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Resumo

Os carotenoides sao colorantes naturais responsaveis pelas cores vibrantes, amarelo,
laranja e vermelho em uma variedade de alimentos, principalmente, frutas e vegetais.
Porém, esses compostos podem também ser produzidos por vias biotecnologicas
pelos microrganismos. Algumas classes de carotenoides desempenham diversas
funcdes na saude humana devido a sua atividade antioxidante e a capacidade de
atuarem como precursores da vitamina A, como €& o caso do [(3-caroteno. Por
conseguinte, os carotenoides séo utilizados ndo apenas como colorantes naturais,
mas também como aditivos nutricionais na industria alimenticia. No entanto, obter
esses compostos de fontes naturais com alto rendimento e pureza representa um
desafio significativo, resultando em altos custos de producdo. Dessa maneira,
ferramentas estatisticas, como Modelos Polinomiais (MP) derivados de regressdes
multiplas, podem auxiliar no aprimoramento desse processo, apesar dos desafios
apresentados por sistemas nao lineares. Assim, este estudo teve como objetivo
incrementar a producdo de carotenoides, com destaque para a torularodina, por
cultivo submerso da levedura Rhodotorula glutinis CCT-2186, utilizando
planejamentos experimentais. Para tanto, foi empregado delineamentos Plackett-
Burman, e como primeiro resultado de interesse, a asparagina foi substituida do meio
de cultivo por extrato de levedura. Posteriormente, através de estudos avaliando
fontes de nitrogénio, o extrato de levedura foi substituido por extrato de malte pois o
altimo levou a maior producao das moléculas de interesse. Além disso, a introducéo
do surfactante Tween 80 no meio de cultivo e a extensao do tempo de cultivo de 72
para 96 h aumentaram 377,68% a producgéo de torularodina, atingindo 2,097 mg/mL
na melhor condicdo como segue (% m/v): dextrose (1), KH2PO4 (0,052), MgSOa4.7H20
(0,052) e NHs4NOs (0,4), extrato de malte (0,793) com pH 5,0/96 h/30 °C.
Adicionalmente, foi realizado um Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR)
com duas variaveis independentes, Tween 80 e extrato de malte, considerando a
producao da torularodina como variavel resposta. Os resultados preditos pelo modelo
foram confrontados com preditos por Redes Neurais Artificiais (RNA), os quais
indicaram a eficacia das previsdes realizadas pela RNA quando comparadas aos
valores experimentais. Isso ressalta o potencial das RNA quando os modelos
polinomiais ndo atingem os resultados esperados. Posteriormente, em biorreator tipo
tanque agitado obteve-se uma producgéo de torularodina 26,75% superior a melhor
producdo em agitador orbital. Além disso, os carotenoides presentes no extrato bruto
foram isolados com niveis de pureza de 83,15% 80,63% e 81,88% para torularodina,
toruleno e B-caroteno, respectivamente. Ademais, foi observado que o extrato era
comporto por 57,39% de torularodina, 18,16% de toruleno e 24,45% de [-caroteno.
Por fim, foi demonstrada a viabilidade de utilizar o extrato contendo carotenoides como
colorante alimenticio em gelatina comestivel e como componente cosmético em
sabonete liquido. Esses resultados demonstram que os estresses nutricionais, fisicos
e mecanicos aumentaram a producado de carotenoides por R. glutinis. Ademais, foi
possivel utilizar o extrato bruto em produtos cosméticos e alimenticios.

Palavras-chave: Carotenoides microbianos. Produtos biotecnoldgicos. Bioativos.
Biossintese.



Abstract

Carotenoids are natural pigments responsible for the vibrant colors, yellow, orange,
and red in a variety of foods, primarily fruits and vegetables. However, these
compounds can also be produced through biotechnology by microorganisms. Some
classes of carotenoids play various roles in human health due to their antioxidant
activity and their ability to act as precursors of vitamin A, such as [(3-carotene.
Consequently, carotenoids are used not only as natural colorants but also as nutritional
additives in the food industry. However, obtaining these compounds from natural
sources with high yield and purity represents a significant challenge, resulting in high
production costs. Thus, statistical tools, like Polynomial Models (PM) derived from
multiple regressions, can assist in improving this process, despite the challenges
posed by nonlinear systems. Therefore, this study aimed to increase the production of
carotenoids, especially torularhodin, by submerged cultivation of the yeast
Rhodotorula glutinis CCT-2186, using experimental design. To this end, Plackett-
Burman designs were employed, and as a first result of interest, asparagine was
replaced in the culture medium with yeast extract. Subsequently, through studies on
nitrogen sources, yeast extract was replaced with malt extract as the latter led to higher
production of the molecules of interest. Additionally, the introduction of the surfactant
Tween 80 in the culture medium and the extension of the cultivation time from 72 to 96
h increased torularhodin production by 377.68%, reaching 2.097 mg/mL in the best-
condition as follows (% wi/v): dextrose (1), KH2POa4 (0.052), MgS0O4.7H20 (0.052), and
NH4NO3 (0.4), malt extract (0.793) with pH 5.0/96 h/30 °C. Furthermore, a Central
Composite Rotational Design (CCRD) was performed with two independent variables,
Tween 80 and malt extract, considering torularhodin production as the response
variable. The results predicted by the model were compared with those predicted by
Artificial Neural Networks (ANN). The comparison indicated the effectiveness of the
predictions made by ANN when compared to experimental values. This highlights the
potential of ANN when polynomial models do not achieve the expected results.
Subsequently, in a stirred tank bioreactor the torularhodin production was 26.75%
higher than the best condition obtained in orbital shaker. Additionally, the carotenoids
present in the crude extract were isolated with purity levels of 83.15%, 80.63%, and
81.88% for torularhodin, torulene, and B-carotene, respectively. Furthermore, it was
observed that the extract was composed of 57.39% torularhodin, 18.16% torulene, and
24.45% B-carotene. Finally, the feasibility of using the extract containing carotenoids
as a food colorant in edible gelatin and as a component in cosmetic liquid soap was
demonstrated. These results show that nutritional, physical, and mechanical stresses
increased carotenoid production by R. glutinis. Moreover, it was possible to use the
crude extract in cosmetic and food products.

Keywords: Microbial carotenoids. Biotechnological products. Bioactive compounds.
Biosynthesis.
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1. INTRODUCAO

Os carotenoides artificiais, produzidos por sintese quimica, sdo amplamente
usados na industria para melhorar a aparéncia dos produtos. No entanto, alguns
colorantes artificiais geram debates sobre seus impactos na saude humana (Mussagy
et al., 2019) pois estdo associados a reagdes alérgicas e outros problemas de saude
(Silva de Rossi et al., 2021; Mendonga; Cavalcanti; Martins, 2021). Em resposta a
essa problemética e associado ao aumento da demanda por produtos alimenticios
sem aditivos artificiais (Maoka, 2020), o interesse por carotenoides naturais tem
crescido (Mussagy et al., 2023).

Carotenoides, como astaxantina e cantaxantina, sao importantes na
alimentacao devido as suas propriedades antioxidantes (Kirti et al., 2014; Manikandan,
Felix, Prabu, 2020) e podem ser obtidos a partir de plantas, algas e outros organismos
(Torpee et al., 2022; Maoka, 2020; Kanzy et al., 2015; Rodriguez-Concepcion et al.,
2018; Ram et al., 2020; Zoz et al., 2014). A estrutura dessas moléculas pode ser
alterada para que possam assumir propriedades quimicas e biologicas diversas, o que
tem estimula a producdo (Mezzomo, Ferreira, 2016). Apesar dos desafios da
pandemia da COVID-19, acredita-se que o mercado global de carotenoides deve
crescer e atingir US$ 2,7 bilhdes até 2027 (Ashokkumar et al., 2023; BCC Research,
2022).

Além de atuarem como colorantes, carotenoides podem apresentar atividade
bioldgica e caracteristicas de interesse para a saude humana. O [-caroteno, por
exemplo, é precursor da vitamina A, e sua ingestdo pode acarretar beneficio a saude
(Valduga et al., 2009). A obtencao de carotenoides por fontes vegetais € desafiadora,
levando a exploracdo de rotas biotecnolégicas (Dubock, 2019; Lin, Xu, 2020). A
producdo biotecnolégica, como o0 uso de levedura vermelha oleaginosa, pode
aumentar o rendimento de carotenoides e permitir a producdo simultanea de varios
compostos de interesse comercial, tais como lipideos e acidos graxos poliinsaturados
(Silva et al., 2023; Valduga et al., 2009).

A producgédo biotecnolégica de carotenoides estd ganhando destaque por ser
mais econdmica e eficiente (Jaswir et al., 2011). Dentre os carotenoides produzidos
por via biotecnoldgica, a torularodina é um carotenoide com propriedades
antioxidantes, que tem demonstrado beneficios a saude, incluindo a prevencédo da
obesidade e protecéo do figado (Li et al., 2022; Liu et al., 2019; Liu et al., 2023). Apesar
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disso, sua producdo em larga escala ainda é limitada principalmente devido a baixa
producdo quando comparado a outros carotenoides (Kot et al., 2018).

Diversos géneros de fungos tais como Rhodosporidium, Cystofilobasidium,
Rhodotorula, Sporidiobolus e Sporobolomyces sao usados na producédo de
carotenoides (Sperstad et al., 2006; Herz et al., 2007; Moliné et al., 2010; Du et al.,
2015; Cardoso et al., 2016; Dimitrova et al., 2013). No bioprocesso de obtencéo
dessas moléculas, fatores como a relacdo carbono e nitrogénio e a temperatura
influenciam nesse processo (lgreja et al., 2021; Zhang; Zhang; Tan, 2014).

Otimizar processos biotecnoldgicos implica na realizagcdo da quantidade de
experimentos para avaliar os efeitos de diversos fatores, uma forma de reduzir o
namero de experimentos € a utilizacao de ferramenta de planejamento experimental
como a Metodologia de Superficie de Resposta (MSR) e as Redes Neurais Artificiais
(RNA) (Tolborg et al., 2020; Veloso et al., 2023), que ajudam a prever e melhorar o
rendimento dos processos, apesar dos desafios Unicos em processos bioldgicos
(Liyanaarachchi et al., 2020; Sommer, Paxson, 2010). A MSR é eficaz para modelar
sistemas bioldgicos e avaliar modos de operagcdo do processo, enquanto as RNA
podem otimizar o desempenho do processo (Dos Reis et al., 2023). Diante disso, este
trabalho visou incrementar a producdo de carotenoides, com destague para a
torularodina pela levedura Rhodotorula glutinis CCT-2186, explorando estresses
nutricionais e mecanicos, e demonstrar potencial aplicacdo do extrato rico em

carotenoides como colorante em alimentos e cosméticos.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. Carotenoides

Os carotenoides podem ser sintetizados por plantas, algas, bactérias,
leveduras e fungos filamentosos e sdo moléculas naturais que englobam as cores
laranja, amarela e vermelha, (Nour et al., 2018; Sundararajan e Ramasamy, 2024,
Toma et al., 2023).

Estruturalmente, essas moléculas podem ser classificadas de acordo com a
presenca, ou ndo, de oxigénio em sua cadeia isoprenoide. Os carotenos, como 0
licopeno, o B-caroteno e o toruleno, sdo os carotenoides hidrocarbonados; enquanto
as xantofilas, como a zeaxantina, a luteina e a torularodina, apresentam o oxigénio na
sua estrutura quimica (Das et al., 2007). Ambos carotenos e xantofilas sé&o
carotenoides lipossoluveis, caracterizados por uma estrutura isoprénica com ligacdes
duplas conjugadas (Rapoport et al., 2021) que caracterizam o grupamento croméforo,
estrutura responsavel pela absorcéo da luz, dessas moléculas (Mapelli-Brahm et al.,
2020).

O grupo dos carotenoides é estruturalmente diverso, sobretudo devido a
possibilidade de modificacbes por meio de reacdes, tais como hidrogenacéo,
oxidacdo, rearranjo, isomerizacdo, entre outras;, o que promove diferencas nas
caracteristicas fisico-quimicas, funcionalidade e estabilidade de cada uma dessas
moléculas (Mendes-Silva et al., 2020). A Figura 1 apresenta as estruturas quimicas

dos principais carotenos e xantofilas.

Figura 1. Estruturas de carotenos e xantofilas.
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Por serem colorantes de origem natural, as industrias visualizam os
carotenoides como alternativa ecoldgica para reduzir os impactos de colorantes
sintéticos, tanto no meio ambiente, quanto para a saude dos seres humanos. Apds 0s
testes exigidos pelas Agéncias Regulatorias, esses compostos podem ser aplicados
em produtos alimenticios, farmacéuticos e cosméticos devido as propriedades
colorantes, aditivas e flavorizantes, bem como imunomoduladoras, anticancerigenas,
antimicrobianas, antiobesidades e, sobretudo, antioxidantes dos carotenoides
(Sundararajan e Ramasamy, 2024).

Radicais livres podem causar estresse oxidativo em biomoléculas e danos
celulares, causando ndo apenas o envelhecimento, mas também o surgimento de
doencas cronicas (Jaswir et al., 2011). Carotenoides como o a-caroteno, a [-
criptoxantina e, sobretudo, o 3-caroteno, sdo precursores da vitamina A e atuam como
antioxidantes, por isso os carotenoides séo explorados pela industria ndo apenas para
fins de coloracdo, mas também como agentes de conservacdo (Sundararajan e
Ramasamy, 2024). Além do [-caroteno, o licopeno, astaxantina e torularodina
também apresentam esta atividade antioxidantes (Mendes-Silva et al., 2020).

Cerca de 50% da ingestdo dietética de vitamina A provém de carotenoides,
encontrados em abundancia em frutas, vegetais e gréos. Carotenoides atuam como
precursores da vitamina A, passando por processos metabolicos no corpo e
apresentando uma ampla gama de caracteristicas terapéuticas. Pesquisas recentes
mostraram que o consumo de alimentos ricos em carotenoides pode reduzir
significativamente a suscetibilidade a condi¢cdes oculares especificas (Park et al.,
2020; Saini et al., 2020). Niveis insuficientes de carotenoides podem levar a
complicacBes oculares, como secura, amolecimento da cOrnea e Ulceras, podendo
resultar em perda permanente da visdo e outras doencas relacionadas (Bernstein et
al., 2016; Evans; Lawrenson, 2017). A ingestdo de alimentos ricos em carotenoides
ou suplementos dietéticos € essencial para a prevencao de varias doencas crbénicas
causadas por radicais livres, como cancer (Ndayishimiye; Chun, 2017), diabetes
(Sluijs et al., 2015) e doencas cardiovasculares (Voutilainen et al., 2006).

No organismo, a prevenc¢ao do estresse oxidativo pode ser associada a inibi¢cdo
de mediadores pro-inflamatérios reduzindo o microambiente que favorece o0s
processos de inflamacdo. Sendo assim, os carotenoides, como a astaxantina e a

luteina, podem atuar como anti-inflamatorios. Essa modulagcdo do sistema imune e
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das células também pode conferir aos carotenoides a atividade anticancerigena
(Sundararajan e Ramasamy, 2024).

Ademais, a acdo antiobesidade se da a partir da atuacdo de carotenoides,
como a astaxantina e torularodina, na familia de proteinas desacopladoras
mitocondriais (UCPs), que, ativadas, evitam a deflagracdo da obesidade, da
hiperlipidemia e da diabetes no organismo. Neste caso, carotenoides sdo usados para
a regulacdo dessas proteinas, causando a reducao de peso em individuos obesos
(Jaswir et al., 2011).

A torularodina (CaoHs202, 564.84 g/mol), demostrada na Figura 2, € uma
xantofila marcada por sua longa cadeia carbbnica com duplas conjugadas,
apresentando um grupo carboxilico (Zeng et al., 2023). Tal carotenoide € uma
molécula intracelular encontrada apenas em leveduras, tais como Rhodotorula sp.,

Sporobolomyces sp., e Sporidiobolus sp. (Zeng et al., 2023; Kot et al., 2018).

Figura 2. Estrutura da torularodina
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Adaptada de Zeng et al., (2023)

Assim como 0s outros carotenoides, a torularodina também pode ser utilizada
como aditivo alimentar inclusive como colorante em cosméticos e em produtos
farmacéuticos devido a cor avermelhada (Zoz et al., 2015). A capacidade antioxidante
da torularodina, produzida pela levedura Rhodotorula glutinis destaca-se ja que tem a
propriedade de sequestrar radicais livres com mais eficiéncia, se comparado com
outros carotenoides como o B-caroteno (Sakaki et al., 2002).

Aléem disso, a torularodina apresenta altas propriedades antimicrobianas,
podendo ter seu uso explorado como um antibiético natural, principalmente contra
Escherichia coli e Staphylococcus aureus (Kot et al., 2018). Propriedades antitumorais
também devem ser levadas em consideracdo, jA& que a torularodina mostrou
resultados promissores na prevencdo de alguns canceres, especialmente o de

prostata (Du et al., 2016). Assim, os carotenoides, possuem propriedades terapéuticas
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gue os tornam promissores para o desenvolvimento de novos medicamentos (Li et al.,
2024; Zhang et al., 2024b).

2.2. Biossintese de carotenoides

Carotenoides, inclusive os que possui 40 carbonos em sua férmula molecular,
como o B-caroteno e torularodina, séo derivados do Isopentenil pirofosfato (IPP) e
dimetilalil pirofosfato (DMAPP), que séo precursores comuns de C5 na biossintese de
carotenoides e outros terpenoides. Em organismos vivos, essas duas substancias sao
principalmente derivadas da via do mevalonato (MVA) ou da via do metil-D-eritritol-4-
fosfato (MEP) (Chen et al., 2023; Ucar et al., 2024; Vranova et al., 2013). A via MEP
€ predominante em bactérias Gram-negativas e nos plastideos de algas verdes,
utilizando piruvato e gliceraldeido-3-fosfato como precursores. A via MVA, geralmente
ativa no citoplasma de mamiferos, eucariotos, archaea e cocos Gram-positivos, e
inicia-se com acetil-CoA através do intermediario MVA (Diner et al., 2018; Kuzuyama,
2002; Ye et al., 2008). Em células de plantas superiores, ambas as vias MVA e MEP
estdo presentes, localizadas no citoplasma e nos plastideos, respectivamente
(Vranové et al., 2013).

Em R. glutinis, os precursores de carotenoides de C5 e IPP, sé&o
biossintetizados pela via MVA, em que o0 substrato inicial acetil-CoA é
sequencialmente catalisado por acetil-CoA acetiltransferase 2 (ACAT?2), 3-hidroxi-3-
metilglutaril CoA sintase (HMGS), 3-hidroxi-3-metilglutaril-CoA redutase (HMGR),
mevalonato quinase (MK), fosfomevalonato quinase (PMK) e mevalonato difosfato
descarboxilase (MDD), gerando intermediarios como acetoacetil-CoA, 3-hidroxi-3-
metilglutaril-CoA (HMG-CoA), MVA, mevalonato 5-fosfato (MVP) e mevalonato-5-
difosfato (MVPP) (Miziorko, 2011) (Figura 3). DMAPP, isomerizado a partir de IPP pela
IPP isomerase (IPPI), é sucessivamente condensado com trés moléculas de IPP para
formar geranil pirofosfato (GPP), farnesil pirofosfato (FPP) e geranilgeranil pirofosfato
(GGPP). A reacéo inicial para a producao de fitoeno, o primeiro caroteno da via, é a
condensacao de duas moléculas de GGPP catalisada pela fitoeno sintase (PSY). A
conversdo subsequente para licopeno envolve quatro etapas com a participacdo da
fitoeno desidrogenase (CAR1). As extremidades do licopeno podem ser ciclizadas
pelo licopeno ciclase (CAR2), resultando respectivamente em y-caroteno com um anel

B-ionona e B-caroteno com dois anéis B-ionona. O toruleno, que possui 13 ligacdes
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duplas, é derivado do y-caroteno por desidrogenacédo catalisada por CAR2 (Pham et
al., 2021; Sandmann, 1994) (Figura 3). Apoés isso, o toruleno pode ser convertido em
torularodina pela introducéo de grupos oxigénio, mas o gene ou enzima responsavel
por esta etapa ainda é desconhecido. Por outo lado, o licopeno pode ser convertido
em [-caroteno pela licopeno ciclase, a via de sintese antes do B-caroteno € linear e
basicamente a mesma em diferentes microrganismos; no entanto, a transicdo do B-
caroteno em outros metabolitos como a astaxantina é diferente para cada espécie
(Zhou et al., 2024). A R. glutinis ndo possui enzimas para conversao de [3-caroteno
em astaxantina. O B-caroteno é formado por dois anéis de B-ionona conectados por
uma cadeia de polieno contendo nove ligacées duplas conjugadas (Ochoa-Vifals et
al., 2024).
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Figura 3. Rota metabdlica para sintese de carotenoides.

ACAT2 2 O|

S/CoA — s _CoA
Acetil-CoA Acetoaceli-CoA
o o o
HO s’ HO oP
HMG-CoA MVA MVP

imu(
*/\ i /k/ oD %
OPP <— Ho opp

DMAPP MVPP

FPS
—
/l\/\)\/\opp X X S oPP

GPP FPP
lGGPPS
X X X X OPP
GGPP
ll’SY
X A X X X X X X
Flloeno
i CARI
Y
XN N Y e Ve Yo Y Ve 5 e S7 N N
Licopeno
lC/\RZ
A Y S e Yo Y U S e YN N
y-caroteno
CAR2 CAR2

VAN AN D Y Ve VO T Y0 Y Ve \Fa V5 T e N

Toruleno
l (0]

\\\\\\\\\\\\OH

Torularodina

p-caroteno

Fonte: Xie et al., (2024)

2.3. Fatores que influenciam na biossintese de carotenoides
por leveduras

A producao de carotenoides, como metabolitos secundarios é uma resposta de

protecdo ao estresse ambiental adverso (Zhao et al., 2021). Sob a influéncia de fatores
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externos, como luz, alto teor de sal e metais pesados, 0s microrganismos acumulam
carotenoides e outras biomoléculas para mitigar os danos celulares (Xie et al., 2024).

Em leveduras vermelhas, especialmente R. glutinis, a producdo de
carotenoides pode ser influenciada por diversos fatores, incluindo a baixa relacéo
carbono nitrogénio (C/N), haja visto que uma relacdo C/N alta resulta em uma maior
producao de lipidios em vez de carotenoides (Xie et al., 2024).

Na biossintese de carotenoides por leveduras, os substratos mais
frequentemente mencionados como fontes de carbono sdo a sacarose e a glicose.
Entretanto os estresse nutricional provocados por residuos nutricionais como obtidos
do mercado de vegetais, melaco de cana-de-acucar e licor de milho vem sendo
classificadas como substratos promissores para o cultivo de leveduras vermelha
(Ochoa-Vifals et al., 2024).

Fatores fisicos, como luz e temperatura também foram mencionados na
literatura como elementos moduladores da biossintese (Igreja et al., 2021; Zhang,
zhang, tan; 2014). A temperatura de incubacédo é o principal fator na producéo, haja
visto que baixas temperaturas geralmente ndo favorecem o crescimento celular nem
a producdo de carotenoides. Em contrapartida, temperaturas elevadas podem
desnaturar as enzimas essenciais para a carotenogénese e impedir 0 crescimento
celular, assim, as faixas de temperatura ideais para a carotenogénese diferem
daquelas para o crescimento celular (Igreja et al., 2021). A luz também exerce um
impacto na producao de carotenoides, na literatura h4 uma teoria de duas fases para
a fotoinducdo na sintese de carotenoides. A primeira fase esta relacionada ao efeito
estimulante da luz sobre o crescimento microbiano. A segunda fase envolve o
acumulo de carotenoides na célula, associado ao aumento da atividade da enzima
carotenogénica. Os carotenoides funcionam como antioxidantes, protegendo as
células contra o efeito danoso da luz e de outros fatores de estres ambiental. Sob
exposicdo a luz, a Rhodotorula intensifica a produgéo de carotenoides, considerado
um mecanismo de resposta fotoprotetora (Igreja et al., 2021; Gong; Zhang; Tan,
2020).

Além disso, fatores mecéanicos, como agitacdo e aeracdo, também podem
afetar a biossintese de carotenoides (Ribeiro et al., 2023). Haja visto que a taxa de
agitacao afeta o crescimento celular e a producédo de carotenoides, aumentando a

transferéncia de oxigénio e outros nutrientes para as células microbianas aerobicas,
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o que estimula enzimas como fiteno dessaturase, B-caroteno hidrolase e licopeno
ciclase. Uma alta taxa de aeracdo pode elevar o crescimento especifico da levedura
e a producao total de carotenoides, pois cria um gradiente de concentragéo, crucial
para a eficiéncia do cultivo, ja que a difusdo aumentada facilita a absorcdo de
nutrientes pelas células de levedura, além de remover gases e outros subprodutos
durante o cultivo (Borba et al., 2018; Ribeiro et al., 2023).

2.4. Ferramentas de otimizacao de bioprocesso

Para a maioria dos processos multivariaveis, como os sistemas bioquimicos,
em que diversos fatores potencialmente influentes estdo envolvidos, nem sempre é
evidente identificar quais sdo os mais importantes. Portanto, € necessario realizar uma
triagem inicial antes de proceder a otimizacao (Kalil; Maugeri; Rodrigues, 2000). Uma
ferramenta eficaz para a triagem inicial, que possibilita a determinacdo da influéncia
de varios fatores com um numero reduzido de testes € a metodologia de delineamento
de experimentos (DoE) do tipo Plackett-Burman. Além disso, meios de otimizacao
como delineamento composto central rotacional sdo amplamente utilizado para
otimizar processos (Rodrigues, 2005).

A otimizagcdo por meio de delineamento fatorial e analise de superficie de
resposta é uma pratica comum na biotecnologia. Diversos pesquisadores utilizaram
essa técnica, especialmente para otimizar as condi¢des de cultura (De Oliveira et al.,
2019) determinar os valores ideais para parametros de processamento como pH,
temperatura e aeracdo (Zhang et al., 2024a), e taxa de alimentacéo (Espinel-Rios et
al., 2024), entre outros.

As relacdes matematicas entre as variaveis de entrada e saida de um sistema
podem ser avaliadas mediante planejamento experimental estatistico, também
conhecido como projeto fatorial ou DoE (Mandenius; Brundin, 2008).

A aplicacdo de DoE, especialmente a metodologia de superficie de resposta
permite a modelagem matematica de processos, inclusive biotecnoldgicos. Entre as
técnicas mais destacadas estdo a Metodologia de Superficie de Resposta (RSM) e as
Redes Neurais Atrtificiais (RNA). Essas abordagens sado fundamentais para a previsao
do crescimento e do acumulo de carotenoides em sistemas de cultivo de fungos
(Tolborg et al., 2020; Veloso et al., 2023). Essas técnicas estatisticas sdo altamente

eficazes para otimizar diversos parametros, identificar relacbes entre fatores e
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determinar a melhor combinacdo de parametros, além de prever respostas (Rabbani
et al., 2024).

A RSM tem ganhado relevancia crescente na otimizacdo da producao de
biomoléculas, oferecendo uma estrutura sistematica para investigar e modelar os
efeitos de multiplas variaveis independentes. No entanto, é essencial reconhecer que
a modelagem e o controle de processos biolégicos apresentam desafios unicos, que
derivam da natureza intrinsecamente ndo linear e ndo deterministica dos sistemas
bioldgicos (Liyanaarachchi et al., 2020; Sommer, Paxson, 2010).

Nesse contexto, as RNA emergem como ferramentas eficazes para a estimativa
das variaveis do processo bioldgico. Por meio da modelagem do sistema, as RNA
permitem a avaliagcdo das variaveis do processo, aproveitando sua capacidade de
generalizacdo. Elas demonstram um potencial significativo para prever as variaveis
de saida de um bioprocesso e, adicionalmente, podem fornecer pontos de ajuste para

otimizar o desempenho do processo (Dos Reis et al., 2023).
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3. OBJETIVOS

3.1.

Objetivos geral

Aprimorar a producgao de carotenoides, com destaque para a torularodina, em

cultivo submerso pela levedura R. glutinis CCT-2186, utilizando planejamentos

experimentais, e demonstrar potencial aplicacéo do extrato rico em carotenoides como

colorante em alimentos e cosméticos.

3.2.

VI.

Objetivos especificos

Estudar a influéncia da quantidade de meio de cultura e densidade 6tica no
inoculo de R. glutinis em agitador orbital,

Avaliar o impacto de diferentes fontes de nitrogénio como alternativas a
asparagina no meio de cultura para producédo de torularodina por meio do
cultivo submerso de R. glutinis em agitador orbital;

Implementar planejamentos experimentais para potencializar a produgao de
torularodina em agitador rotativo;

Investigar o efeito da luz em diferentes comprimentos de onda visiveis
(vermelho, verde, azul e branco) na biossintese de torularodina por R.
glutinis em agitador rotativo;

Avaliar a producao de carotenoides em cultivo submerso de R. glutinis em
biorreator tipo tanque agitado de 4 L;

Investigar a viabilidade da aplicacao do extrato bruto obtido no processo de
producdo em formulacdes de alimentos e cosmeéticos, avaliando suas

propriedades e potenciais beneficios para esses produtos.
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Os experimentos realizados no presente estudo seguiram a ordem descrita no
fluxograma apresentado na Figura 4.

Figura 4. Fluxograma de estudos para o incremento da producao do carotenoide de
interesse.
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A dextrose (glicose) foi obtida da Dinamica (Sao Paulo, Brasil). Peptona

bacteriologica, extrato de malte e extrato de levedura foram obtidos da Kasvi (Séo

José dos Pinhais, PR, Brasil). O Polisorbato 80 (Tween 80) foi adquirido na Neon

(Suzano, SP, Brasil). Todos os outros reagentes foram de grau analitico e adquiridos

da Exodo Cientifica (Sumaré, SP, Brasil). A base de sabonete liquido e a gelatina

foram adquiridos no comercio local da cidade de Araraquara — SP.

4.2. Microrganismo

A levedura utilizada no desenvolvimento desse trabalho foi a R. glutinis CCT-

2186, originalmente isolada de folhas de caqui e obtida da cole¢cdo de culturas da

Fundacao André Tosello, localizada em Campinas, Sdo Paulo, Brasil.
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4.3. Reativacao do isolado, padronizacéo do inéculo e preparacao
do indculo

A levedura foi reativada em meio Extrato de levedura - Peptona Bacterioldgica
e Dextrose-Agar (YPD), com as seguintes concentracdes em agua deionizada (%
m/v): peptona bacterioldégica (2), extrato de levedura (1), dextrose (2) e &gar
bacteriologico (1,5). O processo de reativacdo ocorreu de modo estacionario durante
48 h a 30 °C em estufa bacterioldgica.

Para a padronizagéo do ino6culo, um estudo foi conduzido avaliando-se o efeito
de valores iniciais de 0,1, 0,2 e 0,3 Unidades de Absorbancia (UAsoonm) € de volume
de 10% e 20% de in6culo em relacdo ao volume total do frasco tipo Erlenmeyer ao
longo de 72 h a 30 °C com rotacdo de 170 rpm. A avaliacdo do perfil de crescimento
microbiano da levedura em meio Extrato de malte-Peptona Bacterioldgica-Extrato de
levedura-Dextrose (YM) foi realizada pela determinagéo da DO nos intervalos de 0, 6,
12, 24, 48 e 72 h, o estudo foi realizado em triplicata.

Posteriormente, o inéculo foi preparado usando o meio YM com as seguintes
concentracbes em agua deionizada (% m/v): peptona bacterioldgica (0,5), extrato de
levedura (0,3), extrato de malte (0,3) e glicose (1). O indculo foi preparado em frascos
tipo Erlenmeyer de 500 mL contendo 50 mL de meio YM por 48 h a 30°C al170 rpm
em agitador orbital (Tecnal, modelo TE-421, Piracicaba, SP, Brasil). O processo de
inoculacdo envolveu a transferéncia de 5 mL de uma solucdo de R. glutinis com DO

inicial de 0,1 UAsoonm para 50 mL de meio YM.

4.4. Cultivo para producao de carotenoides

Inicialmente, a producgéo de carotenoides foi realizada usando meio de cultura
conforme descrito por Mussagy et al. (2021). O meio foi composto pelos seguintes
componentes em Aagua deionizada (% m/v): dextrose (1), KH2POs (0,052),
MgS0a4.7H20 (0,052), NH4NOs (0,4) e asparagina (1), com pH inicial de 5,0. O cultivo
foi realizado empregando 50 mL desse meio de cultivo em frascos tipo Erlenmeyer de
250 mL, os quais foram inoculados com 5 mL do in6culo, o cultivo para producao
iniciou com 1,00 £ 0,02 UAsoonm. Em seguida, os frascos tipo Erlenmeyer foram
incubados durante 72 h a 30 °C e 170 rpm em um agitador orbital (Tecnal, modelo TE-
421, Piracicaba, SP, Brasil). E importante ressaltar que todos os meios de cultura

foram submetidos a autoclavagem a 121°C por 20 min sob 1 atmosfera de presséo.



32

4.5. Planejamentos experimentais Plackett-Burman

Um primeiro planejamento experimental de Plackett-Burman (PB) com 12
ensaios (PB12) foi utilizado para avaliar a influéncia do pH inicial e de varias fontes de
nitrogénio na producao de torularodina, a fim de substituir a asparagina no meio de
cultura. As fontes de nitrogénio examinadas incluiram extrato de levedura, peptona
bacteriologica, ureia e sulfato de amoénio ((NH4)2SOs4), cada um em diferentes
concentracdes de acordo com o delineamento experimental. A Tabela 1 apresenta os
niveis dos fatores do primeiro delineamento PB. As varidveis resposta (dependentes)
do Planejamento foram a producéo de torularodina e as andlises adicionais foram pH
final, biomassa (g/L), consumo de acucar (%) e producdo de [-caroteno. O

experimento foi realizado em duplicata.

Tabela 1. Fatores e niveis dos fatores usados no primeiro planejamento
experimental Plackett-Burman.

Niveis
Fatores Inferior (-1) Central (0) Superior (+1)
Extrato de levedura (% m/v) 0,0 0,5 1,0
Peptona bacteriologica (% m/v) 0,0 0,5 1,0
Ureia (% m/v) 0,0 0,5 1,0
(NH4)2S04 (% m/v) 0,0 0,1 0,2
pH inicial 3,0 4,0 5,0

Um segundo delineamento do tipo PB com 12 ensaios (PB12) foi realizado para
avaliar a importancia de cada componente no meio de cultura padréo na producao de
carotenoides. Além dos componentes do meio padréo, foram investigados os efeitos
dos agentes indutores de estresse, incluindo 0,5 mM de CuSOse 0,5 mM de H20:2
(Irazusta et al., 2013) e KCI. Os niveis e fatores desse segundo delineamento de PB
sao apresentados na Tabela 2. Para esse planejamento experimental, o pH inicial foi
5.
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Tabela 2. Variaveis e niveis dos fatores usados no segundo planejamento
experimental Plackett-Burman.

Niveis

Fatores Inferior (-1) Central (0) Superior (+1)
Dextrose (% m/v) 0,500 1,000 1,500
KH>PO4 (% miv) 0,000 0,026 0,052
MgSO..7H20 (% m/v) 0,000 0,026 0,052
KCI (% m/v) 0,000 0,026 0,052
NH4NO3 (% m/v) 0,000 0,400 0,800
CuSO4 (mM) 0,000 0,375 0,750
H20, (mM) 0,000 0,375 0,750
Extrato de levedura (% m/v) 0,500 1,000 1,500

Os dados experimentais dos projetos do tipo PB foram analisados com o auxilio
do software Statistica® versao 12. Os efeitos das variaveis dependentes e a variavel

resposta foi a torularodina.

4.6. Avaliacdo do estresse fisico e nutricional na producdo de
carotenoides

ApGs os planejamentos experimentais foram realizados experimentos em série
para avaliar as melhores condi¢des de cultivo individualmente, salientando que nessa
secao todos os experimentos foram realizados em triplicata, como segue:

Influéncia da agitacdo e volume de meio de cultura na producdo de
carotenoides: Em agitador orbital foi avaliado o impacto da velocidade de agitagcédo
orbital, variando esse parametro em 150 rpm, 170 rpm, 200 rpm e 250 rpm. Avaliou-
se também o efeito da ocupacdo de 10% e 20% do volume util do frasco tipo
Erlenmeyer pelo meio de cultura.

Avaliacdo da adi¢cdo de extrato de malte ao meio de cultura: O impacto da
introducdo de extrato de malte na concentracéo de 1% (m/v) foi investigado através
da substituicdo do extrato de levedura (que também estava na concentragédo de 1 %
m/v) pelo extrato de malte, bem como a combinag¢do de ambos, no meio modificado.
Nesse estudo além da producéo de carotenoides foram avaliados a biomassa e o pH
final.

Adicdo de aminoé&cidos e acidos graxos ao meio de cultura na producdo de
carotenoides: Sob as condi¢bes mais favoraveis observadas nos estudos anteriores
((% m/v): dextrose (1), KH2PO4 (0,052), MgS04.7H20 (0,052), NH4NOs (0,4) e extrato
de malte (1), com pH inicial de 5,0), foi estudado a adi¢&o individual dos aminoacidos
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glutamato monossadico, leucina, fenilalanina e/ou valina na concentracdo de 1% (m/v)
e acidos graxos (acido linoleico e acido palmitico) na concentracdo de 1% (v/v) ao
meio de cultura.

Adicao de surfactantes como componente do meio de cultura: A adi¢éo individual
dos surfactantes Tween 80 e Triton X-100, ambos na concentracdo de 1% (v/v), no
meio composto por (%m/v): dextrose (1), KH2PO4 (0,052), MgS04.7H20 (0,052),
NH4NOs (0,4) e extrato de malte (1), com pH de 5,0, foi investigada para avaliar seus
efeitos na producéo de carotenoides. Essa selecéo foi baseada na importancia desses
surfactantes na alteracdo das propriedades do sistema estudado e em seu potencial
para influenciar a producdo dos compostos-alvo. A condicdo com Tween 80 e sem
surfactante (controle) foi usada para estudar o perfil de acidos graxos.

Influéncia da luz: Foi avaliada a influéncia de cinco cores de luz LED (Refletor 100w
RGB, TOP LIGHT), incluindo branco, verde, vermelho, azul com 1510 w de poténcia
e um grupo de controle sem exposicéo a luz. A intensidade da luz que incide sobre os
frascos tipo Erlenmeyer foi medida diariamente com luximetro digital (LCD Digital Lux
Meter, MT-30).

4.7. Estudo de ferramentas de otimizacdo da producédo de
carotenoides

Os estudos de otimizag&o foram realizados com intuito de promover a maior
conversao de y-caroteno em torularodina. Por isso, nesses experimentos a variavel
resposta principal dos planejamentos foi a concentracdo de torularodina, porém,

também se calculou a concentragao de (3-caroteno.

4.7.1. Delineamento composto central rotacional com pontos axiais

Para criar um modelo e atingir com eficacia os pontos de otimiza¢éo desejados,
gue maximizassem a producdo de torularodina foi empregada a metodologia
Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR). Essa abordagem sistematica
oferece uma estrutura eficaz para explorar e otimizar as principais variaveis
independentes do planejamento. A Tabela 3 mostra os niveis e fatores do DCCR,
fornecendo uma visdo geral clara das condicbes experimentais testadas. Os
componentes da Tabela 3 sdo aqueles que foram adicionados ao meio de cultura em
agua destilada (% m/v): dextrose (1), KH2PO4 (0,052), MgS0O4.7H20 (0,052), NH4NOs3.
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Tabela 3. Variaveis independentes (Fatores) e niveis de fatores usados no
Delineamento Composto Central Rotacional com pontos axiais.

Niveis
Fatores Ponto axial Inferior Central  Superior  Ponto axial
(-1,41) (-1) (0) (+1) (+1,41)
Extrato de Malte (%m/v) 0,793 1,000 1,500 2,000 2,207
Tween 80 (%v/v) 0,290 0,500 1,000 1,500 1,071

Os dados experimentais foram analisados, e os parametros do modelo de
regressdo linear foram ajustados usando o Statistica®. A efichcia do modelo
polinomial foi quantificada pelo coeficiente de determinacéo, R?, enquanto o teste F e
o valor p foram usados para determinar a significancia estatistica do modelo,
especialmente em relacéo aos efeitos primarios e de interacao relacionados aos niveis

do projeto experimental.

4.7.2. Modelo obtido pelo treinamento da rede neural artificial

Para aprimorar o treinamento do modelo foram utilizadas simulac¢des de redes
neurais artificiais (RNA) empregando a "Neural Network Fitting Tool" (nftool) no
ambiente do software MATLAB®.

Para refinar o processo de treinamento das redes neurais feedforward foi
comparada a eficacia dos algoritmos Levemberg-Marquardt (trainlm) e Gradient
Descent (traingd), com o objetivo de minimizar a soma dos erros quadraticos (SSE),
descrita pela Equacéo 1.

SSE = I (Yearc — Yexp)® (1)

Durante todo o procedimento de ajuste foram exploradas varias configuracées,
incluindo ajustes no nimero de neurdnios na camada intermediaria, variando de 2 a
5. Além disso, também foram experimentadas duas fun¢des de ativacdo, como Logsig

(Equacéo 2) e Tansig (Equacéo 3).

_r
1+exp(—N)

(2)
3)

log sig(N) =

2

tansig(N) = ———- —

Considerando as restricdes impostas pelos dados de entrada limitados, optou-
se por utilizar 100% dos dados disponiveis para treinar o modelo, enquanto o ponto

de otimizacao foi validado por meios experimentais.
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Para avaliar o desempenho da rede neural foi determinado o alinhamento ideal
entre 0 modelo e os dados experimentais, baseando-se em uma analise dos valores

do coeficiente de correlacdo de Pearson (R).

4.8. Cinética da producéao de carotenoides em agitador orbital

A cinética foi conduzida nas melhores condi¢cdes determinadas nos ensaios
realizados anteriormente, como segue: agitacdo a 170 rpm, auséncia de luz e a
seguinte composicdo do meio de cultura em agua destilada (% m/v): dextrose (1),
KH2PO4 (0,052), MgSO4.7H20 (0,052), NH4NOs (0,4), extrato de malte (0,793) e
Tween 80 (1,71% v/v) e pH inicial de 5,0. A cinética foi monitorada durante periodo de
144 h, com Frascos tipo Erlenmeyers sendo retirados a cada 24 h. Todos os

experimentos foram realizados em triplicata.

4.9. Estudo de kLa

O estudo do kia foi conduzida com agua deionizada, utilizando o método
dindmico conforme descrito por Bareither et al., (2013) em biorreator tipo tanque
agitado Minifors Il (INFORS, Nova Jersey/EUA) com capacidade operacional de 4 L
contendo impelidores compostos por duas turbinas tipo Rushton com seis laminas
planas, submersas no liquido e dispostas a uma distancia de 14 cm uma da outra. A
concentracdo de Oxigénio Dissolvido (OD) foi medida empregando sensor
polarografico com tempo de resposta inferior a 60 segundos a 25 °C, conforme
especificado pelo fabricante (Oxyferm FDA 120, Hamilton, Suica). O sensor de OD foi
posicionado na parte inferior do reator e teve sua resposta registrada a cada segundo.
A calibracdo do sensor seguiu as instrucbes do fabricante, com dois pontos de
referéncia: 100% de nitrogénio (auséncia/0% de oxigénio) e 100% de oxigénio
(saturacdo O2). Antes de iniciar o método dindmico, o reator foi saturado com O: e,
apos a saturacao, o fluxo de nitrogénio foi iniciado. A interrup¢éo do fluxo de nitrogénio
ocorreu quando a leitura de OD ficou abaixo de 5%. Os experimentos foram realizados
a 30°C, variando a agitacdo entre 100, 150, 200, 250 e 300 rpm, aeracao entre 1,0 e
1,5 volume de ar por volume de meio por minuto (vvm). O experimento foi encerrado
quando o OD% ultrapassou 95%. O valor de kia foi calculado de acordo com a

Equacéo 4.

IN(OD%, sat - OD%) = —kia * t+ A (4)
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Em que: OD%,sat é o oxigénio dissolvido saturado; t € o tempo, A € um coeficiente;
kLa é a inclinacdo de In(ODT%,sat — OD%) x tempo usando a regresséao linear de
OD% (Cerri et al., 2016).

4.10. Producéao de carotenoides em biorreator tipo tanque agitado

Foram conduzidos experimentos em biorreator tipo tanque agitado Minifors Il
(INFORS, Nova Jersey/EUA) com capacidade operacional de 4 L contendo
impelidores compostos por duas turbinas tipo Rushton com seis laminas planas,
submersas no liquido e dispostas a uma distancia de 14 cm uma da outra. A supressao
da formacédo de espuma foi alcancada com a aplicacdo de agente antiespumante a
base de simeticona 30 % (m/v) com padrdo USP (DOWN CORNING®). O sistema de
controle permitiu a monitorizacdo em tempo real de variaveis do processo, incluindo
fluxo de gases, nivel de oxigénio dissolvido em relacdo a saturacdo do ar, pH,
temperatura e velocidade de rotacdo. A temperatura foi mantida constante a 30 °C por
meio de uma jaqueta de aquecimento no recipiente do reator e de um banho
termostatico (FL601 Chiller, JULABO, Brasil) conectado ao condensador. Uma sonda
eletroquimica de oxigénio dissolvido (Oxyferm FDA 120, Hamilton, Suica), calibrada
na solucéo de cultura ap0s esterilizacdo, em 0 % (com fluxo de nitrogénio) e em 100
% quando saturada de oxigénio do ar, possibilitou o controle dos niveis de oxigénio
dissolvido no meio, expressos em percentagem de saturacao.

O cultivo em biorreator consistiu em trés fases: pré-indculo, inéculo e
crescimento. O pré-inoculo foi realizada em placa de Petri com meio Extrato de
levedura - Peptona Bacteriolégica e Dextrose-Agar (YPD+agar) sob as mesmas
condicBes mencionadas na secao 4.3. Um total de 3,6 L de meio de crescimento foi
adicionado ao recipiente do biorreator, esterilizado a 121°C por 30 min e 1 atm e
inoculados com 400 mL do in6culo com DO de 10 UAsoonm. O volume do inoculo
correspondeu a 10% (v/v) do meio de crescimento contido no biorreator. Todos os
experimentos foram conduzidos utilizando o meio otimizado (Dextrose (10 g/L),
KH2PO4 (0,52 g/L), MgS0a4.7H20 (0,52 g/L), NHa4NOs3 (4 g/L), extrato de malte (7,93
g/L) e Tween 80 (1,71 % v/v)).

Inicialmente foi avaliado a variacdo do pH ao longo do cultivo operado com
agitagédo de 300 rpm e aeragéo de 1 vvm. Em seguida, foram realizados estudos sobre

a influéncia da aeragédo de 1 vwm e 1,5 vvm em diferentes velocidades de agitacdo
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(300, 500 e 700 rpm) por 144 h sem controle de pH durante o processo. Amostras
foram coletadas a cada 24 h durante os cultivos para avaliar a biomassa e medir a

producdo de carotenoides e a concentragdo de acgucar.

4.11. Extracado e determinacao da concentracao de carotenoides

Apbs o periodo de incubacao, o meio fermentado foi centrifugado a 10.400 x g
por 5 min a 4 °C. O sobrenadante resultante foi preservado para posterior
quantificacdo do pH e do acucar residual, enquanto os pellets, ricos em carotenoides,
foram cuidadosamente coletados e armazenados em freezer.

Os pellets de biomassa ricos em carotenoides foram lavados trés vezes com
solugcéao tampao fosfato pH 7 (0,2 M) e foram congelados por 12 h, descongelados,
secos em estufa de circulacédo a 35 °C por 24 h e macerados por 2 min usando um
almofariz e pistilo.

Para extrair os carotenoides, 0,5 g de esferas de vidro com 2 mm de diametro
foram adicionados a 0,25 g de células secas. Adicionadas de 10 mL de acetona e
agitada em vortice por 30 s. a suspensao foi centrifugada a 10.400 x g por 5 min a
4°C. O sobrenadante resultante foi cuidadosamente coletado. Esse processo de
adicdo de acetona foi repetido mais quatro vezes. ApOs a extracdo, a acetona foi
evaporada e o extrato resultante foi solubilizado em 2 mL de etanol.

4.12. Métodos analiticos

Quantificacdo de carotenoides: Os carotenoides foram quantificados medindo-se
seus espectros de absorbancia em leitor de placas multimodo EnSpire da PerkinElmer
a 450 nm para B-caroteno e 480 nm para torularodina, utilizou-se a equacéo da reta
criado com o padrao (o padrbes do -caroteno e da torularodina foram obtido mediante
o isolamento dos carotenoides no do extrato bruto, a pureza foi determinada mediante
comparacao do RMN da amostra e do apresentado na literatura) a fim de converter a
UA em concentragdo (mg/mL).

Nao foi possivel fazer uma curva de calibracdo para o toruleno pois a
quantidade isolada foi significativamente inferior em relacdo aos demais, indicando
que ha menos toruleno na amostra, diante disso, s6 foi quantificado o 3-caroteno e a
torularodina.

Quantificacdo de acucares: A quantificacdo de agucares redutores seguiu o0 método

de Miller (1959) modificado. Nesse procedimento, 100 pyL do sobrenadante foram
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combinados com 100 uL de DNS (acido 3,5-dinitrosalicilico) em microtubos Eppendorf
de 2 mL. A mistura foi entéo fervida por 5 min, seguida pela adicao de 1 mL de agua
ultrapura. A absorbéancia foi medida a 540 nm. Esses experimentos foram realizados
em triplicata.

Determinacdo da massa de células secas: A concentracdo de biomassa foi
determinada indiretamente pelo estabelecimento de uma curva de correlacéo entre a

densidade Optica e a biomassa seca.

4.13. Perfil de acidos graxos livres (FFA) do extrato

As amostras foram previamente metiladas em condi¢des alcalinas e acidas
sequenciais (ISO 12966-2, 2017). Os AGLs foram quantificados/analisados por
cromatografia gasosa em um cromatografo Shimadzu GC-2010 equipado com um
autoinjetor (AOC-20i), uma coluna capilar de silica fundida (SH-Stabilwax-DA, 30 m
de comprimento x 0,25 mm de diametro interno x 0,25 pm de espessura do filme) e
um detector de ionizagdo de chama. O programa de temperatura foi o seguinte: 60-
210 °C a 20 °C/min, 210 °C por 7 min, 210-250 a 20 °C/min e 250 °C por 4 min. As
temperaturas do injetor e do detector foram mantidas em 250 °C. As amostras foram
diluidas em hexano. O volume da amostra foi de 1 uL e a inje¢ao foi realizada no modo
dividido (propor¢éo de 1:100). O N2 foi usado como géas de arraste a uma presséo de
56 kPa. Para determinar a composicdo qualitativa, os tempos de retencdo foram
comparados com os dos padrbes de acidos graxos (mistura FAMES, variando de C4

a C25), conforme conduzido por De Souza Correia Cozentino et al. (2022).

4.14. Aplicacao de carotenoides como corantes para gelatina

O extrato de carotenoides obtido na secéo "Extracao e andlise de carotenoides"
foi rotaevaporado e em seguida suspenso em agua (6 mg/mL) e misturado 1:1 com
agua (controle) ou gelatina incolor e sem sabor Dr. Oetker adquirida em mercado local
(48 mg/mL). A gelatina foi dissolvida em agua e mantida a 40 °C por 20 min para
formar uma solugdo homogénea antes da incorporacdo da suspensao de
carotenoides. A amostra controle (carotenoides em agua) foi mantida a 25 °C por 15
min. As amostras de carotenoides em gelatina foram mantidas a 40 °C por 5 min e a
50, 60, 80 e 100 °C por 5 e 15 min e conservadas a 4 °C por 1, 4, 10 e 24 dias, quando
0s espectros de absorbancia das amostras foram avaliados no leitor de placas

multimodo EnSpire da Perkin Elmer. Antes de cada leitura, as amostras foram
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mantidas por 30 min a 25 °C para estabilizacdo das temperaturas. Os resultados séao

a meédia de triplicatas, descontando-se o branco (agua ou gelatina).

4.15. Aplicacéo de carotenoides como corantes em sabonete liquido

Para a preparacao do sabéo liquido (componentes Anexos 2) enriquecido com
carotenoides utilizou-se o extrato obtido na etapa de "Extracdo e andlise de
carotenoides” na concentracéo final foi de 2 mg/mL (extrato de carotenoides/base de
sabdao liquido), obtida apos agitacdo por 5 min. O pH e o volume de espuma foram
determinados conforme descrito por Risla et al. (2021). O pH foi medido dissolvendo
0,5 g da amostra homogeneizada em 45 mL de agua destilada, e a leitura foi realizada
com medidor de pH digital & temperatura ambiente. Para a medi¢cdo do volume de
espuma, 5 g do sabonete foram dissolvidos em 100 mL de agua dura em um béquer
limpo. Apés homogeneizacédo por 60 s em baixa velocidade, a mistura foi transferida
para uma proveta graduada de 500 mL, sendo o volume de espuma diretamente
obtido pela leitura da escala calibrada. Adicionalmente, foram realizadas andlises de
densidade e viscosidade.

Para avaliar o efeito antioxidante, a capacidade de eliminac&o de radicais livres
foi determinada utilizando a solugdo metandlica de 2,2-difenil-1-picril-hidrazil (DPPH)
conforme metodologia descrita por Ribeiro et al. (2023). Foi realizado um estudo
simulando a presenca do sabonete liqguido em um banheiro em dois tipos de frascos,
ambar e transparente.

As caracteristicas da cor foram determinadas pelas coordenadas de cor L*, a*
e b* foram realizadas utilizando um colorimetro (Narich, CR-5), empregando o sistema
de cores CIELAB (Clydesdale, 1991). O parametro L* reflete a luminosidade, variando
de 0 (preto) a 100 (branco). Valores positivos e negativos em a* indicam tons de
vermelho e verde, respectivamente, enquanto valores positivos e negativos em b*
indicam tonalidades de amarelo e azul, respectivamente. O croma expressa a
saturacao ou pureza da cor. Esses dados foram entdo empregados para calcular os
valores de croma (C*) e angulo de matiz (H®). As coordenadas de cor do sistema
CIELAB L*C*h sao derivadas matematicamente dos valores de croma (C*) e angulo
de tonalidade (H°), utilizando as Equacbes 5 e 6, respectivamente. O site NIX color
sensor (https://www.nixsensor.com/free-color-converter/) foi utilizado para converter

sistemas de cores CIELAB em aspectos visuais.
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Cx=+ax**+b** (5)
b
H® = arctan(=) (6)

4.16. Isolamento dos carotenoides do extrato bruto

Inicialmente, o extrato bruto foi analisado utilizando cromatografia liquida de alta
eficiéncia (HPLC) analitica, conforme a metodologia descrita por Mussagy et al.
(2021), para confirmar a presenca dos trés carotenoides no extrato, nomeadamente,
B-caroteno, toruleno e torularodina. A fase movel utilizada foi constituida por
Metanol/Acetonitrila/Diclorometano (60:10:30, v/v/v) a 30 °C, com um fluxo de 1
mL/min. A coluna utilizada foi a Shimadzu® Shim-pack C18, e a eluicéo foi do tipo
isocratica.

Apods a confirmacao dos picos dos carotenoides no HPLC analitico (Shimadzu -
LC 20AD), o método foi adaptado para HPLC preparativo (Shimadzu® Kyoto, Janpan).
Utilizou-se a mesma fase moével empregada anteriormente e as fracbes contendo os
carotenoides foram coletadas. Esta adaptacéo permitiu a separacéo e purificacdo dos
carotenoides do extrato bruto, facilitando a obtencdo de amostras mais concentradas
e puras para analises subsequentes.

As fracBes coletadas foram entdo submetidas a analises por ressonancia
magnética nuclear (RMN). Os espectros obtidos foram comparados com os descritos
na literatura para cada um dos carotenoides. A partir dessas comparacées, foi
possivel determinar o nivel de pureza de cada fracdo, assegurando a identificacédo
precisa e a quantificacdo dos carotenoides presentes no extrato obtido de R. glutinis.

4.17. Analise Estatistica

Os ensaios foram conduzidos em triplicata e os resultados foram expressos
como média aritmética acompanhada dos respectivos desvios padrdo. O nivel de
significancia adotado para todas as analises estatisticas foi de a = 0,05, o que resultou
em um intervalo de confianca de 95%. As diferencas estatisticas entre os conteudos
foram avaliadas utilizando o teste de Tukey, com um nivel de significancia de 0,05,
utilizando o software Statistica® 12. Assim, as conclusdes tiradas da andlise

estatistica dos dados experimentais sao consideradas confiaveis e robustas.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Padronizacao do indculo

Para a producdo de biocompostos por microrganismo e estabelecer um
bioprocesso que seja reprodutivel é essencial estabelecer um protocolo robusto para
a preparacao do inéculo. O indculo consiste em uma suspensao de microrganismos
com concentracao apropriada, necessaria para conduzir o cultivo de um determinado
volume de meio de cultura de forma eficiente. Para obter um inéculo com alta
capacidade produtiva, é crucial proporcionar condi¢des ideais para a propagacédo do
microrganismo desejado, desde sua manutencdo até a fase de propagacao
propriamente dita. Estudos demonstram que uma maior proliferacdo celular em um
cultivo para a obtencao de biomassa € alcancada quando células na fase logaritmica
de crescimento sdo utilizadas como in6culo no fermentador, em comparagdo com
aquelas em estado de autdlise (Schmidell et al., 2001).

Assim no desenvolvimento deste trabalho foi realizada uma analise do
crescimento microbiano ao longo de 72 h, variando a DO inicial em trés niveis (0,1,
0,2 e 0,3 UAsoonm), variando a ocupacéo do volume util em 10% e 20% do frasco tipo
Erlenmeyer, conforme ilustrado na Figura 5. Essa abordagem permitiu uma
compreensao abrangente da dindmica de crescimento da levedura, fornecendo
insights importantes para a padronizacdo do inéculo. Os dados obtidos dessas
analises foram cruciais para garantir condi¢des ideais de crescimento e replicabilidade

dos experimentos subsequentes.
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Figura 5. Curva de crescimento microbiano da levedura R. glutinis CCT-2186 em meio
de cultura YM durante 72 h de cultivo. A) Cultivo com 10% do volume Uutil do frasco
tipo Erlenmeyer e B) Cultivo com 20% do volume Uutil do frasco tipo Erlenmeyer. Os
testes foram realizados em triplicata e as barras com limite superior e inferior
representam o desvio padréo. As linhas pontilhadas destacam a tendéncia da curva.
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O crescimento do microrganismo (Figura 5) revelou uma notavel diferenca de
desempenho em termos de multiplicacéo celular entre os cultivos realizados contendo
10% e 20% de volume util do frasco tipo Erlenmeyer. Observou-se que o crescimento
foi superior nas condi¢cdes com 10% de volume quando comparado a 20% de volume,
atingindo a maxima producao de células apos 48 h de cultivo, sendo 27,60%; 31,83%
e 21,50% para a DO de 0,1; 0,2 e 0,3 UAsoonm respectivamente. Esta rapida
multiplicacdo foi seguida por uma curva que sugere o inicio do periodo de morte
celular, indicando que a fase de crescimento logaritmico estava se encerrando. Por
outro lado, nos frascos com 20% de volume, a maxima producéo de células ocorreu
apos 72 h de bioprocesso, sugerindo prolongamento da fase logaritmica.

Ao empregar o teste de Tukey para analisar os pontos de maxima densidade
celular, os resultados revelaram diferengas significativas entre as médias dos
tratamentos. Especificamente, os tratamentos com 10% de volume util e uma DO de
0,1 UAsoonm apos 48 h de cultivo, e aqueles com 10% de volume util e DO de 0,3
UAsoonm apos 48 h de cultivo, apresentaram médias distintas entre si. No entanto, ao
comparar o cultivo com DO de 0,1 UAesoonm 0U 0,2 UAsoonm, NA0 foram observadas

diferencas estatisticamente significativas, como é possivel observar na Figura 6.
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Figura 6. Influéncia da densidade otica (0,1UAsoonm; 0,2UAs0onm; 0,3UAsoonm) inicial na
multiplicagéo celular da R. glutinis CCT-2186 em meio YM cultivados em frasco tipo
Erlenmeyer com volume til de 10% com 48 h de cultivo. As barras com limite superior
e inferior representam o desvio padrdo. As médias seguidas pela mesma letra nao
diferem estatisticamente (a=0,05).
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5.2. Avaliacdo dos nutrientes no meio de cultura empregando
planejamento experimental do tipo Plackett-Burman

5.2.1. Primeiro planejamento experimental

A producéo de metabdlitos microbianos é um processo complexo influenciado
por diversos fatores, entre eles, a composicdo do meio de cultura, que engloba
elementos como carbono, nitrogénio e fontes minerais, além do pH e da temperatura
(De Oliveira et al., 2019). N&o é diferente quando se trata da levedura R. glutinis CCT-
2186, cuja producdo de metabdlitos secundéarios € fortemente influenciada pela
disponibilidade de nutrientes, como fontes de nitrogénio e carbono, além do pH do
meio de cultura. Esses elementos desempenham papel fundamental na regulacéo da
carotenogénese microbiana (Ramel et al., 2012). O primeiro desenho experimental do
tipo PB teve como objetivo avaliar diferentes fontes de nitrogénio a fim de obter um
rendimento maior do que o controle, que continha asparagina como fonte de nitrogénio
em sua composicdo. Um dos objetivos desse experimento era substituir esse
aminoacido reduzindo o custo do meio de cultura.

De acordo com os resultados observados por Mussagy et al. (2021), a R. glutinis
exibe a capacidade de sintetizar carotenoides, resultando em uma coloragao laranja

quando cultivada em determinadas condi¢cdes. Entre os carotenoides gerados em
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meio liquido, destacam-se o B-caroteno e a torularodina. A producdo desses
pigmentos mediante um planejamento experimental do tipo Plackett-Burman, que
incluiu a avaliacao de diferentes fontes de nitrogénio e diferentes niveis iniciais de pH
esta apresentada na Tabela 4. Nesse DoE, a variavel resposta principal foi a producao
de torularodina, haja visto que, a ingestdo de torularodina estad intimamente
relacionada com a melhoria do comprometimento cognitivo, da neuro inflamacao, da
dislipidemia, da doenca renal cronica, bem como da lesdo hepética (Mussagy et al.,
2023), e outros parametros, tais como pH final, biomassa, consumo de glicose e a

relacao torularodina/B-caroteno foram avaliados.



Tabela 4. Producéo de carotenoides, biomassa e pH final em cada ensaio do primeiro planejamento Plackett-Burman para o
cultivo de R. glutinis CCT-2186 apds 72 h de cultivo. Os testes foram realizados em duplicata.
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Variaveis independentes d Variavel Andlises adicionais
ependente
i Extrato
Ensaios de bacigﬁtociggica Ureia  (NH4)2SO04 _ pH Torularodina oH final Biomassa geogﬁ;;zz B-caroteno T/8*
levedura o (%om/v) (%om/v) inicial (mg/mL) (g/L) (mg/mL)
(%miv) (Y%om/v) (%)

1 1,0 (+1) 0,0 (-1) 1,0 (+1) 0,0 (-1) 3(-1) 0,3034£0,030 | 9,18+0,03 1,386+0,040 99,79 0,326+0,030 0,93

2 1,0 (+1) 1,0 (+1) 0,0 (-1) 0,2 (+1) 3(-1) 0,509+0,060 | 7,61+0,23 5,440+1,980 100,00 0,487+0,070 1,04

3 0,0 (-1) 1,0 (+1) 1,0 (+1) 0,0 (-1) 5(+1) | 0,322+0,010 | 9,18+0,03 1,700+0,020 99,74 0,347+0,010 0,93

4 1,0 (+1) 0,0 (-1) 1,0 (+1) 0,2 (+1) 3(-1) 0,29310,010 | 9,05+0,10 1,740+0,120 99,46 0,305+0,020 0,96

5 1,0 (+1) 1,0 (+1) 0,0 (-1) 0,2 (+1) 5(+1) | 0,552+0,090 | 8,05+0,15 7,660+0,200 99,05 0,595+0,020 0,93

6 1,0(+1) 1,0 (+1) 1,0 (+1) 0,0 (-1) 5(+1) | 0,273%£0,010 | 9,07+0,16 2,620+0,460 99,45 0,285+0,010 0,96

7 0,0 (-1) 1,0 (+1) 1,0 (+1) 0,2 (+1) 3(-1) 0,264+0,030 | 9,04+0,08 1,280+0,560 99,68 0,291+0,030 0,91

8 0,0 (-1) 0,0 (-1) 1,0 (+1) 0,2 (+1) 5(+1) | 0,311+0,030 | 9,11+0,09 0,820+0,260 99,72 0,331+0,030 0,94

9 0,0 (-1) 0,0 (-1) 0,0 (-1) 0,2 (+1) 5(+1) | 0,434+0,000 | 2,71+0,18 3,600+0,360 100,00 0,464+0,000 0,94
10 1,0(+1) 0,0 (-1) 0,0 (-1) 0,0 (-1) 5(+1) | 0,587+0,060 | 8,00+0,42 8,580+1,640 99,80 0,620+0,080 0,95
11 0,0 (-1) 1,0 (+1) 0,0 (-1) 0,0 (-1) 3(-1) 0,347+0,030 | 6,66+0,00 6,100+0,140 100,00 0,370+0,030 0,94
12 0,0 (-1) 0,0 (-1) 0,0 (-1) 0,0 (-1) 3(-1) 0,467+0,050 | 2,59+0,07 3,800+0,160 100,00 0,524+0,040 0,89
13 (C) 0,5 (0) 0,5 (0) 0,5 (0) 0,1 (0) 4 (0) 0,261 8,95 3,440 99,65 0,279 0,94
14 (C) 0,5 (0) 0,5 (0) 0,5 (0) 0,1 (0) 4 (0) 0,266 8,91 3,620 99,65 0,279 0,95
15 (C) 0,5 (0) 0,5 (0) 0,5 (0) 0,1 (0) 4 (0) 0,259 8,92 3,540 99,70 0,278 0,93
16 (C) 0,5 (0) 0,5 (0) 0,5 (0) 0,1 (0) 4 (0) 0,262 9,00 3,200 99,68 0,280 0,94
CP 0,0 0,0 0,0 0,0 5 0,439+0,000 | 8,45+0,04 5,980+0,320 99,97 0,473+0,000 0,93

C - Pontos centrais; CP - Condig&o padrao ((Yom/v): dextrose (1), KH.PO, (0,052), MgS04.7H,0 (0,052), NH4sNO3 (0,4) e asparagina (1), com pH
inicial de 5,0); * - Razao de carotenoides torularodina/B-caroteno.
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Mediante o primeiro planejamento PB, somente dois ensaios (9 e 12)
apresentaram pH final inferior em comparacdo com o pH inicial. A producédo de
torularodina, o ensaio 10 (dextrose (10 g/L), KH2POa4 (0,52 g/L), MgS04.7H20 (0,52
g/L), NHaNOs (4 g/L), extrato de levedura (10 g/L) e pH inicial de 5) destacou-se dos
demais com producdo de torularodina de 0,587+0,06 mg/mL e a relacéo
torularodina/B-caroteno de 0,95 (tal relacdo evidencia que se a relacéo foi superior a
1 a quantidade de torularodina produzido é superior a de B-caroteno) Nesses
experimentos, 99,80% da glicose foi consumida. Bhosale e Gadre (2001) também
observaram que o extrato de levedura € um fator significativo no aumento da producéo
de carotenoides. Esses autores obtiveram producdo de carotenoides totais de 14
mg/L, com teor de B-caroteno de 70%, usando apenas melaco de cana-de-aglucar com
a levedura R. glutinis. No entanto, a adicdo de extrato de levedura aumentou a
producao para 42,6 mg/L (3,4 mg/g) de carotenoides, com 79% de [(3-caroteno.

A sintese de carotenoides envolve um processo complexo. Inicialmente, o
isopreno, precursor dos carotenoides, é derivado do substrato de carbono. Em
seguida, os carotenoides sdo gerados a partir desse precursor, com varias enzimas
desempenhando papéis cruciais na catalisacdo de reacdes distintas, influenciando a
diversidade da producéo de carotenoides (Hernandez-Almanza et al., 2014, Kot et al.,
2016, Kot et al., 2018, Ma et al., 2015).

A enzima fitossintase facilita a condensacdo de duas moléculas de GGPP,
resultando em fiteno, composto por 40 atomos de carbono. O fiteno € entdo convertido
pela fito-desnaturase em neurosporeno, que pode prosseguir para a sintese de
licopeno ou B-zeacaroteno. A ciclizacdo do licopeno ou a desidrogenagao do B-
zeacaroteno leva a formagao de y-caroteno, que, por sua vez, sofre ciclizacdo para
produzir B-caroteno. Alternativamente, o y-caroteno pode ser convertido em toruleno
por meio da fitoeno dessaturase. Por fim, o toruleno pode sofrer reacbes de
hidroxilacdo e oxigenacédo para produzir torularodina (Hernandez-Almanza et al.,
2014, Kot et al., 2016, Kot et al., 2018, Ma et al., 2015). Portanto, uma relacao entre
torularodina/B-caroteno € viavel para compreender a transformacédo do y-caroteno,
especialmente considerando que o foco do trabalho € aumentar a producdo de
torularodina, que tem alto poder antioxidante O toruleno também € produzido e esta

presente no extrato de carotenoides, porém em quantidade infima, essa quantidade
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baixa é dado devido hidroxilacéo e oxidacéo do tolueno para a sintese da torularodina
(Zhao et al., 2024) assim foi quantificado apenas o B-caroteno e a torularodina.

De forma semelhante, Banzatto, Freita e Mutton (2013), durante a producao de
carotenoides usando a levedura Rhodotorula rubra em varios meios, incluindo caldo
cana-de-acucar, melaco e xarope de cana-de-agucar, e avaliando a suplementacao
do meio com ureia e nitrofos KL (Quimatec Produtos Quimicos Ltda), observaram que
a ureia foi o suplemento mais adequado em todos 0s meios, resultando em aumento
na massa seca e na producédo de carotenoides. No entanto, nas condi¢cdes especificas
avaliadas no presente estudo com R. glutinis, a ureia ndo se mostrou um contribuinte
significativo para a producéo do metabdlito desejado, em outras palavras, a producao
do metabdlito de interesse foi menor na presenca de ureia.

Da Silva et al. (2020) investigaram o impacto da temperatura e do pH na
producao de carotenoides e lipidios no hidrolisado de bagaco de sisal por Rhodotorula
mucilaginosa. Suas descobertas revelaram que o uso de sulfato de aménio teve efeito
prejudicial na producédo de biomassa. Os autores propuseram que, “como a sintese
de carotenoides é favorecida pela limitagdo de nutrientes, geralmente o nitrogénio, o
aumento dos niveis de sulfato de amonio pode ter dificultado a sintese”. Essa teoria
pode explicar o efeito ndo significativo do sulfato de amdnio no presente estudo.

Além dos fatores nutricionais, o pH também foi identificado como um importante
influenciador na produgéo de carotenoides. Zhao et al. (2019), em seu estudo com o
objetivo de otimizar os parametros nutricionais e ambientais para a producédo de
carotenoides, identificaram as condicfes ideais para o cultivo da levedura Rhodotorula
sp. RY1801: temperatura de 28 °C, pH de 5,0, fonte de carbono de 10 g/L de glicose
e 10 g/L de extrato de levedura. Essa abordagem resultou em concentracdo maxima
de 987 ug/L de carotenoides totais. Outro estudo conduzido por Latha et al. (2005) em
R. glutinis DER-PDY constatou que o pH ideal para a producéo de carotenoides era
pH 5,5 nas condi¢cdes que eles exploraram. Notavelmente, no estudo atual, o teste
com a maior producéo foi com pH inicial de 5.

Embora os carotenoides sejam produzidos de forma intracelularmente, néo
parece haver uma correlacdo direta entre a concentracao de biomassa e a produgao
desses compostos. Um exemplo intrigante € encontrado no ensaio 8, em que apenas
2,05 g/L de biomassa resultaram em producdo maior de torularodina do que os
experimentos envolvendo pontos centrais (13, 14 e 15), que tiveram 3,44 g/L de
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biomassa. Esta observacao esta alinhada com as descobertas de Kim et al. (2011),
que investigaram o cultivo da levedura Rhodotorula aurantiaca K-505. Eles
alcancaram a producdo especifica maxima de carotenoides de 4,68 mg/g, o que
coincidiu com valor elevado de biomassa (14,2 g/L).

Apesar das variacdes na producdo de carotenoides entre 0s experimentos, a
razao B-caroteno/torularodina variou entre 0,89 e 1,04 para o primeiro planejamento
experimental do tipo PB, conforme mostrado na Tabela 4. O experimento 2 se
destacou com razéo de 1,04.

De acordo com o gréfico de Pareto (Figura 7) fica evidente que, entre as
variaveis independentes examinadas no PB inicial, o aumento da concentracdo de
ureia apresentou um efeito significativamente negativo sobre a produgcdo de
torularodina. No entanto, curiosamente, ela apresentou efeito negativo (p<0,05), o que
implica que o nivel mais baixo estudado (0 g/L) pode, contra intuitivamente, promover

aumento na producao de carotenoides.

Figura 7. Grafico de Pareto para o primeiro planejamento Plackett-Burman. A linha no
gréafico representa uma linha de referéncia; qualquer fator que se estenda além dessa
linha tem efeito significativo com valor de p < 0,05. Os fatores avaliados incluem ureia,
extrato de levedura, peptona bacterioldgica, (NH4)2SO4 e o pH do meio sob a resposta
variavel torularodina.

(3)Ureia (Yom/v) -3,99 4
(1)Extrato de levedura (%em/v) 1,30
(B)pH | 1,04
(2)Peptona bacteriologica (Y%om/v) | -0,45
(4)(NH4)2S04 (%em/v) + 0,23
Ezo,osl

Estimativa de efeito padronizado (valor absoluto)
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A peptona bacteriolégica também ndo apresentou significancia, com um sinal
negativo indicando que a exclusdo dessa fonte poderia melhorar a producdo de
carotenoides.

Os dois principais fatores que favoreceram a producao foram o pH (no nivel
maximo de 5) e o extrato de levedura, sem efeito significativo. Vale a pena observar
que, sob certas condicbes experimentais, a producdo de carotenoides superou o
padrao alcancado com a asparagina, o que ressalta a vantagem do estudo realizado.

Embora o extrato de levedura ndo tenha apresentado significAncia estatistica,
€ digno de nota que o ensaio conduzido exclusivamente com extrato de levedura em
pH inicial de 5 (Ensaio 10) produziu a maior producdo entre todas as condicdes
examinadas. Além disso, a producéo de torularodina nesse ensaio superou 0 grupo
de controle (CP), que consistia em uma cultura com as mesmas condi¢des do ensaio
10 alterando somente o extrato de levedura pela asparagina, resultando em producao

de torularodina de apenas 0,439 mg/mL.

5.2.2. Segundo planejamento experimental

A complexidade do meio de cultura pode afetar positiva ou negativamente a
producdo do metabdlito desejado. Para investigar o papel dos nutrientes nesse
processo, foi realizado um segundo planejamento experimental PB, com o objetivo de
avaliar sua essencialidade para a producéo de carotenoides por R. glutinis. Assim
como no primeiro desenho experimental, a variavel resposta principal foi a producdo
de torularodina, mas outros parametros também foram avaliados, especificamente pH
final, biomassa, consumo de glicose e a relagdo torularodina/f-caroteno. Os
resultados desse segundo projeto de PB séao apresentados na Tabela 5, que detalha
a producao de carotenoides, o rendimento de biomassa e o pH final para cada teste

envolvendo o cultivo de R. glutinis.
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Tabela 5. Producéo de carotenoides, biomassa e pH final correspondentes a cada ensaio para o segundo planejamento Plackett-
Burman cultivando R. glutinis CCT-2186 ap0s 72 h de cultivo. Os experimentos foram realizados em duplicata.

Variaveis independentes d Variavel Andlises adicionais
ependente
ENsalos | hoxirose  KHzPOs  MgSO.7H:0  KCI  NHNO  CuSOs  H:O» Eléf,r:é%ge Torularodina | oo Biomassa  pecaroteno L.,
(% miv) (Yom/v) (Yom/v) (%om/v) 3 (%m/v) (mM) (mM) (%) (M) (mg/mL) (g/L) (mg/mL)
1 1,5 (+1) 0,000 (-1) 0,052 (+1) 0,000(-1) 0,0(1) 0,00(-1) 0,75(+1) 1,5 (+1) 0,403+0,030 | 8,40+0,05 13,06+0,22 0,427+0,030 0,95
2 1,5(+1) 0,052 (+1) 0,000 (-1) 0,052 (+1) 0,0(-1) 0,00 (1) 0,00 (-1) 1,5 (+1) 0,409+0,000 | 8,34+0,01 14,02+0,16 0,430+0,010 0,95
3 0,5 (-1) 0,052 (+1) 0,052 (+1) 0,000 (-1) 0,8(+1) 0,00(-1) 0,00 (-1) 0,5 (-1) 0,246+0,010 | 8,06+0,03 5,64+0,10 0,261+0,010 0,94
4 1,5 (+1) 0,000 (-1) 0,052 (+1) 0,052 (+1) 0,0(-1) 0,75(+1) 0,00(-1)  0,5(-1) | 0,401+0,040 | 7,45+0,10 11,84+0,22 0,467+0,050 0,86
5 1,5 (+1) 0,052 (+1) 0,000 (-1) 0,052 (+1) 0,8(+1) 0,00(-1) 0,75(+1) 05(-1) | 0,313+0,020 | 6,23+0,04 10,32+0,14 0,333+0,010 0,94
6 1,5(+1) 0,052(+1) 0,052 (+1) 0,000(-1) 08(+1) 0,75(+1) 0,00(-1) 1,5(+1) | 0,384%0,010 | 8,23+0,10 11,38+0,10 0,402+0,010 0,95
7 0,5(-1) 0,052 (+1) 0052 (+1) 0,052(+1) 00(1) 0,75(+1) 0,75(+1) 05(-1) | 0,253+0,010 | 8,124#0,07 5,20+0,18  0,258+0,010 0,98
8 0,5(-1) 0,000 (-1) 0,052 (+1) 0,052 (+1) 08(+1) 0,00(-1) 0,75(+1) 1,5(+1) | 0,473+0,020 | 8,79+0,04 5,58+0,00  0,465+0,050 1,02
9 0,5 (-1) 0,000 (-1) 0,000 (-1) 0,052 (+1) 0,8(+1) 0,75(+1) 0,00 (-1) 1,5 (+1) 0,453+0,060 | 8,80+0,01 6,04+0,10 0,438+0,050 1,03
10 1,5 (+1) 0,000 (-1) 0,000 (-1) 0,000 (-1) 0,8(+1) 0,75(+1) 0,75(+1) 0,5 (-1) 0,329+0,000 | 7,97+0,06 6,36+0,20  0,363+0,020 0,91
11 0,5 (-1) 0,052 (+1) 0,000 (-1) 0,000(-1) 0,0(1) 0,75(+1) 0,75(+1) 1,5 (+1) 0,502+0,030 | 8,84+0,08 7,36+0,10 0,478+0,030 1,05
12 0,5 (-1) 0,000 (-1) 0,000 (-1) 0,000 (-1) 0,0(-1) 0,00(-1) 0,00 (-1) 0,5 (-1) 0,291+0,010 | 8,49+0,08 5,30+0,06  0,307+0,010 0,95
13 (C) 1,0 (0) 0,026 (0) 0,026 (0) 0,026 (0) 0,4 (0) 0,375(0) 0,375 (0) 1,0 (0) 0,391 8,43 9,42 0,397 0,98
14 (C) 1,0 (0) 0,026 (0) 0,026 (0) 0,026 (0) 0,4 (0) 0,375 (0) 0,375 (0) 1,0 (0) 0,392 8,44 9,40 0,380 1,03
15 (C) 1,0 (0) 0,026 (0) 0,026 (0) 0,026 (0) 0,4 (0) 0,375 (0) 0,375 (0) 1,0 (0) 0,410 8,41 9,45 0,419 0,98
16 (C) 1,0 (0) 0,026 (0) 0,026 (0) 0,026 (0) 0,4 (0) 0,375(0) 0,375 (0) 1,0 (0) 0,374 8,46 9,70 0,394 0,95

C - Pontos centrais; * - Razao de carotenoides torularodina/p-caroteno.
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Mediante a Tabela 5 € possivel observar que para todos 0s ensaios, 0 Consumo
de glicose foi superior a 99,50%. Além disso, independentemente de ter sido
adicionada a quantidade minima ou maxima desse nutriente, o pH permaneceu
consistentemente acima de 8.

Ademais, nesse experimento, € possivel que a glicose esteja sendo utilizada
em vias metabdlicas nado relacionadas a produc¢do biotecnoldgica de carotenoides. Em
todos os testes realizados, 0 consumo de glicose permaneceu em aproximadamente
100%, mas houve variacdes significativas na producdo de biomassa.

Os impactos das variaveis independentes no experimento Plackett-Burman
(PB) séo exibidos visualmente na Figura 8, representados pelo gréafico de Pareto. No
contexto da producdo de torularodina, o extrato de levedura apresentou-se como a
Gnica variavel estatisticamente significativa ao nivel de confianca notavel de mais de
95%.

Figura 8. Grafico de Pareto para o segundo Plackett-Burman. A linha vermelha no
gréafico representa uma linha de referéncia; qualquer fator que se estenda além dessa
linha tem um efeito significativo com um valor de p < 0,05. Os fatores avaliados
incluem extrato de levedura, KH2PO4, CuSOa4, KCIl, MgS04.7H20, H202, NH4NOs3 e
glicose.

(8)Extrato de Levedura (% m/v) 4,70

(2)KH2PO4 (% miv) | -1,46

(6)CuSO4 (mM) + 1,11

(4)KCI (% miv) | 0,87

(3)MgSO4.7H20 (% miv) | -0,80

(7)H202 (mM) | 0,53

(5)NHANO3 (% miv) | -0,36

(1)Glicose (% m/v) 0,13

p=0,05

Estimativa de efeito padronizado (valor absoluto)
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A producao de carotenoides e lipidios por leveduras depende do contetdo
nutricional, do pH e da temperatura, com efeito claro observado entre a
suplementacdo com fontes de nitrogénio organico e inorganico e a producgédo de
carotenoides (B-caroteno, torularodina e toruleno) e lipidios por R. glutinis CCT-2186
(Mussagy et al., 2021). Também foi relatado que estressores oxidativos, como CuSO4
e H20z2, influenciam a producgé&o de carotenoides (Irazusta et al., 2013).

Em seu estudo de 2012, Maldonade et al. empregaram métodos estatisticos
para otimizar a producgédo de carotenoides utilizando a cepa Rhodotorula mucilaginosa
isolada do ecossistema brasileiro. Suas descobertas destacaram o extrato de levedura
como a principal variavel para aumentar a producdo de carotenoides. No entanto, o
MgS04.7H20 e o KH2PO4 apresentaram efeitos adversos, o que se alinha com as
observacdes dos dados obtidos no presente estudo.

Ao investigar a relacdo entre a producéo de torularodina e o estresse oxidativo
em R. mucilaginosa, Irazusta et al. (2013), relataram que um meio sintético contendo
indutores de estresse oxidativo, como CuSOa4 (5,3 mg/L) ou H202 (5,2 mg/L),
aumentou a producédo de torularodina em comparacdo0 com O grupo sem esses
aditivos. E interessante notar que esse fendmeno ndo foi reproduzido no presente
estudo, possivelmente devido as variacbes especificas da cepa nas respostas
microbianas a estressores idénticos.

Notavelmente, o KCI apresentou efeito positivo sobre a producéo, sem efeito
significativo sobre a biossintese do carotenoide alvo. Isso sugere que o KCl pode ndo
ser propicio a producao de xantofila, um padrdo consistente com estudos focados na
producdo de zeaxantina usando cepas de Flavobacterium (Vila et al., 2020).

Como a produc¢do do metabdlito de interesse foi inferior que a melhor condicao
do experimento anterior, decidiu-se voltar as condi¢des iniciais (Ensaio 10 do primeiro

PB) para os estudos subsequentes.

5.3. Avaliacdo do estresse fisico e nutricional na producédo de
torularodina

O volume de meio de cultura usado na producdo em agitador rotativo esta
diretamente associado a aeracdo dos microrganismos, conforme demonstrado no
experimento a seguir. Essa condicdo, juntamente com a agitacdo, sao fatores que
podem favorecer a oxigenag&o do microrganismo ou acarretar um estresse que afeta

significativamente o rendimento de varios microrganismos aerébicos tanto para o seu



54

crescimento quanto para a producdo de metabolitos. Portanto, como a R. glutinis é
uma levedura aerdbica, esses parametros foram avaliados no contexto da producéo
de carotenoides.

Os cultivos para avaliar o volume de meio de cultura e agitagdo mostraram que
o emprego de 20% do volume util do frasco tipo Erlenmeyer, juntamente com
velocidade de agitacdo de 170 rpm, tem influéncia positiva na producdo de
carotenoides, especialmente a torularodina. Essa combinagcdo proporcionou
condi¢Oes ideais para a troca efetiva de gases e maximizou a superficie de contato
entre microrganismo e o meio de cultura gerando um amento tanto da producédo de
carotenoides, especificamente torularodina e de biomassa, conforme ilustrado na

Figura 9.

Figura 9. Influéncia da agitagéo (150 rpm, 170 rpm, 200 rpm e 250 rpm) e volume de
meio de cultura (10% e 20% do volume util em frascos tipo Erlenmeyer de 250 mL) na
producdo de torularodina (o) e biomassa (e) por R. glutinis CCT-2186, o cultivo foi
realizado por 72 h. Os testes foram realizados em triplicata. As barras com limite
superior e inferior representam o desvio padréo e as médias seguidas pela mesma
letra ndo diferem estatisticamente (a=0,05).
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Ensaios

Em estudo sobre o aumento da producdo de carotenoides em R. glutinis
usando farinha hidrolisada de residuos de feijao mungo, Tinoi et al. (2005) observaram
que baixas taxas de agitacdo (100 a 150 rpm) prejudicaram o crescimento celular
devido a reducdo da nutricdo, enquanto altas taxas de agitagdo (>250 rpm) levariam
a ruptura celular. No entanto, no estudo atual, a baixa agitacdo n&o teve impacto na

reducdo da biomassa. Essa discrepancia pode ser decorrente do fato de que a



55

biomassa depende ndo apenas da agitacdo, mas também da disponibilidade de fontes
nutricionais de facil absorcao.

Em estudo realizado por Rodriguez et al. (2023), que otimizaram a producao
de carotenoides em Rhodotorula mucilaginosa usando residuos agroindustriais
econdmicos de alcachofra como substrato, os melhores resultados foram obtidos com
pH 5, 120 rpm e 30 °C por 72 h. Da mesma forma, Sharma e Ghoshal (2020), em sua
pesquisa de otimizagcdo de carotenoides com R. mucilaginosa (MTCC-1403),
identificaram 119,6 rpm como a velocidade de agitacdo ideal para seu estudo. Na
presente pesquisa, a menor agitacdo (150 rpm) ndo favoreceu a producdo do
metabdlito de interesse, em contrapartida 170 rpm e 250 rpm favorecessem a
producgdo, e ndo apresentaram diferencas estatisticamente significativa mediante o
teste de Tukey. Portanto, foi selecionado 170 rpm para aumentar a vida util do
equipamento e reduzir os custos de producéo. Outro ponto bastante importante € que
ao utilizar 10% do volume util aconteceu pequena inibicdo da producédo. Portanto, a
condicao: 170 rpm e 20% volume util foi a condicdo selecionada para os proximos
experimentos.

Liu et al. (2006) demonstraram a funcdo essencial do suprimento de oxigénio
por meio da agitacdo na producdo de carotenoides em cultivo submerso de Phaffia
rhodozyma. No entanto, é importante observar que a agitacdo nao pode ser
considerada isoladamente quando se pretende otimizar a producdo do metabdlito
alvo. O valor ideal de agitacdo depende inerentemente do microrganismo especifico
gue esta sendo estudado. Vale ressaltar que este é um estudo para agitador orbital,
guando avaliado em um biorreator, 0 processo de aeracdo muda, e a agitacdo deve
ser analisada em conjunto com a taxa de aeracao.

Em relacao as fontes de nitrogénio, o impacto significativo do extrato de malte
na producdo de carotenoides por Rhodotorula mucilaginosa URM 7409 foi relatado
por Machado et al. (2019). No presente estudo, observou-se aumento substancial de
88,85% na producéo de carotenoides quando o extrato de malte substituiu o extrato
de levedura, conforme mostrado na Figura 10. Entretanto, quando o extrato de malte
foi combinado com o extrato de levedura, a producgéo de carotenoides foi inibida. Essa
inibicdo pode ser atribuida a saturacdo do meio de cultura com nitrogénio, levando a
uma relacao C/N alterada. Haja visto que existe excesso de N, a levedura néo precisou

fazer esforco, ou seja, ndo precisou produzir outros metabolitos para se manter ativa.
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Os microrganismos responsaveis pela sintese de carotenoides normalmente
requerem apenas um minimo de nitrogénio para seu crescimento, o que lhes permite
utilizar o excesso de carbono no meio de cultura para a sintese de pigmentos,
conforme sugerido por Spier et al. (2015). Isso foi observado neste experimento, pois
a relacéo carbono/nitrogénio (C/N) do meio de extrato de malte foi de 53,76, enquanto
a relacdo C/N do meio de extrato de levedura foi de 30,41. A Tabela A1 do anexo
mostra a concentracdes de carbono e nitrogénio no extrato de malte e extrato de
levedura empregados no presente trabalho.

Figura 10. Efeito da presenca de extrato de malte e extrato de levedura como fonte
de nitrogénio no meio de cultura para produzir carotenoides, especificamente
torularodina (o) e biomassa (e) de R. glutinis CCT-2186 ap0s 72 horas de cultivo. A)
Extrato de malte (10 g/L); B) Extrato de levedura (10 g/L); C) Extrato de levedura (10
g/L) e extrato de malte (10 g/L) e pH inicial de 5. Os testes foram realizados em
triplicata. As barras com limite superior e inferior representam o desvio padrao.
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Ensaios

Os surfactantes, juntamente com outros compostos quimicos, podem aumentar
a permeabilidade das membranas celulares, influenciando assim a secrecdo de
metabdlitos pelas células (Rakicka et al., 2016). Além disso, o enfraquecimento das
paredes celulares dos microrganismos pode facilitar a entrada de nutrientes e ter
impacto positivo na producdo de metabdlitos intracelulares. Consequentemente, o
efeito da adi¢do de dois surfactantes, Tween 80 e Triton-X100 na concentragao de 1%
(v/v), foi avaliado em relacdo a producéo de torularodina por R. glutinis. Entre os

surfactantes investigados, o Tween 80 mostrou-se o0 mais promissor (Figura 11). Tal
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surfactante influenciou no aumentou a producédo de torularodina de 1,40 mg/ml para

1,51 mg/mL, representando aumento aproximado de 7,86%.

Figura 11. Adicdo de surfactantes (Tween 80 e Triton X-100) como componente do
meio de cultura no cultivo de R. glutinis CCT-2186 para producgao de torularodina (o)
e biomassa (e). Os testes foram realizados em triplicata. As barras com limite superior
e inferior representam o desvio padréo.
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Em pesquisa sobre o cultivo de Rhodotorula glutinis mutante 32, Bhosale e
Gadre (2001) observaram, por meio de um delineamento fatorial que a glicose e a
treonina (um aminoacido) tiveram impacto mais significativo na carotenogénese em
comparacao com o extrato de levedura. Essa descoberta sugeriu que a presenca de
aminoacidos promove a producéo de carotenoides.

A influéncia positiva dos aminoacidos no meio de cultura também foi observada
no estudo conduzido por Mussagy et al. (2019), usando R. glutinis CCT-2186. No
entanto, sob as condi¢Bes nutricionais estabelecidas até o momento, surgiu uma
tendéncia contraria. Conforme ilustrado na Figura 12, a producdo de carotenoides
diminuiu na presenca dos aminoacidos avaliados em comparacdo com a condicéo
padrao. Especificamente, as reducbes foram de 7,75% para leucina, 7,62% para
glutamato, 22,18% para fenilalanina e 23,24% para valina.

Esse declinio tanto na producdo de carotenoides quanto no crescimento
microbiano na presenca dos aminoacidos leucina, glutamato, fenilalanina e valina
pode ser devido a uma alterag&o da rota metabdlica do microrganismo pois a presenca

de aminoécidos altera diretamente o metabolismo celular, a expresséo genética e a
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regulacéo enzimatica. Além disso, a presenca de aminoacidos, pode alterar a relagcéo
C/N e principalmente a via de biossintese de aminoacidos.

Figura 12. Adicdo de aminoécidos (leucina, glutamato, valina e fenilalanina) e &cidos
organicos (acido palmitico e acido linoleico) na cultura de R. glutinis CCT-2186 para
produzir torularodina (I) e biomassa (). Os testes foram realizados em triplicata e as
barras com limite superior e inferior representam o desvio padrao, a linha em verde
representa a condi¢cao padréo (sem a presenca dos aminodcidos e 4cidos organicos)
da producéo de torularodina.
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Ensaios

Yen et al. (2019) realizaram estudo no qual incorporaram 25 g/L de 6leo de
palma em um meio contendo 60 g/L de glicerol bruto, 20 g/L de extrato de levedura, 2
g/L de (NH4)2S04, 1 g/L de KH2POa4, 0,5 g/L de MgS04.7H20, 0,1 g/L de CaClz, 0,1 g/L
de NaCl e 1 g/L de Tween 80. Os resultados revelaram aumento significativo de 71%
na biomassa em comparac¢ao com o lote de controle. Além disso, essa suplementacéo
com Oleo de palma levou a um acumulo maior de lipidios totais e [-caroteno.
Notavelmente, a adicdo de acidos organicos inibiu a producdo do metabdlito de
interesse por R. glutinis sob as condi¢cdes experimentais avaliadas, conforme
demonstrado na Figura 12. Especificamente, a inclusdo de &cido palmitico reduziu
aproximadamente 31,56% a producao de torularodina.

Em estudo realizado por Vasilievnha Besarab et al. (2018), os pesquisadores
enriqueceram o meio de fermentacdo da cerveja com 0Oleo de girassol, conhecido por
seu alto teor de acido linoleico, para cultivar leveduras pertencentes ao género
Rhodotorula. Esse estudo revelou que esse nutriente afetou positivamente a producao
de carotenoides totais, com o acido malico emergindo como um fator notavel. Como
0 6leo de girassol é rico em acido linoleico, fizemos a inser¢éo dele no meio de cultivo

com R. glutinis e foi observado perfil contraria ao retratado por Vasilievna Besarab et
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al. (2018). Essa divergéncia pode ser atribuida a possibilidade de a levedura ter
utilizado outros compostos presentes no 6leo que ndo foram encontrados no acido
linoleico puro.

Dando sequéncia aos estudos de parametros que afetam a producdo de
carotenoides. A luz desempenha um papel fundamental no crescimento autotrofico
em microrganismos fotossintetizantes, como as algas (Maltsev et al., 2021).
Curiosamente, a influéncia da luz estende-se para além dos organismos
fotossintetizantes e foi também observada em microrganismos néo fotossintéticos,
como a levedura Rhodosporodium toruloides. A luz estimula a producdo de
carotenoides nesta levedura, embora ndo pareca ter impacto na producéo de lipidios
totais (Pham et al., 2020). Em Phaffia rhodozyma, os carotenoides sdo produzidos
intracelularmente, e a hipotese é que sua producéo pode ser amplificada em situacdes
de estresse celular como uma forma de protecdo contra varias adversidades
ambientais para a sobrevivéncia celular, como espécies reativas geradas pela luz
(Tropea et al., 2013).

Em estudo realizado por Kong et al. (2019), concluiu-se que a irradiagédo pode
provocar alteracdes no crescimento celular e nos metabolitos em fungos pigmentados.
Isto sugere a presenca de um mecanismo fotoinduzido em R. mucilaginosa, que
poderia ser aproveitado para regular a biossintese e a producdo de componentes
valiosos.

Além disso, Gong, Zhang e Tan (2020), em sua busca para aumentar
simultaneamente a lipogénese e a biossintese de (3-caroteno em Rhodotorula glutinis
usando acetato de s6dio como Unica fonte de carbono, descobriram que a exposi¢ao
a luz poderia servir como um método eficaz para melhorar a producéao de lipidios e B-
caroteno.

Allahkarami et al. (2021) observaram um comportamento semelhante com R.
mucilaginosa-M22, pois eles obtiveram o maior rendimento de carotenoides quando a
cultura foi exposta a luz branca. No presente estudo, quando foi feita uma comparacao
quantitativa, as ceélulas cultivadas sob luz LED branca ndo demonstraram maior
producdo de carotenoides, especialmente de torularodina, em comparagdo com o
cultivo sob diferentes cores de luz (Figura 13). Além disso, o estudo indicou que a cor
da luz incidente pode influenciar a quantia de biomassa produzida, bem como no

montante de carotenoides.
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Figura 13. Influéncia da incidéncia da luz (branca, verde, vermelha, azul e no escuro)
no cultivo de R. glutinis CCT-2186 em agitador rotativo a 170 rpm para producao
torularodina (o) e biomassa (@). O experimento foi realizado em quadruplicata. As
barras com limite superior e inferior representam o desvio padrdo e as médias
seguidas da mesma letra nao diferem estatisticamente (a=0,05).
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5.4. Comparativo entre ferramentas de incremento da producéao

5.4.1. Delineamento Composto central Rotacional (DCCR)

Como observado em experimentos anteriores, tanto o extrato de malte quanto
o Tween 80 na auséncia de luz, demonstraram ser fatores que exercem influéncia
positiva na producéo do carotenoide de interesse. Com base nessa constatacao, foi
conduzido um delineamento composto central rotacional para estabelecer um modelo
polinomial capaz de identificar os pontos de maxima producéo de torularodina. Esse
método pode melhorar a compreensao e otimizar os parametros envolvidos na
producdo do carotenoide, visando assim maximizar seu rendimento. E importante
ressaltar que essa metodologia permite uma analise abrangente dos efeitos das
variaveis independentes sobre o resultado desejado, facilitando assim a identificacéo
das condicdes ideais para otimizar o processo em questao.

A Tabela 6 apresenta os resultados obtidos para a variavel resposta
(Torularodina (mg/mL)) e analises adicionais (pH final, biomassa (g/L), consumo de
agucar (%) e B-caroteno (mg/mL)) em cada um dos ensaios realizados de acordo com
a matriz do planejamento. Os valores das variaveis resposta producédo de torularodina

variaram com base nas combinac¢des de variaveis independentes (extrato de malte e
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Tween 80) durante os cultivos. Entre esses ensaios, 0 ensaio 3 destacou-se em
termos de producédo de carotenoides, apesar de ndo ter o maior consumo de acucar.
E importante notar que em todos os ensaios 0 meio de cultura tinha pH &cido no final
do cultivo, possivelmente devido a formacdo de acidos orgénicos durante o
desenvolvimento do microrganismo como o acido mevalénico, que € precursor da
carotenogénese (Mussagy, de Oliveira, et al., 2023). Provavelmente, isso ocorre
porque a biossintese da torularodina na levedura comeca com a conversao da fonte
de carbono em piruvato durante a glicélise. Posteriormente, o piruvato transforma-se
em acetil-CoA, catalisado pelo complexo piruvato desidrogenase, iniciando assim a

primeira reacdo (Goodwin et al., 1993)

Tabela 6. Producéo de carotenoides, biomassa e pH final correspondente a cada
ensaio do Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR) com pontos axiais
para o cultivo de R. glutinis em agitador rotativo durante 72 h de cultivo a 30 °C e

170 rpm.
Varidvels independentes Variavel Andlises adicionais
i dependente Bi Acucar [-caroteno

Ensaios Extrato de  Tween 80 | Torularodina pH final |o(m/i?sa consugmi do (%) (mg/mL) T/IB*

malte (g/L)  (%vIv) (mg/mL) g ° g
1 10 (-1) 0,5 (-1) 1,270+0,020 | 2,56+0,01  4,50+0,54 76,97 1,670£0,020 0,76
2 20 (+1) 0,5 (-1) 1,520+0,000 | 2,97+0,01  5,58+1,00 60,78 1,900+0,010 0,80
3 10 (-1) 1,5 (+1) 1,710+0,010 | 2,75+0,01  5,48+0,10 73,22 2,090+0,090 0,82
4 20 (+1) 1,5 (+1) 1,360+0,060 | 3,09+0,03  6,70+0,04 62,49 1,800+0,020 0,77
5 7,9 (-1.41) 1,0 (0) 1,510+0,010 | 2,63+0,05  4,76%0,52 81,16 1,890+0,030 0,80
6 22,1 (+1.41) 1,0 (0) 1,500+0,030 | 3,07+0,03  6,66+0,06 60,48 1,900+0,010 0,79
7 15 (0) 0,3(-1.41) | 1,330+0,020 | 2,77#0,01  4,44+0,48 65,26 1,660+0,010 0,80
8 15 (0) 1,7 (+1.41) 1,490+0,020 2,87+0,01 6,06+£0,58 65,38 1,900+0,020 0,78
9 (C) 15 (0) 1,0 (0) 1,540 2,87 5,34 68,99 1,95 0,79
10 (C) 15 (0) 1,0 (0) 1,520 2,81 5,33 68,90 1,88 0,81
11 (C) 15 (0) 1,0 (0) 1,530 2,82 4,73 67,44 1,86 0,82
12 (C) 15 (0) 1,0 (0) 1,530 2,79 5,09 69,44 1,87 0,82
13 (C) 15 (0) 1,0 (0) 1,540 2,75 5,31 69,38 1,88 0,82

C - Pontos centrais; * - Razao de carotenoides torularodina/f3-caroteno.

O grafico de Pareto (Figura 14), revela percepc¢des dignas de nota com relacao
ao impacto das variaveis independentes e suas interacdes na concentracdo de
torularodina obtida no fim do bioprocesso. Notavelmente, o termo linear (L) associado
ao Tween 80 demonstrou efeito positivo estatisticamente significativo (p < 0,05). Em
contrapartida, o termo quadratico do Tween 80 exerceu uma influéncia significativa,
embora negativa (p < 0,05), sobre a concentragao de torularodina total na biomassa
celular e no caldo de fermentacédo. Além disso, é fundamental destacar o efeito
negativo significativo (p < 0,05) resultante da interagdo entre os termos lineares do

extrato de malte e do Tween 80. Por outro lado, os efeitos dos termos lineares e
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quadraticos relacionados a concentracdo de glicose foram considerados néo
significativos (p > 0,05) em todas as variaveis de resposta. Da mesma forma, os
termos linear e quadrético da concentracao do extrato de malte ndo produziram efeitos
significativos (p > 0,05).

Esta analise fornece uma compreensao abrangente dos fatores que afetam a
concentracdo de torularodina, com especial atencdo para a influéncia positiva do
Tween 80, o impacto negativo da interag&o entre o extrato de malte e o Tween 80 e 0
efeito negligenciavel da concentracédo de extrato de malte na variavel resposta. Assim,
o sinal positivo do Tween 80 indica que concentracdes mais altas poderiam ajudar o
processo, enquanto o sinal negativo do extrato de malte indica que uma concentracao
mais baixa desse composto poderia melhorar a producéo. O fato mais importante é
que h& uma interacdo entre essas variaveis e, juntas, elas desempenham papel
significativo na producédo de carotenoides por R. glutinis.

Figura 14. Grafico de Pareto para o Delineamento Composto Central Rotacional. A
linha no grafico representa uma linha de referéncia; qualquer fator que se estenda
para além desta linha tem um efeito significativo com um valor de p < 0,05.

1by2L -17,94
Tween 80 (%Vv/v)(L) + 11,97
Tween 80 (%viv)(Q) | -9,46
Extrato de Malte (%m/v) (L) f 2,09
Extrato de Malte (%om/v) | -1,02
p=0,05

Estimativa de efeito padronizado (valor absoluto)

A partir dos resultados obtidos foi desenvolvido um modelo polinomial (MP) de
segunda ordem para prever a maxima concentracao de torularodina produzida com
base nas varidveis independentes extrato de malte e Tween 80. Este modelo é

tipicamente representado pela Equacéo 7.

Y =Bo+ Xiq BiXi + X BuXiP+ T BuXi X+ € (7)
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Em que, Y representa a variavel resposta, enquanto Xi e Xj representam as
variaveis independentes, com k denotando o numero de variaveis estudadas (neste
caso, k = 2). Na analise de regressao, os coeficientes sdo representados da seguinte
forma: B0 para intercessao, (Bi para os termos lineares, Bii para os termos quadraticos
e Bij para os termos de interacéo.

A Equacédo 8 expressa o0 modelo de regressdao obtido a partir dos dados
experimentais para a maxima concentragéo de torularodina.

Z = 0,31 + 0,06*x-0,0002*x2 + 1,5*y — 0,24*y2 - 0,0592*x*y + 0 (8)

Em que Z corresponde a Torularodina (mg/mL), x a concentragéo de extrato de malte e y ao Tween
80.

A precisdo do modelo pode ser inferida a partir do coeficiente de determinagao
(R?). De acordo com os dados apresentados, o coeficiente de regressdo para o
modelo gerado é de 0,9876, equivalente a 98,76%, e o coeficiente de correlacao de
Pearson associado ao coeficiente de determinacdo é de aproximadamente 0,9938.
Este fato sugere que apenas 1,24% néao sao explicadas pelo modelo. Diante de R2 é
possivel evidenciar que o modelo gerado € uma representacao fiavel dos resultados
obtidos.

Utilizando o modelo desenvolvido, foi gerado os graficos de superficie de
resposta e de contorno para produzir torularodina (Figura 15). Estas representagcdes
graficas revelam aumento da producao de torularodina a medida que a concentracao

de Tween 80 aumenta e o0 extrato de malte chega na propor¢do minima estudada.

Figura 15. A) Grafico de superficie de resposta e B) gréafico de contorno para o estudo
da producéo de torularodina por R. glutinis CCT-2186 em agitador orbital, cultivado
durante 72 horas a 170 rpm e na auséncia de luz.
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5.4.2. Rede neural artificial

Com o objetivo de avaliar a estratégia mais eficaz para o ajuste fino de uma
rede neural com capacidades preditivas excepcionais para a producdo de
carotenoides, especialmente a torularodina. As variaveis de entrada abrangeram as
concentragbes de extrato de malte e Tween 80. Durante a constru¢cdo das redes
neurais artificiais, diversas arquiteturas foram examinadas para obter um modelo
otimizado. Isso envolveu a variagdo do niumero de neurdnios na camada intermediaria,
a experimentacdo de duas fungbes de transferéncia dentro desses neuronios e a
andlise dos resultados da Soma de Erros Quadrados (SSE) e do coeficiente de
correlacdo de Pearson (R) de dois algoritmos de aprendizado distintos: o algoritmo de
retropropagacédo Gradient-Descent (GD) e o algoritmo Levenberg-Marquardt (LM).
Simulagbes subsequentes foram executadas, incorporando as modificacbes
detalhadas na Tabela 7, e os resultados subsequentes, juntamente com comparagdes

relevantes, sdo apresentados.

Tabela 7. Andlise comparativa dos algoritmos de ativacdo numa rede neuronal
artificial (RNA) com fungfes variadas e contagens de neuronios da camada

intermédia.
Algoritmos de Funcdo de Numero de R SSE*
aprendizagem ativacdo neurdénios
2 0,93244 0,0412
Logsig 3 0,98862 0,0071
4 0,98862 0,0071
5 0,98862 0,0071
Levenberg—Marquardt > 064491 0.1840
Tansig 3 0,98862 0,0071
4 0,98862 0,0071
5 0,98862 0,0071
2 0,64460 0,2090
Logsig 3 0,68156 0,1770
4 0,64657 0,1850
. 5 0,72257 0,1630
Gradient Descent > 0.73060 0.1480
Tansig 3 0,96212 0,0253
4 0,95537 0,0276
5 0,89518 0,0667

*SSE - Erro Quadratico Total.

Ao analisar o impacto dos algoritmos de treino Gradient Descent (GD) e
Levenberg-Marquardt (LM), observou-se que o algoritmo LM se revela o método mais
eficaz para otimizar os pesos das conexdes entre neurdnios. Isso é comprovado pela

maior eficiéncia no processo de treinamento da rede neural, conforme indicado por
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indice de correlacdo (R) mais alto e erro quadratico médio (SSE) mais baixo em
comparacao com os resultados obtidos com o algoritmo Gradient Descent (Tabela 7).

Da mesma forma, ao analisar o desempenho da camada intermédia em termos
da sua contribuicdo ideal para a minimizagdo da funcdo objetivo, ndo houve
disparidade significativa em relacdo ao R e ao SSE entre a funcao log-sigmoide
(logsig) e a funcéo sigmoide hiperbdlica (tansig) para um determinado nimero de
neuronios (3, 4 e 5). No entanto, com apenas 2 neurbnios na camada intermédia, a
funcéo logsig revelou-se mais adequada para este modelo do que a funcéo tansig.
Essa preferéncia decorre da capacidade aprimorada da funcédo log-sigmoide de
ajustar os pontos de saida de forma mais eficiente aos dados experimentais,
resultando em uma minimizagao mais eficaz dos erros.

Embora ndo tenha havido diferenca em R quando se comparou o0 nimero de
neurdénios na camada intermédia foram escolhidos 3 neurdénios para mitigar o risco de
sobreajuste. A complexidade do modelo pode ser um fator que contribui para o sobre
ajuste (Bejani; Ghatee, 2021). Vale salientar que o sobreajuste representa um desafio,
uma vez que o modelo pode perder a sua capacidade de generalizagdo para novos
dados que ndo foram encontrados durante o treino. Os ajustes das redes neurais
artificiais dos desenhos e do modelo de analise geral sdo mostrados na Figura 16.

Figura 16. Representacdo da regressao linear dos ajustes dos modelos de analise
DCCR A): funcao log-sigmoide (logsig) e B) funcao tangente sigmoide (tansig) obtida
por método de simulacdo de redes neurais artificiais no software MATLAB.
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5.4.3. Obtencdo dos pontos de otimizacdo e validacdo das respostas preditas
tanto modelo polinomial quanto pelas redes neuronais artificiais

Considerando a correlacdo de Pearson, o modelo polinomial apresentou o
melhor ajuste aos resultados (0,9938) experimentais em comparacdo com a RNA,
mas ambos 0s modelos tém um bom ajuste (0,98862) aos resultados experimentais e
podem ser usados para a otimizacédo da composi¢cao media.

Comparando as projecdes do ponto 6timo obtidas a partir do modelo polinomial
e apresentadas na Tabela 8, com as das redes neuronais artificiais, verificou-se
concordancia na previsdo das variaveis de entrada para o modelo DCCR e para a
rede neuronal com o ativador Tansig. Vale ressaltar que as respostas também séo
semelhantes. Por outro lado, o ativador Logsig resultou no ligeiro desvio no valor
previsto para o Tween 80 e destacou-se como aquele que produziu maior producao
de torularodina. Esta discrepancia pode ser atribuida ao fato de as redes neuronais
artificiais (RNA) serem constituidas por funcdes de ativacao que variam abruptamente
de zero a um, facilitando a previsdo de regibes onde uma variavel de entrada
especifica tem uma influéncia significativa. Em contraste, um modelo polinomial (MP)
tem curvas mais suaves, o que torna mais dificil prever regiées onde uma determinada
variavel tem maior impacto.

Tabela 8. Pontos de otimizacdo para a producéo de torularodina frente aos fatores
extrato de malte (g/L) e Tween 80 (%v/v) derivados da resposta da superficie e da
rede neuronal, juntamente com as respostas previstas.

MP RNA (Logsig) RNA (Tansig)
EFatores Extrato de malte (g/L) 7,93 7,93 7,93
Tween 80 (% viv) 1,71 1,65 1,71
Prever a resposta para a Intervalo de 1,74 a 1.89 174
producéo de torularodina (mg/mL) 1,86 ' '

As vantagens associadas a utilizacdo de Redes Neuronais Atrtificiais (RNA) em
relacdo aos Modelos Preditivos (MP) vao além de uma maior precisao de previsdo
pois abrangem também uma maior capacidade de captar subtilezas nas condi¢des
iniciais que influenciam diretamente os resultados da producdo. Ao contrario dos
modelos lineares, as RNAs possuem a capacidade de compreender e ajustar-se as
intrincadas variagées no metabolismo dos microrganismos ao longo do processo de
producéo, levando a previsdes mais precisas dos rendimentos finais da producao.
Além disso, a versatilidade das RNAs permite a sua aplicacdo na previsdo e

otimizacdo de um conjunto diversificado de bioprocessos, como a producédo de
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colorantes, conferindo assim uma vantagem significativa no planeamento e execucao

destes procedimentos (Sewsynker-Sukal; Faloye; Kana, 2017).

5.4.4. Validacéo experimental dos pontos de otimizacéo

O modelo gerado pela superficie de resposta e pela RNA, usando a funcéo
Tansig, indica que as condi¢des ideais de cultivo para produzir carotenoides envolvem
0 emprego de 7,93 g/L de extrato de malte e 1,71% (v/v) de Tween 80 adicionados ao
meio de cultivo ja composto por Dextrose (10 g/L), KH2PO4 (0,52 g/L), MgS04.7H20
(0,52 g/L), NH4NOs (4 g/L). Além disso, essa funcdo prevé que as variaveis de
resposta para o cultivo sob essas condi¢cdes especificadas variariam de 1,74 mg/mL
a 1,86 mg/mL, com intervalo de confianca de 95%.

Os resultados obtidos durante o experimento de validagdo experimental,
conduzidos em quadruplicata (1,76 mg/mL de torularodina), validam a confiabilidade
do modelo na previsdo da producdo de compostos bioativos por meio de cultivo
submerso de R. glutinis CCT-2186 em meio sintético.

O uso das condic¢des previstas pelo modelo que empregou a fungao Logsig néo
produziu os resultados esperados, resultando em 1,18 mg/mL de torularodina,
indicando uma discrepancia entre as previsées do modelo e a realidade. Isso ressalta
a necessidade de estratégias de controle flexiveis e adaptaveis para garantir
desempenho de controle confidvel baseado em modelos, capaz de acomodar a
variabilidade biolégica e a incerteza (Jabarivelisdeh et al., 2020). Essa disparidade
sugere que mesmo pequenas variacdes nos componentes do meio de cultura podem
levar a mudancas significativas no comportamento do microrganismo (Lima et al.,

2023). Nesse contexto, o Tween 80 surge como um nutriente potencialmente influente.

5.5. Cinética de producéao de carotenoides

Na cinética de crescimento e producéo de carotenoides por R. glutinis, além do
acucar consumido foi estudada empregando o meio de cultura otimizado, composto
por (% m/v): dextrose (1), KH2PO4 (0,052), MgS0O4.7H20 (0,052), NH4NOs3 (0,4),
extrato de malte (0,793) e Tween 80 (1,71% v/v) e pH inicial de 5,0 A produgédo maxima
de biomassa de 5,19 g/L foi obtida apos 48 h de cultivo, conforme ilustrado na Figura
17. Nas primeiras 24 h de cultivo, a levedura ja havia utilizado 77,40% da fonte de

carbono disponivel, e esse consumo aumentou para 84,25% apoés 144 h.



68

Em estudo relacionado realizado por Tkagova, Klempova e Certik (2018), em
gue o foco foi investigar a lipogénese e a formacéao de pigmentos carotenoides por R.
glutinis em meios com diferentes relacdes C/N. Eles observaram que relagdes C/N
mais baixas foram mais eficazes para maximizar a producéo de carotenoides. Isto
porque a deplecéo de glicose estava diretamente ligada ao aumento substancial na
producdo de pigmentos carotenoides. Esta relacdo entre o consumo de glicose e a
producéo de metabdlitos também foi observada no presente estudo. No nosso estudo,
embora a aglcar ndo tenha sido totalmente esgotada, o ponto em que 0 consumo se
manteve relativamente constante coincidiu com o periodo de producdo maxima de
carotenoides.

O pH do meio diminuiu significativa durante as primeiras 24 h de cultivo, caindo
de 5,06 para 2,34. Como citado anteriormente, pode-se inferir que a formacéo de
acidos organicos, como o acido mevaldnico, pode ter sido responsavel por estimular
a via MVA, que por sua vez intensifica a producdo de carotenoides (Hernandez-
Almanza et al., 2014; Kot et al., 2016; Ma et al., 2015). Esta suposi¢céo ganha respaldo
ao comparar 0s primeiros experimentos do tipo PB, nos quais o pH final da maioria
das tentativas era alcalino (acima de 8), resultando numa producdo de
aproximadamente 0,57 mg/mL de torularodina. Além disso, estudos anteriores, como
o de Ananda e Vadlani (2011), j4 indicaram que o aumento do acido mevalénico tem
efeito positivo na producdo de carotenoides por leveduras vermelhas. Assim, é
plausivel sugerir que a acidificacdo do meio durante o cultivo é um fator que influencia

significativamente a producédo de carotenoides.
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Figura 17. Cinética de crescimento e producédo de torularodina por R. glutinis CCT-
2186 durante 144 h de cultivo em agitador orbital a 30°C/170 rpm. A) Avaliacdo da
producado de carotenoides e alteracdes de pH. B) Avaliacdo do acucar consumo e da

producdo de biomassa. As barras com limite superior e inferior representam o desvio
padrdo. As linhas pontilhadas destacam a tendéncia da curva.
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A Figura 18 apresenta o resumo da ampliacdo na producéo de torularodina
conforme os experimentos conduzidos neste trabalho. Houve um incremento na

torularodina de cerca de 4,78 vezes (377,45%), evidenciando a relevancia de estudar

estresse fisico e nutrientes como uma ferramenta crucial para potencializar a
producdo de compostos biolégicos.



70

Figura 18. Apresentacdo esquematica da condicdo experimental utilizada e da
producéo correspondente de torularodina obtidos por meio do cultivo submerso de R.
glutinis.

Condig&o padréo 0,439 mg/mL
Primeiro planejamento
experimental 0,586 mg/mL

Adic&o de outra fonte de

nitrogénio ao meio de cultura 1,401 mg/mL
Adicdo de surfactantes 1,571 mg/mL
Estudo de fermentas de
otimizagdo da produgéo de 1,768 mg/mL
torularodina
Influéncia da luz 1,768 mg/mL

Cinética da producgéo de

carotenoides 2,097 mg/mL

Torularodina

5.6. Perfil de acidos graxos livres

O oOleo microbiano € amplamente reconhecido como uma matéria-prima
altamente promissora para produtos quimicos sustentaveis, uma vez que tem muitas
aplicacbes potenciais nos setores alimenticio e quimico. Além disso, as leveduras
oleaginosas e seus acidos graxos tém recebido cada vez mais aten¢do nos ultimos
anos, assemelhando-se muito ao perfil dos 6leos vegetais convencionais comumente
usados em aplicagdes industriais (Xue et al., 2018).

Em um estudo realizado por Llamas et al. (2020) que avaliaram cinco leveduras
oleaginosas diferentes quanto a sua capacidade de se desenvolver e produzir lipidios
usando acidos graxos volateis gerados a partir da fermentacdo anaerébica de
biomassa de microalgas como sua Unica fonte de carbono e energia, observou-se que
0s acidos oleico, palmitico e linoleico constituiam os &cidos graxos predominantes.
Esses trés acidos representaram coletivamente mais de 70% do total de lipidios
encontrados na composicdo da levedura, refletindo o perfil de &cidos graxos
comumente encontrado em 6leos vegetais comuns.

Sob condi¢cbes especificas de cultivo, certas cepas de levedura podem
acumular varios tipos de lipidios, inclusive lipidios neutros. Quando submetida as
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condicbes adequadas, a R. glutinis R4 demonstrou a capacidade de gerar lipidios
semelhantes a 6leos vegetais, apresentando notavel teor de 61% de acido oleico, o
que destaca seu potencial para a sintese de biodiesel (Maza et al. 2020).

Esse estudo destaca como as diversas condigdes de cultivo podem afetar
significativamente o tipo e o teor de lipidios produzidos, conforme ilustrado na Figura
19, salientando que, a producdo dos lipideos pode ser direcionada baseada na
necessidade do consumidor. Observou-se que a cepa de levedura R. glutinis
sintetizou predominantemente acido oleico (mais de 70%), seguido por palmitico (mais
de 7%) e linoleico (mais de 4%).

Figura 19. Perfil lipidico do extrato rico com carotenoides obtidos a partir da biomassa
de R. glutinis CCT-2186 quando cultivada (a) com Tween 80 e (b) sem Tween 80.
A) 1.46%  022% 0.94% B) 1 0006 0.52%

4.73% 6.98%
N 8.24% &84

2.07% m Miristico (C14:0)

= Palmitico (C16:0)
= Palmitoleico (C16:1)
m Esteérico (C18:0)
= QOleico (C18:1)
Linoléico (C18:2)
= Nonadecanoato de metila (C19:0)
m Linolénico (C18:3)
® Araquiddnico (C20:0)

Né&o identificado

Atualmente, o acido oleico, presente no azeite de oliva e nos 6leos vegetais,
tem ganhado destaque, uma vez que esse acido graxo monoinsaturado é comumente
consumido nas dietas (Tutunchi et al., 2020). Estudos recentes mostram que as dietas
enriquecidas com &cido oleico podem contribuir para a prevencdo da obesidade
(Tutunchi et al., 2020). Além disso, a ingestdo desse acido contribui para a reducéo
da inflamacéo intestinal e do crescimento tumoral (Salimonti et al., 2020).

Ademais, de acordo com Salimonti et al. (2020), os 6leos com alto teor de acido
oleico e baixos niveis de &cidos linoleico sdo considerados benéficos para a saude
(Salimonti et al., 2020). Portanto, a composicao de acidos graxos do 6leo obtido no
presente trabalho é bastante interessante para melhorar a satde.
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5.7. Producao de carotenoides em biorreator tipo tanque
agitado de bancada

A pesquisa sobre as varias condicdbes de producdo de carotenoides
microbianos em biorreatores tem elucidado os principais parametros que influenciam
0s processos, dependendo do tipo de microrganismo, do meio de cultivo e da
configuracéo do biorreator. Com o objetivo de melhorar a produtividade do processo,
a producéo de carotenoides naturais por R. glutinis, foi investigada mudando a escala
de agitador rotativo para biorreator tipo tanque agitado de bancada (4 L) e foi avaliada
a relacdo da agitacdo e aeragéo no bioprocesso.

Como observado na secdo 5.2, o pH é um fator importante para a producao
dos carotenoides pois o pH ideal pode influenciar na catalise de diferentes enzimas e
no crescimento celular (Jiang et al., 2023) pela levedura supracitada nesse estudo.
Diante disso, inicialmente foram fixados os parametros: agitacdo, aeragcao e
temperatura em 300 rpm, 1vvm e 30°C, respectivamente, com a finalidade de avaliar
cultivos em pH fixo em 5,0 e sem controle de pH. Como é possivel observar na Figura
20 na condicdo com o controle do pH (Figura 20.B), houve menor producédo de
carotenoides e o pico de producao de carotenoides ocorreu apés 48 h de bioprocesso,
seguido de uma queda e um novo pico apos 120 h, porém, mesmo no maior pico,
observa-se menor producéo de torularodina quando comparado com a condicdo sem
controle de pH (Figura 20.A). O ajuste do pH em 5 durante todo o processo pode afetar
vérias etapas da via metabdlica envolvida na sintese de carotenoides, incluindo a
disponibilidade de precursores, atividade enzimatica e estabilidade dos carotenoides,
justificando a menor producdo de carotenoides nessa condicdo (Figura 20.B).
Acredita-se também que o ajuste continuo do pH para 5 dificulta majoritariamente a

sintese de carotenoides devido a alteracédo da via do mevalonato.
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Figura 20. Cultivo de R. glutinis. A) sem controle; e B) e com controle de pH. Cultivo
realizado durante 144 horas de cultivo em biorreator tanque agitado a 30°C/1 vvm/300

rpm. As linhas pontilhadas destacam a tendéncia da curva.
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ApGs observar que o controle de pH durante todo o bioprocesso inibe a
producado de carotenoides foi estudado o efeito conjunto das agitacdes e aeracdo no
bioprocesso em questdo. A Figura 21 apresenta a demonstracdo do impacto da taxa

de aeracéao e da velocidade de agitacdo na producédo de biomassa e carotenoides.
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Figura 21. Cultivo de R. glutinis em biorreator tipo tanque agitado com diferentes taxas
de agitacao e aeracéao realizado durante 144 h. A e B) 300 rpm e 1vvm, C e D) 500
rom e 1vvm, E e F) 700 rpm e 1vvm. As linhas pontilhadas destacam a tendéncia da

curva.
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Na Figura 21, é possivel observar que ao longo de 144 h, o aumento da taxa
de agitacdo de 300 para 700 rpm reduziu a producdo de carotenoides e biomassa. A
concentracdo maxima de biomassa atingiu cerca de 6 g/L, em 72 h para 300 rpm e
em 48 h para 500 rpm, conforme indicado nas Figuras 21 (B e D). Além disso, observa-
se uma relacdo inversamente proporcional entre 0 aumento da agitacdo e 0 oxigénio
dissolvido, o que influencia diretamente na producdo de carotenoides, como
evidenciado nas Figuras 21 (B, D e F). A combinacgao de 300 rpm e 1 vvm se destacou
em relacdo as demais configuragdes na producéo de carotenoides. Esses resultados
corroboram com as descobertas de Mussagy et al. (2021), que demonstraram
melhorias significativas na produgcao de [-caroteno, torularodina e toruleno ao
aumentar a taxa de agitacéo de 150 rpm para 350 rpm e introduzir uma segunda fonte
de aeracao com 1 vvm de ar no processo de cultivo de R. glutinis. Os niveis desses
carotenoides aumentaram de forma notavel, passando de 220,93 para 297,84 pug/mL
para [3-caroteno, de 252,01 para 286,06 ug/mL para torularodina e de 28,20 para 37,35
pg/mL para toruleno.

A eficiéncia na transferéncia de oxigénio é impulsionada pela agitacao,
desempenhando um papel central nesse processo. Uma abordagem particularmente
eficaz é a utilizacdo de impulsores de fluxo radial, como as turbinas Rushton, que
otimizam a circulacéo do fluido no biorreator ao modificar seu padrao de fluxo. Essa
modificacdo facilita a dispersédo das bolhas de ar, resultando em uma mistura mais
homogénea e aumentando a eficiéncia geral do sistema (Ribeiro et al., 2023). Vale
ressaltar a producéo de carotenoides por certos microrganismos como a R. toruloides
aerdbica é influenciada ndo apenas pela velocidade de agitacdo, mas também pelo
nivel de oxigénio dissolvido (Ribeiro et al., 2023). Assim, o0 estudo da relacdo aeracao
e agitacao torna-se fundamental a fim de incrementar a producdo de carotenoides.
Em relacdo ao comportamento do pO2, uma tendéncia semelhante foi observada
guando o valor de vvm foi aumentado, ou seja, quando a rotacao passou de 300 para
700 rpm, houve diminuicdo no percentual de oxigénio dissolvido, conforme
demonstrado na Figura 22. Aléem disso, a relacdo sinérgica entre agitacao e aeracao
neste estudo evidenciou que niveis mais baixos de agitacdo e aeracdo foram
fundamentais para o aumento dos carotenoides, como pode ser observado ao

comparar as Figuras 21 e 22.
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Figura 22. Cultivo de R. glutinis em biorreator tipo tanque agitado com diferentes taxas
de agitacdo e aeracgéao realizado durante 144 h. Ae B) 300 rpm e 1,5 vwvm, C e D) 500
rome 1,5vvm, E e F) 700 rpm e 1,5 vvm. As linhas pontilhadas destacam a tendéncia

da curva.
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Para todos os ensaios realizados, ficou evidente que a queda do pO: teve
influéncia significativa na producdo de biomassa. Além disso, observou-se que em
todos os cultivos em biorreator, o pH final foi inferior ao pH inicial, o que corrobora
com a hipotese de formacdo de &cidos organicos durante o cultivo citada
anteriormente. Um ponto notavel foi observado no cultivo com condi¢cdes de 700 rpm
e 1,5 vwm (Figura 22F), o qual se diferenciou dos demais em relacdo ao consumo de
acucar. Este cultivo especifico também produziu mais biomassa do que os demais,
evidenciando que o consumo da fonte de carbono tem papel crucial na producédo de
biomassa.

Para correlacionar o coeficiente volumétrico de transferéncia de oxigénio (kLa)
com o crescimento do microrganismo e a producdo de carotenoides, o k.a foi
calculado para o meio de cultivo denominado kia referéncia, que consiste em agua
destilada sem a presenca do microrganismo, sob diversas condicfes de oxigenacao
e frequéncia de rotacdo. Assim, para obter dados quantitativos sobre a capacidade de
transferéncia de oxigénio dentro do vaso de fermentagcédo para o impelidor (turbina
Rushton) no inicio do cultivo, o kLa fornece informacdes importantes.

O aumento da oxigenacdo resultou em um aumento do kira conforme
demostrado na Tabela 9. Esse comportamento indica que a maior disponibilidade de
oxigénio no meio promove uma transferéncia mais eficiente desse gas, refletindo-se

nos valores elevados de kLa.

Tabela 9. Coeficiente de transferéncia volumétrica de oxigénio (kLa)

CondieRl  kas)  EPUS)  (gnllaTrn gmbyarot
300 rpm/1,0 vwm 0,0082 0,0001 3,201 2,658
300 rpm/1,5 vwm 0,0103 0,0001 1,484 1,202
500 rpm/1,0 vwm 0,0142 0,0004 2,118 1,748
500 rpm/1,5 vvm 0,0164 0,0003 1,963 1,548

*Erro propagado

Quando comparado os valores de kLa com os graficos das Figuras 21 e 22 e a
Tabela 9 é possivel observar que o0 aumento da transferéncia do gas prejudicou a
producao de torularodina por R. glutinis. Esta condigdo 6tima encontrada no presente
estudp se aproxima da observada por Mussagy et al., (2021), a qual obtiveram um
aumento significativo na produgéo de B-caroteno (de 220,93 para 297,84 ug/mL),
torularodina (de 252,01 para 286,06 ug/mL) e toruleno (de 28,20 para 37,35 pg/mL)
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guando elevou a taxa de agitacao (de 150 rpm para 350 rpm) e adicionar uma fonte
de aeracédo (1 vvm de ar) no cultivo de R. glutinis.

Diante do exposto na Tabela 9, o uso de turbinas tipo Rushton séo ideias para
a producao de carotenoides em biorreator de bancada, pois quando comparada com
outras turminhas como por exemplo a orelha de elefanta, a transferéncia de massa é
menor, pois como observado por Buffo et al., (2016) a configuracdo dos impelidores
do tipo orelha de elefante demonstrou uma maior eficiéncia na transferéncia de massa,
aproximadamente 68%, em comparacédo com as turbinas Rushton. Alem disso, esse
tipo de turbina por ser um impulsor de fluxo radial facilita a dispersédo das bolhas de ar

e melhora a eficiéncia da mistura (Ribeiro et al., 2023)

5.8. Isolamento dos carotenoides produzidos por R. glutinis

A partir do HPLC preparativo foi possivel separar os trés carotenoides (Figura
23) presentes no extrato obtido da biomassa da R. glutinis. Os estudos de RMN
(Anexo 3) e a comparacdo com a predi¢cdo das moléculas indicaram que a pureza da
fracdo de torularodina era de 83,15%, a do B-caroteno de 81,88% e a do toruleno de
80,63%. Alem disso, 0 extrato era comporto por 57,39% de torularodina, 18,16% de

toruleno e 24,45% de [3-caroteno.

Figura 23. A) Torularodina, B) toruleno e C) B-caroteno obtidos do extrato rico em
carotenoides da biomassa da levedura R. glutinis.

5.9. Aplicacéo de carotenoides como corantes para gelatina

Para verificar o potencial de aplicacdo do extrato de carotenoides como
corantes alimenticios, avaliamos seu uso em gelatinas comestiveis. Considerando a
preparacdo usual de gelatinas, avaliamos a manutencdo da absorbéncia dos

carotenoides na gelatina ap6s 5 e 15 min em altas temperaturas (50 a 100 °C) e ap6s
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a preservacao a 4 °C (temperatura de geladeira) por até 24 dias. Os resultados séo

apresentados na Figura 24.

Figura 24. Aplicacédo de carotenoides como corantes em gelatina comestivel. A) Foto
da suspenséo aquosa do extrato de carotenoides (6 mg/mL). Espectro de absor¢éo
da suspensao aquosa de extrato de carotenoides (3 mg/mL, controle) e carotenoides
em gelatina (3 mg/mL de carotenoides e 24 mg/mL de gelatina) apds diferentes
tratamentos térmicos e B) 0 dias, C) 1 dia, D) 4 dias, E) 10 dias e F) 24 dias a 4 °C.
Os resultados sdo a média de uma triplicata apés a remocédo do branco (agua ou
gelatina). G) Fotos de carotenoides em gelatina (3 mg/mL de carotenoides e 24 mg/mL
de gelatina) apos diferentes tratamentos térmicos e 10 dias a 4 °C. A cor da borda das
fotos indica a amostra de acordo com a legenda da figura.
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Apesar da baixa solubilidade geral dos carotenoides em agua, 6 mg/mL do
extrato em H20 resultaram em uma mistura visualmente homogénea de cor laranja
intensa, como visto na Figura 24.A. Quanto aos tratamentos térmicos dos
carotenoides em gelatina, a Figura 24.B mostra que eles ndao suprimiram nem
alteraram o perfil da absorbancia das biomoléculas quando comparados ao controle
em agua a 25 °C. Por outro lado, 15 min a 60 °C e 5 e 15 min a 80 e 100 °C
(temperaturas mais altas) aumentaram ligeiramente a absorbancia. Esse fendmeno
provavelmente se deve ao fato de as temperaturas mais altas aumentarem a
solubilidade da suspensao do carotenoide na agua e na gelatina, aumentando sua
absorbéancia. Além disso, os carotenoides nao foram degradados apds 10 dias na
gelatina como pode ser observado a partir da manutengdo da absorbancia no dia 0
(1,7 UAssonm € 2,0 UAsoonm) € no dia 10 (1,7 UAssonm € 1,9 UAsoonm)., conforme
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apresentado nas Figuras 24.B, 24.C, 24.D e 24.E. No entanto, houve ligeira
diminuicdo na absorbéancia apos 24 dias (picos com absorbancia entre 1,3 UA4sonm €
1,6 UAsoonm, cerca de 20% de diminuicdo em relacéo a 0 dias) na Figura 24.F. Além
disso, a Figura 24.G mostra que a gelatina tinha uma cor laranja homogénea e intensa
para todos os tratamentos, mesmo apdés 10 dias a 4 °C. Considerando a
recomendacdo usual de armazenar a gelatina por 7 a 10 dias na geladeira, esse
resultado confirma a viabilidade de aplicar o extrato de carotenoides como corante

alimentar para gelatinas comestiveis.

5.10. Aplicacdo de carotenoides como colorantes para sabonete
liguido

Para evidenciar as propriedades antioxidantes e sua capacidade de agregar cor

em substancias do extrato rico em carotenoides derivado da R. glutinis, este extrato

foi introduzido como um aditivo na fabricacdo de sabonete liquido com base

transparente. Vale salientar que o sabonete de carotenoides foi formulado com a

incluséo direta do extrato final de carotenoides como aditivo, sem passar por nenhum

procedimento adicional de refinamento ou purificacédo (Figura 25).

Figura 25. Formulacdo dos sabonetes liquidos: Sabonete de controle (sem adi¢céo de
extratos de carotenoides) e sabonetes de carotenoides (com adicdo do extrato de
carotenoides).
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Uma analise comparativa entre duas formulacbes de sabonete revelou que

aguele contendo carotenoides apresenta uma atividade antioxidante superior,
aproximadamente 1,3 vezes maior que o sabonete de referéncia. A inclusdo de

extratos de carotenoides na composi¢cao do sabonete aumentou de 5,5% na atividade
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antioxidante. A capacidade de doacdo de hidrogénio dos carotenoides, como a
torularodina foi evidenciada pelas suas atividades na eliminacdo de DPPH. E
importante ressaltar que a concentracdo do extrato rico em carotenoides esta
diretamente relacionada a sua capacidade antioxidante; assim, concentracdes mais
baixas resultam em menor atividade antioxidante quando aplicadas, conforme
constatado neste estudo.

Ribeiro et al. (2023) observaram que o extrato produzido pelo microrganismo
Rhodotorula toruloides pode ser incorporado com sucesso na formulagao de sabonete
em barra, resultando em um incremento na atividade antioxidante, corroborando os
achados do presente estudo. Portanto, a inclusédo de extratos de carotenoides como
aditivos em produtos cosméticos, incluindo sabonetes, mostra-se uma estratégia
promissora para reforgar a protecdo dos consumidores contra os danos causados
pelos radicais livres na pele.

Quando comparado o pH, densidade, viscosidade aparente e volume de
espuma, nao houve diferenca, como representado na Figura 26. Indicando que o

corante apenas incrementou a cor.

Figura 26. Extrato rico em carotenoides obtidos por cultivo submerso de R. glutinis
empregado como aditivo em base de sabote liquido transparente.

25 . > >

= = )
o a1 o
T T T

pH; Densidade (kg/m3); Viscosidade
aparente (kg/(m-s)); Espumas (mL)
(631

0 [ |
Com Sem Com Sem Com Sem Sem Com
extrato extrato extrato extrato extrato extrato extrato extrato
pH Densidade (kg/m3) | Viscosidade aparente [Atividade antioxidante
(kg/(m:-s))

Com o passar do tempo foi observada uma degradagao na cor do sabonete
liguido, contudo, notou-se que a coloracdo do produto armazenado em frasco

transparente permaneceu mais intensa do que aquele guardado em frasco ambar.
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Essa disparidade pode ser atribuida ao fato de que o extrato utilizado na formulacéo
do sabonete continha mais de um carotenoide. A exposicdo a luz pode ter
desempenhado um papel crucial nesse fenémeno, influenciando na conversao de um
carotenoide em outro através da quebra de ligacbes quimicas. Essa transformacéo
pode ter impactado diretamente na durabilidade e na intensidade da cor. As
coordenadas de cor do sistema CIE L*C*h estdo apresentadas na Tabela 10,
enquanto a degradacdo visual da cor foi analisada utilizando o site Nix Sensor,
conforme mostrado na Tabela 11. Vale ressaltar que as cores estdo dispostas de
forma préxima com o intuito de facilitar a visualizacdo da degradacdo ao longo do
tempo.

Tabela 10. Mudanca quantitativa de cor para o sabonete liquido aditivado com o
colorante produzidos por R. glutinis.

Armazenamento
Tempo .
(h) FrascosATransparente Frasco§ tipo ambar
Croma (C*) Angulo de matriz (H°) Croma (C*) Angulo de matriz (H°)
0 19,48 50,16 19,48 50,16
120 19,09 53,03 18,19 54,04
336 17,00 55,67 16,91 57,48
720 14,16 64,88 12,83 67,55
2160 11,18 69,68 11,61 70,16

Tabela 11. Mudanca qualitativa de cor para o sabonete liquido aditivado com o
colorante produzidos por R. glutinis. Imagens obtidas mediante o software NIX color

sensor.
Tempo Armazenamento
(h) Frascos Transparente Frascos tipo ambar
0
120
366
720

2160
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6. CONCLUSAO

Neste estudo, foi explorado o impacto de varios fatores de estresse, como
componentes nutricionais, exposic¢ao a luz e velocidade de agitacdo sobre o cultivo da
levedura R. glutinis CCT-2186 em agitador rotativo. O extrato de malte aumenta
significativamente a producdo de carotenoides, em especial a torularodina.
Consequentemente, foi possivel substituir a asparagina no meio de cultura. Além
disso, a adicdo de Tween 80 associado a extensdo do tempo de cultivo para 96 h
aumentaram 377,68% na producao de torularodina em agitador orbital.

O estudo destaca o impacto significativo das condi¢des de cultivo no aumento
da producédo de carotenoides e demonstra a eficacia das técnicas de redes neurais
artificiais na previséo da producédo. Especificamente, a previsdo da rede neural para a
producao de torularodina se aproximou dos valores experimentais, demonstrando sua
funcionalidade. Comparando a MP e a RNA, os resultados foram proximos, mostrando
que ambas as técnicas foram usadas para otimizar a composi¢cao do meio de cultura.

Em relacdo ao emprego do biorreator, os resultados da agitacdo a 300 rpm e
da aeracdo a 1 vvm demonstraram um impacto significativo na producdo de
carotenoides, especialmente a torularodina. Esses parametros de estresse se
mostraram cruciais para otimizar a sintese desses compostos desejados. Além disso,
a composicdo dos lipidios produtivos no meio de cultura pode ser alterada com
variacfes de nutrientes. Por fim, foi demonstrada a viabilidade de utilizar o extrato de
carotenoide como colorante alimentar em gelatina comestivel, como aditivo para
cosméticos em sabonete liquido.

Diante do exposto, conclui-se que a producdo de torularodina pode ser
significativamente incrementada em comparacdo a producdo de toruleno e de -
caroteno. Os resultados obtidos ao longo do trabalho demonstram que, mediante a
otimizacbes especificas nos processos e condi¢des de cultivo, é possivel aumentar a
eficiéncia de producéo da levedura e consequentemente a quantidade de torularodina
produzida. Portanto, o potencial de incremento na produgdo de torularodina é uma

realidade, apresentando-se como uma alternativa viavel e promissora.
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ANEXOS

Al. Analise centesimal do extrato de levedura e do extrato de malte.

Amostras %Carbono  %Hidrogénio  %Nitrogénio
Extrato de levedura R1 38,66 6,39 10,60
Extrato de levedura R2 35,58 6,34 10,52

Extrato de malte R1 40,82 6,57 1,52

Extrato de malte R1 40,88 6,56 1,26
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A2. Composicao do sabonete liquido

COMPOSICAO: Sodium Laureth Sulfate, Cocamidopropy! Betaine, Cocamide DEA,

Citric Acid, Methylparaben, Propylparaben, Sodium Chloride, Aqua, propylene Glycol,
Peg 150 distearate.
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A3. A. Os espectros de RMN de 3C para B-caroteno
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A3. B. Os espectros de RMN de 3C para toruleno
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A3. C. Os espectros de RMN de 3C para torularodina
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