) do Centro de Tecnologia
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(CT) da Universidade Federal da Paraiba (UFPB). Para crescimento e
manutencdo as colonias foram incubadas em placas de Petri com meio YMA
(Yeast Malt Agar) composto por 10 g.L? de glicose, 3 g.L! de extrato de
levedura, 3 g.L* de extrato de malte, 5 g.L™! de bacto peptona e 20 g.L* de &gar.
As placas foram incubadas na estufa a 30 °C. Para a manutengéo, as leveduras

foram colocadas nas placas em refrigerador a temperatura de 4 °C.

4.3.CULTIVO EM MEIO SINTETICO (YM)

Para que se tivesse uma ideia do crescimento da levedura, um cultivo
utilizando-se o meio sintético foi realizado. Células de Rhodotorula glutinis foram
diluidas em agua destilada estéril e inoculadas em frascos Erlenmeyer de 1000
mL, contendo 400 mL do meio sintético. Na Tabela 1 tem-se a composi¢do do
meio utilizado de acordo com Frengova et al. (1994). O in6culo foi mantido em
incubadora tipo “Shaker” (Logen — LS4900 — THZ), a 25° C e 150 rpm

Tabela 1 - Componentes do meio de cultivo sintético para crescimento da

levedura.
Componente Concentracdo (g.L™)
Glicose 40,0
KH,PO, 8,0
MgS0O,.7H,0 05
Extrato de levedura 3,0

Fonte: Frengova et. al, 1994.
4.4.PREPARO DO INOCULO

Adicionou-se 5 mL de agua destilada estéril a uma placa de Petri contendo
a levedura Rhodotorula glutinis, raspando-se as células até formar uma
suspensao. Os 5 mL foram transferidos para um frasco Erlenmeyer de 500 mL
contendo 200 mL do meio utilizado para o cultivo sintético. Apés o inoculo, o
frasco Erlenmeyer foi levado para a incubadora tipo “Shaker” a 25° C e 150 rpm.
Apds 24 h, o meio foi centrifugado cuidadosamente, com o tubo bem fechado,

sob-refrigeracdo e o sobrenadante descartado, adicionou-se 50 mL de agua
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destilada estéril, em camara de fluxo laminar, e a concentracdo celular foi
determinada em camara de Neubauer para calculo do volume de indculo

correspondente a 1x107 células. mL?.
4.5.CONDICOES DE CULTURA

Os experimentos foram realizados em Biorreator de 4000 mL, contendo
3000 mL do meio de cultura (manipueira) durante 84 horas. Durante o periodo
de fermentacéao, aliquotas foram removidas periodicamente durante os intervalos
de tempo de 0, 12, 24, 36, 60, 72, 84h, para determinar o crescimento da
levedura (biomassa), da producéo de lipidios e de carotenoides.

4.6.BIOMASSA

Aliquotas de 1 mL da amostra foram diluidas em &gua destilada e lidas
em espectrofotdmetro (Bioespectro SP 220) ao comprimento de onda de 600
nm. Converteu-se o valor da absorvancia em concentracao através de uma curva

padréo de biomassa.
4.7.ACUCARES REDUTORES

Os acucares redutores foram quantificados ao longo do cultivo, utilizando
o reagente DNS, segundo metodologia proposta por MILLER (1959). Para a
quantificacdo foram preparadas curvas padrdes com lactose, glicose e

galactose, a depender do tipo de acucar presente no meio.
4.8.EXTRACAO E QUANTIFICACAO DE CAROTENOIDES

A extracdo dos carotenoides foi realizada de acordo com a metodologia
descrita por Cutzu et al. (2013), com modificagcbes. A biomassa fresca foi
coletada por centrifugacdo a 2260xg por 10 minutos, o sobrenadante foi
descartado e as células foram congeladas a -20 °C por 24 horas. Para a ruptura
celular, as células foram descongeladas e suspendidas em 2 ml de
dimetilsulféxido (DMSO) a 60 °C, foram adicionadas pérolas de vidro de 0,1 mm
de diametro (Sigma-Aldrich, Brasil) e esta mistura foi colocada no vortex por 2
minutos, sendo em seguida incubada a 60 °C por 15 min. Para a extragéo e
separacédo dos pigmentos foram adicionados em sequéncia 2 mL de acetona, 2
mL de éter de petroleo e 2 mL de NaCl 20 %, posteriormente colocando-se a

amostra em vortex por um tempo total de 5 min.
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Esta mistura foi centrifugada a 2260xg por 10 min e a fase superior de
éter de petroleo, contendo os carotenoides extraidos, foi coletada e os
carotenoides totais foram quantificados como equivalentes em [(3-caroteno em
espectrofotometro com leitura de comprimento de onda em 450 nm, seguindo-

se a metodologia proposta por Rodriguez-Amaya e Kimura (2004).

4.9.EXTRACAO E QUANTIFICACAO DE LIPIDEOS

Para a determinacéo de lipideos a biomassa foi seca a 80 °C por 24 horas
e macerada em almofariz e pistilo. Em seguida pesou-se 200 mg de amostra e
foi realizada uma hidrdlise acida para a ruptura celular utilizando acido cloridrico
2 N e os lipideos foram extraidos e quantificados seguindo-se metodologia
preconizada por Bligh e Dyer (1959).



31

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. ANALISES QUIMICAS FiSICO-QUIMICAS DO SUBSTRATO

A manipueira apresentou propriedades que favorecem o crescimento de
microrganismos demonstrando ser um potencial substrato para a sintese de
biomoléculas, entre elas, os carotenoides. Os seguintes resultados foram obtidos

a partir das analises retratadas.

Tabela 2 - Analise do substrato.

ANALISES FISICO-QUIMICAS
Umidade (%) 93,54 + 0,35 (%)
Proteinas (%) 1,58 + 0,03 (%)
Acucares redutores (g/L) 32,24 + 0,66 (g/L)
Acucares ndo redutores (g/L) 14,928 g/L

AcUcares totais (g/L) 47,18 g/L
Cinzas 1,00 + 0,30 (%)
Solidos sollveis totais (°Brix) 7,3 °Brix
pH 53
Massa especifica 93,54 + 0,35 (%)

Fonte: Autor (2022).

Analisando a distribuicdo obtida para umidade, e cinzas, percebe-se que
Bezerra et al. (2014), obtém para umidade e cinzas, respectivamente, 92,27% e
2,27, enquanto que Pinto (2013), alcanca valores 92,44% e 2,08, e Cereda
(2001) nota resultados de 92,77% e 2,93, que sdo bem préximos dos obtidos
neste trabalho. Apesar das proximidades, pode se justificar os desvios das
cinzas pelas condi¢cbes climaticas ou pelo tipo de mandioca que originou a

manipueira usada em cada estudo (BEZERRA et al., 2014).
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O pH influencia o crescimento da levedura e a producéo de carotenoides
(BEZERRA et al., 2014). Foi analisado o efeito do pH inicial do meio de cultura
(2,5; 3,5;4,5;5,5; 6,5; 7,5 e 9,5) no crescimento e producéo de carotenoides pela
levedura R. glutinis, por Latha et al., (2005), que perceberam ao incubar o
microrganismo num meio com glucose, a temperatura entre 29 a 32°C, e
agitacao de 200 rpm, a altos valores de pH (pH 9,5) a levedura atingiu 0 maximo
de biomassa (9,8 g/L), enquanto a pH baixo (pH 5,5) atingiu o maximo de
concentracédo de carotenoides (3,5 mg/L). Sendo assim, olhando o pH obtido,
nota-se que h& um portentoso potencial de produzir carotenoide, uma vez que

se encontra num valor de 5,3.

Feltrin et al. (2000) ao analisarem as composic¢des fisico-quimicas do
melaco da cana de acucar, relatam que para o crescimento de mircrorganismo,
0 substrato necessita atender as necessidades nutritivas e energéticas do
mesmo, isto &, carbono, oxigénio, hidrogénio e nitrogénio, e com isso pode-se
perceber que a manipueira possui tanto a fonte de carbono, quanto a de
nitrogénio, a partir do que esta explicito na tabela nos dados de acucares totais,
e proteina. No que diz respeito a proteina, na analise de Pinto (2013), obteve-se
1,19%, enquanto que neste trabalho tem-se 1,58%, evindenciando que na
manipueira deste trabalho h& mais proteina, e consequentemente, teria um viés

biotecnoldgico mais positivo.

5.2. BIOMASSA

Nas figuras 1 e 2 tém-se os resultados para a biomassa produzida pela
Rhodotorula glutinis e Xantofilomices dendrorhous, respectivamente, ao longo

do tempo de cultivo.
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Figura 1 - Biomassa produzida pela Rhodotorula glutinis ao longo do tempo de

cultivo.
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Fonte: Autor (2022).

De acordo com a figura 1, o experimento obteve uma producédo de
biomassa de 8,52 g.L-! em aproximadamente 84 horas de cultivo. Silva (2016)
produziu 6,95 g.L! de biomassa em aproximadamente 120 horas de cultivo,
usando como substrato manipueira e o microrganismo fora Rhodotorula

mucilaginosa.
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Figura 2 - Biomassa produzida pela Xantofilomices dendrorhous ao longo do

tempo de cultivo.
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Fonte: Autor (2022).

Figura 3 - Biomassa produzida pelo cultivo misto ao longo do tempo.
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Fonte: Autor (2022).

De acordo com as figuras 1, 2 e 3, 0s experimento obtiveram uma
producdo de biomassa de 8,52 g.Lt, 9,849 g.L! e 7,74 g.L%, respectivamente,

em aproximadamente 84 horas de cultivo. Silva (2016) produziu 6,95 g.L de
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biomassa em aproximadamente 120 horas de cultivo, usando como substrato

manipueira e o microrganismo fora Rhodotorula mucilaginosa.

Cazetta e Celligoi (2005) cultivaram R. mucilaginosa em vinhaca e melaco de
cana-de aclcar e produziram 1,62 g.L* de biomassa utilizando um meio com
10% de melaco, e 7,05 g.L! tendo como substrato a vinhaca bruta. Reyna-
Martinez et. al (2015) obtiveram 6,27 g.L-1 e 6,53 g.L! de biomassa seca
utilizando a levedura R. mucilaginosa, e como substratos, um meio com limitacao
de nitrogénio (NLM) e um meio de cultura misto para microalgas e leveduras,
respectivamente. Saenge et al. (2017) encontraram uma biomassa de 8,05 g.L*

para Rhodotorula glutinis cultivado em efluente da fabrica de 6leo de palma.

5.3. ACUCARES REDUTORES TOTAIS

Os resultados para o consumo da fonte de carbono durante o cultivo

encontram-se nas Figura 4, 5 e 6.
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5 - Consumo de acucares redutores (g.L-1 ) durante o cultivo de

Xantofilomices dendrorhous em manipueira
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Figura 6 - Consumo de agucares redutores (g.L-1 ) durante o cultivo misto em

manipueira
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Fonte: Autor (2022).

De acordo com as figuras, obteve-se maior consumo da fonte de carbono em
aproximadamente 82 horas de cultivo, quando se tem exatamente uma maior

producdo de biomassa. Tal fato concorda com a literatura, pois Silva (2016)
relata o0 mesmo.

5.4. EXTRACAO E QUANTIFICACAO DE CAROTENOIDES E LIPIDEOS

O resultado para a producdo de carotenoides, durante o cultivo em

manipueira, encontra-se nas figuras seguintes.



Figura 7 - Producao de carotenoides Rhodotorula glutinis no tempo.
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Figura 8 - Producgéo de carotenoides pela Xantofilomices dendrorhous no
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Figura 9 - Producao de carotenoides pelo cultivo misto no tempo.
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Fonte: Autor (2022).

Quando o cultivo foi realizado com a Rhodotorula glutinis, a producéo
méaxima de carotenoide do presente trabalho foi de 1,30 mg/L e a lipidica foi de
0,81 g/L, enquanto que com a Xantofilomices dendrorhous foi de 1,10 mg/L e a
lipidica de 4,20 g/L, além disso, no cultivo misto obteve-se a producdo maxima
de carotenoide do presente trabalho foi de 1,68 mg/L e a lipidica foi de 5,86 g/L.
Com isso, pode-se dizer que houve maior producdo em relacdo ao que fora
apresentado por Da Silva et al. (2020), o qual analisou alguns substratos para a
producéo, obtendo 0,54 g de lipidios/L e 0,49 mg/L de carotenoides, utilizando-
se a R. muscilaginosa e tendo como substrato a fibra do sisal, bem como Ribeiro
et al. (2019) que fizeram os cultivos usando diferentes microrganismos e
substratos, e tiveram como resultado 0,98 mg/L de carotenoides e 1,34 g/L de
lipideos usando a levedura R. glutinis cultivada na manipueira. Cazetta e Celligoi
(2005) fazem cultivo de R. muscilaginosa em vinhaca bruta produzindo 0,62 g de
lipidios por litro de substrato, j& no melaco de cana-de-agucar, conseguiram 0,6
g/L.

Analisando a exposicdo de Lopes et al. (2017), estes investigam
diferentes metodologias para ruptura celular na extragcdo de carotenoides,

adquirindo 93,2 mg/g de carotenoides, usando acido aceético na ruptura,
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enquanto que nos cultivos realizados nesse trabalho se tem 111,6 mg/g, quando
em Rhodotorula glutinis, 112,04 mg/g, quando em Xantofilomices dendrorhous e
238,04 mg/g, quando cultivo misto. Gervasi et al. (2020) investigando o cultivo
com Xantofilomices dendrorhous no soro do leite como meio de cultura e a

influéncia da luz na producéo de carotenoide, obtém 51 mg/g.
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6. CONCLUSAO

Com base nos resultados obtidos, verifica-se que a manipueira € um
substrato promissor para ser usado na rota biotecnoldgica, seja na producéo de
biomassa, ou de carotenoides, tendo em vista que suas caracteristicas fisico-
quimicas lhes proporciona um aporte suficiente para promover tais resultados.
Além disso, observando e relacionando as caracteristicas estudadas neste
trabalho com outras da literatura, € mostrado que a manipueira usada possui
propriedades que Ihe qualifica, e a colocaria com uma maior eficiéncia. Ademais,
a manipueira configura-se como um subtrato potencial para o cultivo da levedura
R. glutinis, a qual ao ser analisada obteve um bom rendimento na conversao, ao
comparar com outros trabalhos, em funcao do rendimento de conversao da fonte

de carbono em biomassa, lipidios e carotenoides.
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