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que preocupar-se e ver a vida passar;

¢ melhor tentar, ainda que em vdo,

que sentar-se fazendo nada até o final.
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que em dias tristes em casa me esconder.
Prefiro ser feliz, embora louco,

que em conformidade viver ...”
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Resumo Geral

Os carotendides sao corantes naturais, alguns dos quais sdo precursores
de vitamina A. Desde a década passada, tem sido atribuido a estes compostos
um importante papel na diminuicdo do risco de varias doencas degenerativas.
Com estas fungoOes vitais, a procura por fontes intensificou-se mundialmente. A
producdo biotecnoldgica de carotendides especificos, utilizando bactérias,
fungos e leveduras, vem despertando crescente interesse. O presente trabalho
teve como objetivos otimizar a extracdo dos carotendides de Rhodotorula
glutinis, estimular a producdao de carotendides pela adicdo de Aacido
mevaldnico, substituir o meio de cultivo por substrato de baixo custo e avaliar
a estabilidade e degradacgao de toruleno.

O capitulo 1 apresenta uma revisao bibliografica sobre a biossintese de
carotendides e a producdo biotecnolégica desses pigmentos nos ultimos dez
anos, destacando a producdo por bactérias, algas e fungos.

O segundo capitulo visa otimizar a extracdao dos carotendides da
levedura Rhodotorula glutinis e avaliar o efeito de diferentes concentragdes de
acido mevalbnico na producdo de carotendides. Por ser um precursor chave no
caminho biossintético dos carotendides em leveduras, este composto
influenciou de modo significativo a producao dos pigmentos. Apesar da
quantidade de biomassa nao ter sido afetada, a producdo de carotendides
totais aumentou em até 114% e o rendimento de toruleno e de B-caroteno
aumentou 157% e 168%, respectivamente.

O Capitulo 3 tem o intuito de baixar o custo de producdo de

carotendides pela levedura em estudo, através da substituicdo do meio de
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cultura usual YM por um residuo da industria da mandioca, a manipueira,
substrato rico em nutrientes. Para otimizar a produgao dos pigmentos,
realizou-se um planejamento fatorial completo de quatro variaveis, a saber pH,
temperatura, agitacao e volume de indculo. A condicdo que melhor favoreceu o
rendimento de carotendides foi 26°C, 250 rpm de agitacao, pH 7,0 e 10% de
volume de indculo. Nessa condicdao, a produgao de carotendides totais foi de
2068 ug/L de meio de cultura. O tradicional meio YM proporcionou a produgao
de apenas 899 ug/L de meio de cultura de carotendides totais.

O quarto capitulo tem por objetivo avaliar a estabilidade do carotendide
toruleno produzido por Rhodotorula, em comparacdo com os carotendides bem
conhecidos licopeno e [(-caroteno. Para isso, foram montados sistemas
modelos de baixa umidade, utilizando como matriz celulose microcristalina,
que ficaram expostos durante 15 dias a luz ou ao abrigo da mesma. O
carotendide que mais sofreu degradacao foi o licopeno, seguido de B-caroteno
e toruleno.

O Capitulo 5 visa investigar a degradacao oxidativa do toruleno e os
compostos volateis produzidos durante esse processo. Para atingir esse
objetivo, foram montados sistemas modelo de baixa umidade, com matriz de
celulose microcristalina, em frascos de vidro, com injecao de fluxo de oxigénio.
Houve a formacao de diversos compostos de degradagao, dos quais os que
mais se destacaram, quantitativamente, foram metacroleina, prenal, 2,6-
dimetil-hepta-2,4-dieno, 6-metil-hept-5-en-2-ona, 2-etil-hexanol, 2-etenil-

1,3,3-trimetil-ciclohexeno e 3,3-dimetil-acetaldeido-ciclohexilideno.
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General Abstract

Carotenoids are natural colorants, some of which are precursors of
vitamin A. Since the past decade, an important role in reducing the risk of
various degenerative diseases was attributed to these compounds. With these
vital functions, the search for sources has intensified worldwide. The
biotechnological production of specific carotenoids, using bacteria, fungi and
yeasts, have attracted increasing interest. This study had the objective of
optimizing the extraction of carotenoids from Rhodotorula glutinis, stimulating
the production of carotenoids with mevalonic acid, substituting the medium
with low-cost substrate and evaluating the stability and degradation of
torulene.

Chapter 1 presents a review of the biosynthesis of carotenoids and
biotechnological production of these pigments in the last ten years,
highlighting the production by bacteria, algae and fungi.

The second chapter aims to optimize the extraction of carotenoids from
the yeast Rhodotorula glutinis and assessing the effect of different
concentrations of mevalonic acid on the production of carotenoids. Being a key
precursor in the biosynthetic pathway of carotenoids in yeasts, it significantly
influenced the production of pigments. Although the amount of biomass was
not affected, the production of total carotenoid increased by 114% and the
yield of torulene and B-carotene increased by 157% and 168%, respectively.

Chapter 3 is intended to lower the cost of production of carotenoids by
the yeast under investigation, by replacing the usual culture medium YM with a

sub-product of the cassava industry, the nutrient-rich substrate manipueira. To
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optimize the production of pigments, a full factorial design was used with four
variables: pH, temperature, agitation and inoculum volume. The condition that
favored yield of carotenoids was: 26°C, 250 rpm agitation, pH 7.0 and 10%
volume of inoculum. In this condition, the production of carotenoids was 2068
ug/L of culture medium. The traditional YM provided the production of only 899
ug/L of culture medium of carotenoids.

The fourth chapter aims to evaluate the stability of torulene produced by
Rhodotorula, compared with well-known carotenoids, lycopene and B-carotene.
For this purpose, model systems of low moisture were mounted, using
microcrystalline cellulose as the matrix, which were kept in the dark or
exposed to light for 15 days. The carotenoid that suffered the most
degradation was lycopene, followed by B-carotene and torulene.

Chapter 5 investigates the oxidative degradation of torulene and the
volatile compounds produced during this process. To achieve this goal, model
systems of low moisture were mounted, with microcrystalline cellulose matrix,
in glass bottle, with injection of oxygen flow. Several degradation compounds
were formed, of which the following compounds stood out quantitatively:
methacrolein, prenal, 2,6-dimethyl-hepta-2,4-diene, 6-methyl-hept-5-en-2-
one, 2-ethylhexanol, 2-ethenyl-1,3,3-trimethyl-cyclohexene and 3,3-dimethyl-

ciclohexilideno acetaldehyde.
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Introdugdo Geral

Em anos recentes, a populacdo mundial adquiriu a visdao de que
alimentos ndo sdo apenas para nutrir, mas oferecem também compostos ou
elementos biologicamente ativos, que proporcionam beneficios adicionais a
saude. Nasceu assim o conceito de alimentos funcionais. Entre os compostos
funcionais estao os carotenodides.

Carotendides sao pigmentos amplamente distribuidos na natureza,
responsaveis pela coloracdo de muitos vegetais e alguns animais. Sao
produzidos também por algas, fungos e bactérias. S3o, na sua maioria,
tetraterpendides de quarenta carbonos, construidos a partir de unidades
isoprendides de cinco carbonos unidas por ligacbes tipo “cabeca-cauda”, com
excecao da posicao central, onde a ligacao é do tipo “cauda-cauda”.

A importancia destes compostos extrapola seu papel como pigmentos
naturais. Eles apresentam funcdes ou acOes bioldgicas importantes como
atividade pro-vitaminica A, fortalecimento do sistema imunoldgico e
decréscimo do risco de doencas degenerativas como o cancer, doencas
cardiovasculares, catarata e degeneracao macular. A protecdao contra tais
doencas, oferecida pelos carotendides, é associada principalmente a sua
atividade antioxidante.

Com a inerente capacidade que diferentes microrganismos tém de
sintetizar estes compostos, a biossintese comercial desses pigmentos por
organismos apropriados € uma maneira de produzir carotendides que ndo sao
facilmente sintetizados quimicamente ou que apresentam alto custo de

producdo. As vantagens sdo as seguintes: 1) os microrganismos tém a
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capacidade de utilizar substratos de baixo custo para sua produgdo; 2) os
carotenodides produzidos sdo considerados substéncias naturais; 3) a producao
ocorre em pequeno espaco e ndo esta sujeita as condicdes ambientais, como o
clima; 4) existe a possibilidade de controlar as condigoes de cultivo para
garantir a producao de carotendides de maior importancia.

Por outro lado, carotendides sdao passiveis de degradacdo, podendo
ocorrer perdas consideraveis por influéncia de fatores como temperatura, luz,
presenca de oxigénio, atividade de agua, entre outros, sendo de extrema
importancia o estudo da estabilidade dessas substancias tdo importantes para

a saude humana.
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Capitulo 1

Produgdo microbioldgica de carotendides:

Foco nos ultimos 10 anos






RESUMO

Carotendides sdo corantes naturais que podem ser biossintetizados por
plantas, algas, bactérias, fungos e leveduras, que desempenham funcdes
bioldgicas importantes. Embora o caminho biossintético ja tenha sido
estabelecido ha muito tempo, os mecanismos de regulagdo ainda ndo estdo
totalmente elucidados, portanto, varios trabalhos procuram esclarecé-los.
Devido a crescente demanda do mercado por estes compostos, sua producao
biotecnoldgica vem sendo investigada com maior intensidade. Alguns
microrganismos, como Phaffia rhodozyma, Dunaliella salina, Haematococcus
pluvialis e Rhodotorula sp., vém ganhando destaque pela capacidade de
produzir carotendides em quantidades consideraveis. Devido ao fato de haver
a possibilidade de aumentar ou direcionar a producao desses pigmentos por
microrganismos, muitos estudos vém sendo realizados a fim de selecionar
linhagens melhoradas, manipular geneticamente as espécies, otimizar as
condigOes de cultivo e testar a produgdao em substratos de baixo custo, com os
objetivos de minimizar os custos, aumentar a producao e obter os pigmentos
de interesse.

Palavras-chave: Carotendides, biossintese, biotecnologia, producao
microbiana.



ABSTRACT

Carotenoids are natural colorants that can be biosynthesized by plants,
algae, bacteria, molds and yeasts, which play important biological functions.
Although the biosynthetic pathway had been establiched for a long time, the
mechanisms involved in its regulation is not totally elucidated, so many studies
are directed to understanding this aspect. Due to increasing market demand
for these compounds, their biotechnological production has been increasingly
investigated. Some microorganisms, such as Phaffia rhodozyma, Dunaliella
salina, Haematococcus pluvialis and Rhodotorula sp., have been gaining
attention because of their ability to produce carotenoids in considerable
quantities. Due to the fact that there is the possibility of increasing or directing
carotenoid production by microorganisms, many studies have been conducted
to select improved strains, manipulate species genetically, optimize cultivation
conditions, test production in low-cost substrates, aiming to minimize costs,

increase production and obtain pigments of interest.

Key words: Carotenoids, biosynthesis, biotechnology, microbial production.



INTRODUCAO

Em anos recentes, a populacdo mundial adquiriu a visdao de que
alimentos ndao servem apenas para nutrir, mas oferecem também compostos
ou elementos biologicamente ativos, que proporcionam beneficios adicionais a
salde. Nasceu assim o conceito de alimentos funcionais. Entre os compostos
funcionais estdo os carotendides.

Carotendides sdao pigmentos amplamente distribuidos na natureza,
responsaveis pela coloracdo de muitos vegetais, alguns animais, algas, fungos
e bactérias. S3o, na sua maioria, tetraterpendides de quarenta carbonos,
construidos a partir de unidades isoprendides de cinco carbonos unidas por
ligagoes tipo “cabeca-cauda”, com excecdo da posicdo central, onde a ligagao é
do tipo “cauda-cauda”.

Esta estrutura basica pode ser modificada através de hidrogenacao,
dehidrogenacgao, ciclizagao, migracao da dupla ligagao, encurtamento ou
extensao da cadeia, rearranjo, isomerizagao, introdugdao de substituintes ou
combinacles destes processos, dando origem aos mais de 600 carotendides
naturais ja isolados e caracterizados (Britton et. al., 2004).

Além da capacidade corante, os carotendides possuem também
atividades bioldgicas. Uma das funcdes destes pigmentos, conhecida de longa
data, é a atividade pré-vitaminica A. Dentre os carotendides ja estudados e
caracterizados existentes na natureza, ha aproximadamente 50 que podem
atuar como precursores de vitamina A (Simpson, 1983). Os pré-vitaminicos A
sdao aqueles que possuem pelo menos um anel B-ionona nao substituido, ligado

a uma cadeia poliénica conjugada de no minimo 11 carbonos.



Atualmente, outros efeitos benéficos a salude humana tém sido
atribuidos aos carotendides, pré-vitaminicos ou ndao, como fortalecimento do
sistema imunolégico e reducao do risco de doencas degenerativas como
cancer, degeneracao macular, catarata e doencas cardiovasculares (Moeller et.
al., 2000; Handelman, 2001; Gerth et. al., 2004; Koh et. al., 2004; Tapiero et.
al., 2004; Krinsky e Johnson, 2005; Voutilainen et. al., 2006; Renzi e Johnson,
2008; Nishino et. al., 2009). A protecao contra tais doengas, oferecida pelos
carotendides, é associada a sua atividade antioxidante, através de sua
capacidade de seqliestrar o oxigénio singleto e reagir com radicais livres;
modulacdo do metabolismo de carcindgenos; inibicdo da proliferacdo celular;
aumento da diferenciacdo celular através de retindides; estimulacdao da
comunicacdo intercelular; aumento da resposta imunolégica e fotoprotecao
(Burton, 1989; Krinsky, 1989, 1994; Olson, 1999; Handelman, 2001; Stahl et.
al., 2002; Krinsky e Johnson, 2005; Stahl e Sies, 2005).

Com a inerente capacidade que diferentes microrganismos tém de
sintetizar carotendides, a biossintese comercial desses pigmentos por
organismos apropriados é uma maneira de produzir aqueles que nao sao
facilmente sintetizados quimicamente ou que apresentam alto custo de
producao (Ausich, 1997). Além disso, plantas com alta producdo de
carotendides conseguem atingir aproximadamente 100 pug de pigmento/g de
matriz, como tucuma (99 ug de B-caroteno/g), umari (99 ug de B-caroteno/g),
capuchinha (136 ug de luteina/g), caruru (112 pg de B-caroteno/g e 119 ug de
luteina/g), mentruz (91 pg de B-caroteno/g e 111 ug de luteina/g) e taioba

(104 pg de luteina/g) (Rodriguez-Amaya et. al., 2008). Os microrganismos



podem produzir até cerca de 7,0 mg de pigmento/g de massa celular seca
(Kerr et. al., 2004).

Considerando que carotendides produzidos por microrganismos sao
naturais, a producao biotecnoldgica destes compostos torna-se bastante

atrativa, no ponto de vista industrial.

PRODUCAO BIOTECNOLOGICA DE CAROTENOIDES

O aumento de evidéncias cientificas de que os carotendides tém
potenciais beneficios a saude humana e animal leva a um aumento do
interesse comercial e da procura por fontes naturais. A demanda comercial
para estes compostos tem sido preenchida por extratos naturais e carotendides
sintéticos idénticos aos naturais.

Muitos microrganismos como bactérias (Bhosale & Bernstein, 2004;
Chen et. al., 2006), algas (Jeon et. al., 2006; Raja et. al., 2007), fungos
(Kuzina e Cerda-Olmedo, 2006; Nanou et. al.; 2007) e leveduras (Somashekar
e Joseph, 2000; An et. al., 2001; Bhosale e Gadre, 2001a, 2001b, 2001c;
Flores-Cotera et. al., 2001; Davoli e Weber, 2002; Frengova et. al., 2003;
Simova et. al., 2004; Buzzini et. al., 2005; Weber et. al., 2005; Hu et. al.,
2006; Libkind e van Brook, 2006; Liu e Wu, 2006; Sperstad et. al., 2006; Tinoi
et. al., 2006; Zheng et. al, 2006; Ni et. al., 2007) sao capazes de produzir
carotendides naturalmente. O reino microbiano oferece uma variedade de

carotendides, com a possibilidade de producdao em escala industrial (Tabela 1).



A Dbiossintese de carotendides por microrganismos vem sendo
investigada ao longo de muitos anos. A produgdo microbiana de carotendides
em escala comercial, porém, tem sido limitada. Nos ultimos anos, contudo,
houve um aumento marcante no interesse em produzir carotendides através
de microrganismos.

A producdo biotecnoldgica de carotendides para a aplicagcao industrial,
através de microrganismos, tem como principais vantagens:

« Os microrganismos tém a capacidade de utilizar substratos de baixo
custo para seu crescimento;

« Os carotenodides produzidos sao considerados naturais;

+ A produgdo ocorre em pequenos espagos € a exposicao as condigoes
ambientais como clima, estacdo do ano ou composicao do solo é
evitada;

+ Ha a possibilidade de controle das condicdes de cultivo para induzir a

sintese de um carotendide especifico.



Tabela 1. Carotendides em bactérias, algas, leveduras e fungos.

Espécies Principais carotendides

Cianobactérias

Anabaena variabilis Cantaxantina
Aphanizomenon flos-aqua Cantaxantina
Nostoc commune Cantaxantina

Nostochopsis |obatus -

Algas

Chlorela pyrenoidosa Luteina
Dictycoccus cinnabarinus Cantaxantina
Dunaliella salina [3-caroteno
Dunaliella tertiolecta -caroteno
Haematococcus pluvialis Astaxantina
Spongiococcum excetricum Luteina

Fungos e leveduras

Blakeslea trispora B-caroteno e licopeno

Dacrymyces deliquescens Luteina

Phaffia rhodozyma Astaxantina e [3-caroteno
Rhodosporidium sp Toruleno e B-caroteno

Rhodotorula glutinis Torularrodina, B-caroteno e toruleno
Rhodotorula graminis Toruleno

Rhodotorula mucilaginosa Torularrodina, B-caroteno e toruleno
Rhodotorula rubra [3-caroteno

Sporidiobolus salmonicol or -caroteno



Sooridiobolus sp Torularrodina, B-caroteno e toruleno

Sporobolomyces roseus Torularrodina, B-caroteno e toruleno
Sporobolomyces ruberrimus Torularrodina e B-caroteno
Xanthophyllomyces dendrorhous astaxantina

Bactérias

Mycobacterium brevicaie Cantaxantina

Mycobacterium lacticola Astaxantina

Rhodobacter sphaeroides -
Rhodococcus maris Cantaxantina

Streptomyces chrestomyceticus Xantofilas

Fonte: Valduga et. al. (2009)

Producao de carotenodides por bactérias

A carotenogénese em bactérias fotossintéticas é afetada principalmente
por oxigénio e luz. Alguns microrganismos, como Myxococcus, Streptomyces,
Mycobacterium, Agromyces e Sulfolobus formam carotendides somente quando
as células sao iluminadas (Takano et. al., 2005). Em geral, condicbes
anaerobicas favorecem a formacdao de derivados menos oxigenados e
cetocarotendides sao formados na presenca de oxigénio.

Em bactérias ndo-fotossintéticas a producdao de carotendides é afetada
especialmente pela composicao do meio de cultivo. Fontes de carbono e
nitrogénio (Silva, 2004; Naveena et. al., 2006), presenca de sais inorganicos
no meio de cultura (Asker e Ohta, 2002; Kerr et. al., 2004; Fang et. al., 2010;

Chen et. al., 2006), adicao de agentes quimicos (Bhosale e Bernstein, 2004) e
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de ions metdlicos (Giotta et. al., 2006) influenciam a producdao de
carotendides, aumentando ou diminuindo o rendimento dos pigmentos.

Um fator fisico que afeta bastante a producdao de carotendides em
microrganismos € a temperatura, que traz mudancas em muitas vias
biossintéticas, inclusive na biossintese de carotendides (Bhosale, 2004). Ela
exerce controle na concentracdo de enzimas envolvidas na carotenogénese,
controlando o nivel de carotendides nos microrganismos (Valduga et. al.,
2009). Dependendo da especificidade do microrganismo, diferencas na
temperatura podem provocar variagdes nas proporgdes dos pigmentos
individuais. Em algumas bactérias, o aumento da temperatura provoca
mudancas nas caracteristicas das células, levando a variagdes no tamanho
celular e nos niveis de pigmentos.

Flavobacterium sp. tem sido considerada uma das melhores fontes
microbianas de zeaxantina, uma vez que este pigmento constitui 95% do total
de carotendides produzidos por essa bactéria marinha. Em funcdao disso,
estudos para direcionar e/ou aumentar a producao deste pigmento tém sido
realizados. Masetto et. al. (2001) analisaram os parametros velocidade de
agitacdo, taxa de aeracdao e concentragdao de substrato na producdo de
zeaxantina. Sob as condicGes 6timas (600 rpm, 2 vwm e 4,6% de substrato
milhocina), obtiveram 11,4 mg/L de carotendides totais, sendo 9,8 mg/L de
zeaxantina. Bhosale et. al. (2004) avaliaram o efeito de intermediarios do ciclo
do Aacido tricarboxilico (TCA) e conseguiram aumentar a producdao de
zeaxantina em seis vezes (10,7 mg/L) com a adicdo de 6,02 mM de &cido
malico, 6,20 mM de acido isocitrico e 0,02 mM de a-cetoglutarato ao meio de

cultura. Bhosale e Bernstein (2004) aumentaram a producdo dos carotendides
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dessa bactéria em 77 vezes através da suplementagao do meio de cultivo com
sais inorganicos e uréia.

Haloferax alexandrinus é um dos microrganismos mais promissores na
producao comercial de cantaxantina. Essa bactéria tem a habilidade de crescer
em altas concentragdes de NaCl e sofre lise celular facilmente em solucdes com
baixa concentracdao idnica. Asker e Ohta (2002) estudaram a producdao de
cantaxantina por este microrganismo em meios de cultura contendo varias
concentracdes de cloreto de sddio (10 - 25%), obtendo maxima producao (6,3
mg/L de carotendides totais e 2,2 mg/L de cantaxantina) em meio contendo
25% de sal.

A bactéria Brevibacterium linens é bastante importante industrialmente,
uma vez que sua carotenogénese € a responsavel por manchas vermelhas
caracteristicas dos queijos Tilsit, Brick, Limburger, Epoissess, Livarot, Munster,
Reblochon, Herve e Taleggio. Devido a isso, a biossintese de carotendides e a
coloracao promovida por eles sao foco de investigagao (Guyomarc’h et. al.,
2000; Dufossé e Echanove, 2005). Além de B. linens, a bactéria lactica
Lactobacillus plantarum também tem importancia industrial, ja que esta
envolvida em muitas das fermentacdes em vegetais e é também produtora de
carotendides. Garrido-Fernadéz et. al. (2010) estudaram dezoito linhagens de
L. plantarum e notaram que a maioria delas produziu quantidades significativas
de 4,4'-diaponeusporeno, um carotendide amarelo de trinta carbonos, e a faixa
de producao foi de 1,8 a 54 mg/Kg de célula seca.

Mycobacterium aurum é uma bactéria nao-patogénica que acumula
isoneriateno e B-caroteno como principais carotendides. Keer et. al. (2004)

isolaram um mutante dessa bactéria que foi capaz de produzir licopeno como
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carotendide majoritario. A producdo foi significativamente aumentada de 1,2
para 7,4 mg/g com a utilizagao de 85 mM de NaCl no meio de cultura ou pelo
cultivo em pH inicial de 6,0 a 6,4. Outras bactérias também sdo capazes de
produzir carotendides, como Deinococcus (Tian e Hua, 2010); Rhodotermus
marinus (Lutnaes et. al., 2004); Paracoccus haeundaensis, que produz
principalmente astaxantina (Lee e Kim, 2006); Rhodobacter sphaeroids (Gu et.

al., 2008); e Escherichia coli (Rodriguéz-Villalon et. al., 2008).

Producdo de carotendides por algas

Por séculos tirou-se limitada vantagem das microalgas (Nostoc na Asia e
Spirulina na Africa e América do Norte), e apenas recentemente se tem visto o
aproveitamento do potencial biotecnolégico desses microrganismos. Eles sao
capazes de produzir uma vasta gama de produtos, incluindo aplicagdes
alimenticias, quimicas e terapéuticas (Olaizola, 2003).

A composicao de carotendides em algas é bastante influenciada pelas
condigcbes ambientais. Dunaliella sp. requer alta intensidade de luz para
produzir carotendides. Ha relatos de que a variacdo da intensidade de luz, na
presenca de estimuladores quimicos organicos e inorganicos, desempenham
um importante papel no aumento do rendimento de carotendides nessa alga.
Em Haematococcus pluvialis, Muriellopsis sp. e Spirulina platensis, a
carotenogénese é estimulada pelo aumento da intensidade luminosa. Na
maioria dos casos, a luz promove melhora quantitativa no conteiddo de
carotenodides, sem afetar a proporcao qualitativamente (Bhosale, 2004).

A temperatura é o principal elemento fisico que controla diretamente a

taxa de crescimento de Dunaliella sp. e Haematococcus pluvialis, durante o
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ciclo de divisao celular, e desempenha entdo importante papel na biossintese
de carotendides, podendo aumentar ou diminuir o rendimento desses
pigmentos (Bhosale, 2004)

Outros fatores, ndo-climaticos, também podem afetar a producdo de
carotendides por algas, como a salinidade e a disponibilidade de nutrientes no
meio de crescimento (Beihui e Kun, 2001; Dominguez-Bocanera et. al., 2004;
Fazeli et. al., 2006; Abe et. al., 2007; Raja et. al., 2007; Rao et. al., 2007).

A microalga verde unicelular de agua doce Haematococcus pluvialis é
uma das melhores fontes microbianas de astaxantina, que é acumulada na
transicdo entre as células vegetativas verdes e os aplandsporos vermelhos,
como resultado de condicoes de estresse. Como este carotendide tem
importancia tecnoldgica, com aplicagdes nas industrias farmacéutica,
nutracéutica e de alimentos, sua producdo tem sido investigada. Fabregas et.
al. (2001) estudaram parametros como luminosidade e sistema de cultivo na
producao de astaxantina por H. pluvialis e verificaram que, sob luminosidade
controlada (240 pumol féton/m32s), a producao do pigmento permaneceu em
torno de 5,8 mg/L por dia em cultura semi-continua apds 12 dias de
incubacdo, passando a 9,6 mg/L por dia apdés 15 dias de incubagao.
Dominguez-Bocanera et. al. (2004) avaliaram fatores ambientais como
aeracao e adicao de nutrientes ao meio de cultura. A producao maxima de
astaxantina foi 98 mg/g de biomassa em meio BAR sob iluminacdo continua
(345 pmol foton/m2s) e com adicdao de 1 g/L de acetato de sddio, sem
aeracgao.

Dunaliella salina é uma microalga halotolerante e de excelente

adaptacao ambiental, explorada para a producdao de biomassa seca ou extrato
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celular, utilizada como alimento medicinal e hoje é reconhecidamente
produtora comercial de quantidades massivas de p-caroteno (Raja et. al.,,
2007). Por esse motivo, pesquisas envolvendo a carotenogénese desse
microrganismo vém sendo realizadas. Prieto et. al. (2011) estudaram a
utilizacdo de diferentes sistemas de producdo e biorreatores na biossintese de
carotenodides por D. salina. A maior producao dos pigmentos (329 mg/L de
cultura/més) foi encontrada com sistema de cultura operando em dois estagios
e fotobiorreator tubular fechado. O efeito da salinidade foi investigado por
Fazeli et. al. (2006) e a maior quantidade de carotendides detectada (11,7
mg/L, durante a fase estacionaria de crescimento) foi obtida com 0,5 M de
NaCl no sistema de cultivo. Raja et. al. (2007) relatou que a salinidade 6tima
para producdo de carotendides deve ser maior que 27%.

Outros estudos envolvendo a producdo de carotendides por algas
também tém sido realizados na ultima década. Rao et. al. (2007) estudaram a
producdao de carotendides por Botryococcus brauniis em diferentes niveis de
salinidade. Abe et. al. (2007) verificaram a producdao de uma variedade de
carotendides, entre eles cantaxantina, astaxantina e p-caroteno, por
Coelastrella striolata var. multistriata. Beihui e Kun (2001) e Yuan et. al.
(2002) investigaram a producao de xantofilas por Chlorococcum sp. Del Campo
et. al. (2000) avaliaram o perfil de carotendides produzidos por quinze
linhagens da microalga Chlorophycean e Orosa et. al. (2000) induziram a
producao de carotendides por Neochloriswimmeri, Scenedesmus vacuolatus,

Scotiellopsis oocystiformis, Chlorella zofingiensis e Protosiphon botryoides.
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Producao de carotenodides por fungos

O reino dos fungos abrange uma enorme diversidade de tadxons, com
ecologias, estratégias de ciclos de vida e morfologias variadas. Dentre eles,
destacam-se as leveduras, fungos unicelulares. As vantagens da utilizacdao de
leveduras na produgao de carotendides é que estas sao potencialmente menos
toxicas que bactérias e os demais fungos e seu cultivo é mais facil e menos
dispendioso que o das algas.

A producdo de carotendides por leveduras é alvo de investigacdo ha
muitos anos. A Figura 1 mostra o caminho biossintético dos carotendides
nesses microrganismos.

A conversao de acetil-Coa a 3-hidroxi-3-metilglutaril-CoA (HMG-CoA) é
catalisada pela HMG-CoA sintase. HMG-CoA ¢é entdo convertido em um
composto de seis atomos de carbono, o acido mevalénico (MVA), que é o
primeiro precursor especifico do caminho biossintético dos terpendides. MVA é
entdo convertido a isopentil pirofosfato (IPP) por uma série de reagoes
envolvendo fosforilacdo por MVA quinase seguidas por descarboxilagdo. IPP é
isomerisado a dimetilalil pirofosfato (DMAPP), base para a elongacao da cadeia.
Uma adicdo sequencial de moléculas de IPP a DMAPP levam a formagdo de
geranilpirofosfato (GPP) (dez carbonos), farnesil pirofosfato (FPP) (quinze
carbonos) e geranilgeranil pirofosfato (GGPP) (vinte carbonos). Essas reagoes
sao catalisadas por prenil transferase. A condensacao de duas moléculas de
GGPP leva ao fitoeno, o primeiro carotendide de quarenta carbonos do
caminho, que sofre dessaturacao para formar fitoflueno, neurosporeno e
licopeno. Como este Ultimo é um composto trans, a isomerizacao da primeira

ou segunda dupla ligacdo do fitoeno deve ocorrer no mesmo estagio que o
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processo de dessaturacdo. O licopeno age como precursor dos carotendides
ciclicos, sofrendo algumas alteracdes (ex: ciclizacdo) para formar B-caroteno,
y-caroteno, toruleno, torularrodina e astaxantina. O y-caroteno é o maior ponto
de ramificacdao e age como precursor para [-caroteno e toruleno. Hidroxilagao
e oxidacdo do toruleno levam a formacao de torularrodina.

Ao longo dos anos, varias analises bioquimicas padronizadas, com
precursores marcados, inibidores especificos e caracterizacdo de mutantes
foram realizadas em laboratérios. Essas analises, aliadas a ensaios in vitro com
enzimas envolvidas no processo de conversao do fitoeno aos carotenos e
xantofilas, permitiram a elaboracdao do esquema de biossintese de carotendides

completo e detalhado.
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A biossintese dos carotendides, tanto por leveduras quanto pelos demais
fungos, é influenciada por diversos fatores, nutricionais e fisicos. Leveduras do
género Rhodotorula parecem ter temperatura 6tima de crescimento e produgao
de carotendides entre 25 e 30°C (Aksu e Eren, 2005, 2007; Uenojo et. al.,
2007). Ja para Phaffia rhodozyma, essa temperatura parece ser menor
(Bhosale, 2004; Frengova e Beshkova, 2009; Valduga et. al., 2009). Os
demais fungos crescem, de maneira geral, em temperaturas que variam de 25
a 30°C (Garbayo et. al., 2003; Estrada et. al., 2009; Csernetics, 2011).

Alguns  trabalhos demonstram que determinadas leveduras
biossintetizam carotendides como mecanismo de defesa contra os danos
causados pela luz (Valduga et. al., 2009). A quantidade e intensidade de luz
tolerada pelo género Rhodotorula varia conforme a espécie. Em Phaffia
rhodozyma, ocorre producdao de astaxantina como resultado da foto-inducao
(Frengova e Beshkova, 2009). Em Gibberela fujikurou, o crescimento micelar
sob luz produz carotendides de cor laranja, enquanto que no escuro
praticamente ndo ha produgao de pigmentos (Garbayo et. al., 2003).

O crescimento das leveduras e demais fungos naturalmente ocasiona
mudancas do pH no meio de cultivo. O pH inicial adequado pode implicar em
maior carotenogénese. Em geral, valores iniciais de pH ao redor de 6,0
parecem promover maior crescimento e producao de carotendides em
leveduras (Ramirez et. al., 2001; Aksu e Eren, 2005; Hu et. al., 2006; Razavi e
March, 2006). Nos demais fungos, esse fator pode variar bastante (Garbayo
et. al., 2003; Estrada et. al., 2009; Csernetics, 2011).

A composicdao do meio de cultivo influencia diretamente a biossintese de

carotendides em fungos. Variagdoes nas fontes de carbono e nitrogénio e adicao

19



de agentes quimicos, sais e metais podem promover maior ou menor
rendimento de pigmentos e ainda alterar a produgao qualitativamente. Nos
ultimos anos, pesquisadores tém dado atencdo especial para a produgao de
carotendides utilizando substratos mais baratos. As leveduras sdo capazes de
biossintetizar carotendides a partir de substratos contendo mono e
dissacarideos e em substratos naturais como melaco de cana de acucar
(Squina et. al, 2002; Colla et. al., 2010), dgua de maceracao de milho,
hidrolisado de levedura (Valduga et. al., 2007), melaco de sacarose, meio a
base de lactose (Aksu e Eren, 2005), milhocina (Colla et. al, 2010) residuo de
feijao e extrato de batata doce (Tinoi et. al., 2005), entre outros.

O fungo zigomiceta Blakeslea trispora acumula p-caroteno, seu
metabdlito secundario, como principal carotendide, e é o Unico mucoral
utilizado em escala industrial para producao desse pigmento. Portanto,
alternativas para aumentar a producdao vém sendo investigadas e envolvem a
clonagem de genes da carotenogénese (Quiles-Rosillo et. al., 2005),
manipulacdo das varidveis taxa de aeracao e velocidade de agitacao
(Mantzouridou et. al., 2002), utilizacdo de oleo vegetal bruto como co-
substrato de glicose (Mantzouridou et. al., 2006) e alteracao no meio de
cultivo através do uso de diferentes fontes de carbono, como homo e hetero-
sacarideos, e de diferentes oleos vegetais refinados (Papaioannou e
Liakopoulou-Kyriakides, 2010).

A levedura Phaffia rhodozyma tem potencial valor comercial como fonte
de carotendides naturais, principalmente por ser excelente produtora de
astaxantina. Contudo, o alto custo da produgao limita seu uso. Esse custo

poderia ser reduzido com uso de substratos mais baratos ou entdo com o
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aumento da producdao de carotendides (Frengova e Beshkova, 2009). O
emprego de melago de beterraba como substrato e a assimilagao de nutrientes
como uréia e fosfato de sdédio promoveram bons rendimentos de carotendides
produzidos por essa levedura (An et. al., 2001). A manipulacao do pH aliada ao
emprego de glicose, sulfato de amoénio, sulfato de magnésio, fosfato de
potassio e milho macerado também promeveu aumento de 23% na producdo
dos pigmentos (Liu e Wu, 2007). Ja a otimizacao do conjunto pH, temperatura,
porcentagem de indculo e concentracdo de carbono e nitrogénio foi
responsavel por uma producdao de astaxantina 92% maior que em condicdes
nao otimizadas (Ramirez et. al., 2001).

Outros géneros de leveduras sao capazes de produzir carotendides, além
de Phaffia rhodozyma (Xanthophyllomyces dendrorhous). Entre eles estao
Cystofilobasidium (Herz et. al., 2007), Sporobolomyces (Davoli e Weber,
2002), Rhodosporidium (Sperstad et. al., 2006; Buzzini et. al., 2007) e,
destacadamente, Rhodotorula (Buzzini et. al., 2007).

As leveduras do género Rhodotorula sdo capazes de sintetizar
carotendides intracelularmente, além de outras substancias ativas
exocelularmente e tém, portanto, potencial valor comercial. Ainda que a
biossintese de seus carotendides seja bastante estudada, seu uso industrial
ainda ndo aconteceu devido a pouca informacdao disponivel sobre os
mecanismos de regulacdao biossintética e a falta de estudos dirigidos, tanto
para o aumento da biomassa quanto para a producao de carotendides, além do
aproveitamento de meios de cultivo baratos. Essa situagdao comecou a mudar

nos ultimos anos, com alguns estudos focando a produgao de carotendides por
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Rhodotorula. Com o intuito de reduzir os custos de producdao ou aumentar o
rendimento de carotendides, varias alternativas tém sido investigadas.

Buzzini et. al. (2005) utilizaram tracos de elementos (Fe**, Co*?, Mn*?,
Al*?> e Zn*™®) no meio de cultivo para a producdo de carotendides por R.
graminis e conseguiram aumentar o contelddo de carotendides totais em
370%, com producao de 803 pg/g de biomassa seca. Buzzini (2000) utilizou
mosto de uva concentrado como substrato na biossintese de carotendides por
R. glutinis e conseguiu uma melhora de 116 e 200% na producao de B-
caroteno e de carotendides totais, respectivamente.

Aksu e Eren (2007) investigaram o emprego de melago de sacarose e
soro de lactose como fontes de carbono e a manipulagao de fatores como pH,
temperatura, taxa de aeragao e concentracdo de sulfato de amdnio no meio de
cultura na producao de carotenodides por R. glutinis. Sob temperatura de 30°C,
pH 6,0, taxa de aeracgao superior a 2,4 vvm e 2,0 g/L de sulfato de amonio, a
maior concentracdao de carotendides totais (125 mg/L de meio de cultura) foi
obtida com melaco de sacarose na concentragdao de 20 g/L como fonte de
carbono, enquanto que o maior rendimento (35,5 mg/g de biomassa seca) foi
conseguido com soro de leite a 13,2 g/L.

A aplicacao de substancias como treonina, fosfato de potassio, sulfato de
magnésio e hidroxido de cdlcio nos meios de cultivos, para a biossintese de
carotenodides por um mutante de R. glutinis, foi estudada por Bhosale e Gadre
(2001a). O meio contendo 11,7 g/L de extrato de levedura, 46 g/L de glicose e
18 g/L de treonina, junto com micronutrientes, proporcionou um aumento de 4

vezes na producdo de carotendides (129 mg/L).
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A producdo direcionada de carotendides por Rhodotorula também vem
sendo investigada. Bhosale e Gadre (2002) manipularam a temperatura e as
condigcOes de iluminagao para o aumento da produgao de B-caroteno por um
mutante de R. glutinis. A temperatura 6tima de crescimento e produgao do
carotenodide foi 30 e 20°C, respectivamente. A 30°C, a producao de B-caroteno
foi 125 mg/L e representou 66% do total dos carotendides. A 20°C, foi 250
mg/L e representou 92% dos carotendides totais. A 30°C e sob iluminagao
constante de 1000 lux, o teor de B-caroteno aumentou 58%. A 20°C nenhum
aumento significativo foi notado.

Sakaki et. al. (2000, 2001) cultivaram a levedura R. glutinis sob
estresse oxidativo e sob irradiacao de luz branca, na tentativa de aumentar a
producdo de torularrodina. Quando exposta a irradiagao por luz branca ou luz
azul, a levedura produziu maiores quantidades de torularrodina. Com adigao de
azul de metileno, gerador de oxigénio singleto, as leveduras apresentaram

resisténcia a inibicdo do crescimento induzida por este reagente.
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CONSIDERACOES FINAIS

A regulacdo da carotenogénese em microrganismos merece maiores
investigacoes, a fim de aumentar a producao de carotendides.

Pesquisas focam o isolamento e selecao de linhagens de microrganismos
gue produzam uma variedade desses pigmentos, destacando a produgao
comercial de B-caroteno e astaxantina. Porém, ainda hoje, o custo da
biossintese microbiana é maior que o custo da sintese quimica, o que torna
fundamental o desenvolvimento de pesquisas visando aumentar o rendimento
€ minimizar os custos de produgao.

Estudos para aumentar a producdo microbiana de carotendides baseados
na manipulacdo das condicdes de cultivo, emprego de agentes quimicos e
aproveitamento de residuos industriais como meio de cultivo podem reduzir os
custos, além de direcionar a biossintese para a obtencdo de carotendides de

maior interesse.
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Capitulo 2

Efeito de dcido mevalonico na producdo de

carotendides por Rhodotorula glutinis
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RESUMO

O acido mevalonico atua como precursor chave no caminho biossintético
dos carotendides produzidos por leveduras. O objetivo deste estudo foi avaliar
a influéncia de diferentes concentracdes desse agente quimico, adicionado ao
meio de cultivo normal, na producao de carotendides de Rhodotorula glutinis.
A 0,25, 0,50 e 1,0%, o acido ndo afetou a producdo de biomassa, mas
aumentou em até 114% a producgao de carotendides totais. O rendimento de
toruleno aumentou em até 157% e o de B-caroteno em até 168%, quando

comparados ao meio controle.

Palavras-chave: Carotendides, Rhodotorula glutinis, acido mevaldnico.
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ABSTRACT

Mevalonic acid acts as a key precursor in the biosynthetic pathway of
carotenoids produced by yeasts. The aim of this study was to evaluate the
influence of different concentrations of this chemical agent, added to normal
culture medium, on carotenoids production of Rhodotorula glutinis. At 0.25,
0.50 and 1.0%, the acid did not affect biomass production, but the total
carotenoid production increased up to 114%. The yield of torulene increased
up to 157% and that of B-carotene up to 168%, when compared to those of

the control medium.

Key words: Carotenoids, Rhodotorula glutinis, mevalonic acid.
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INTRODUCAO

Muitos microrganismos, como algas (Jeon et. al., 2006; Raja et. al.;
2007), bactérias (Bhosale e Bernstein, 2004; Chen et. al., 2006), fungos
(Kuzina e Cerda-Olmedo, 2006; Nanou et. al.; 2007) e leveduras (Frengova et.
al., 2003; Simova et. al., 2004; Buzzini et. al., 2005; Weber et. al., 2005; Hu
et. al., 2006; Tinoi et. al., 2006; Zheng et. al, 2006; Ni et. al., 2007) sao
capazes de produzir carotendides naturalmente.

Para aumentar ou direcionar a producdao desses pigmentos, estudos
sobre a regulacdo do caminho biossintético, incluindo o uso de ativadores e
inibidores do crescimento microbiano e da producdo de carotendides, vém
sendo realizados ha alguns anos. Meyer e du Preez (1993) avaliaram o efeito
de acido acético sobre a sintese de carotendides na levedura Phaffia
rhodozyma com o objetivo de verificar se o acido, atuando como precursor de
acetil-CoA, poderia aumentar a producao de astaxantina. Eles notaram que as
células da levedura deveriam permanecer na fase estacionaria por um periodo
maior, para ocasionar um aumento na producdao de astaxantina. A producao
deste carotendide foi menor na presenca de acido acético que na presenca de
aclcar, o que sugeriu que o acido acético nao foi tao eficaz no estimulo da
producdo de astaxantina, ou entdo que a célula gastaria mais energia para
manter o pH intracelular, reduzindo a energia disponivel para a produgao de
pigmentos.

Squina e Mercadante (2005) investigaram a producao de carotendides
por Rhodotorula rubra e Rhodotorula glutinis adicionando nicotina e

difenilamina ao meio de cultivo. Apenas R. rubra produziu mais carotendides
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totais quando 5 umol de difenilamina foi adicionado ao meio. Em ambas as
linhagens, a suplementagdgo com 5 pmol de difenilamina causou uma
significante redugao na proporgao torularrodina/toruleno, indo de 1,5 para 0,5
em R. rubra e de 0,8 para 0,5 em R. glutinis. Com 10 umol desse suplemento,
ocorreu acumulo de B-caroteno de 13 para 47% em R. rubra e de 36 para 43%
em R. glutinis. A suplementacdo com nicotina resultou em biossintese seletiva
de licopeno (acima de 93,8 pg/g) e formacdo de um carotendide minoritario,
tentativamente identificado como didehidrolicopeno, nao relatado previamente
em Rhodotorula sp.

Acido mevalénico é um composto formado a partir da condensacgao de
acetil-CoA com acetoacetil-CoA, originando B-hidroxi-p-metilglutaril CoA (HMG
CoA), que é reduzido por piridina redutase até a formacao de mevalonato
(Ferguson et. al., 1959; Smith e Henrikson, 1964). Este composto é o primeiro
precursor especifico do caminho biossintético dos terpendides. Ele é convertido
em isopentil difosfato, que sofre isomerizagao para formar dimetilalil difosfato,
base para a elongacao da cadeia. Sucessivas adicdes de moléculas de isopentil
difosfato levam a formacdo de geranil difosfato, farnesil difosfato e
geranilgeranil difosfato, que sofre dimerizacdo com outra molécula de
geranilgeranil difosfato, formando fitoeno, o primeiro carotendide (de 40
carbonos) no caminho biossintético (Davies e Taylor, 1976; Britton, 1989).

O objetivo deste estudo foi investigar a acao de acido meval6nico na

producao de biomassa e de carotendides pela levedura Rhodotorula glutinis.
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MATERIAIS E METODOS

Levedura

Foi utilizada neste estudo a linhagem de Rhodotorula glutinis NCYC
1576, cedida pela Fundacao André Tosello. As leveduras foram mantidas sob
refrigeracdo, em tubos de ensaio contendo meio soélido “Yeast Malt” (YM)
inclinado, preparado com 3 g/L de extrato de levedura, 3 g/L de extrato de
malte, 5 g/L de peptona, 10 g/L de glicose e 20 g/L de agar, com repiques

mensais.

Curva de crescimento

A fim de estabelecer o melhor periodo para a transferéncia do indculo ao
meio de cultivo, foi feita a curva de crescimento para Rhodotorula glutinis.
Devido ao fato da levedura estudada apresentar intensa pigmentagao, o
método escolhido foi o descrito por Miles e Misra (1938), com adaptagoes. Tal
método consiste na analise por contagem em placas em diferentes periodos de
cultivo.

Uma alcada homogénea e bem carregada de leveduras foi retirada do
tubo de ensaio com meio YM inclinado e transferida para um frasco erlenmeyer
contendo 200 mL de meio YM liquido, preparado como descrito anteriormente
sem o agar. Apds 24, 48 e 72 horas sob agitacao de 200 rpm a 30°C, uma
aliquota de 1 mL foi retirada e diluida em tubo de ensaio contendo 9 mL de
agua peptonada 0,1% estéril. A partir deste tubo foram feitas diluicOes
sucessivas, até atingir 10®°. De cada diluicdo retirou-se 1 mL, que foi

plagueado em placas de Petri contendo meio YM solido e incubadas a 30°C por
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96 horas. Fez-se entdao a contagem de unidades formadoras de col6nias (UFC)

nas placas. O procedimento foi realizado em triplicata.

Condigoes de cultivo

O indculo foi preparado com a retirada de uma algada homogénea e bem
carregada de células viaveis, contidas em um tubo de ensaio com meio YM
inclinado. As células foram transferidas para um frasco erlenmeyer de 500 mL,
contendo 200 mL de meio YM liquido, e incubadas em agitador rotatério a
300C e 200 rpm, por 48 horas, até atingir 10® UFC/mL. Apds este
procedimento, 20 mL do indculo foram transferidos para o meio de producao.

O crescimento das leveduras ocorreu em fracos erlenmeyer de 500 mL
contendo 200 mL de meio liguido YM e concentracdes de 0,25%, 0,50% e
1,0% de acido mevaldnico, sob agitacao de 200 rpm a 30°C, por 144 horas. Os
controles foram preparados com o meio YM, sem adicdo de acido mevalbnico.
Para melhorar a aeragao, foram utilizados tampodes de espuma de 5 mm de
espessura em substituicdo aos tradicionais tampdes de algodao. Os ensaios

foram realizados em triplicata.

Obtencao da biomassa

Apds o periodo de fermentagcdo, os 200 mL de meio de cultivo foram
separados em seis aliquotas de 30 mL, as quais foram centrifugadas a 10.000
rom, por 15 minutos, a 59C, para separagcao do sobrenadante. Este foi
removido e a biomassa Umida foi pesada para as anadlises de carotendides e

quantificacdo de biomassa seca. As biomassas provenientes de trés das seis
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aliquotas foram transferidas para placas de Petri e levadas a estufa a 105°C,

para secagem até peso constante.

Anadlise de acgucar residual

A concentragao de agUcar residual foi medida nos sobrenadantes das
amostras através do método do acido dinitrossalicilico (DNS), de acordo com
Miller (1959), com algumas adaptacgoes.

A solucao DNS foi preparada através de 0,6% de acido dinitrossalicilico,
18,0% de sal Rochelle (tartarato duplo de sodio e potdssio), 0,5% de fenol,
fundido a 50°C, 0,5% de bissulfito de sédio, 2,0% de NaOH e 78,4% de agua
destilada.

Para a analise das amostras, 2 mL do sobrenadante, diluido conforme
necessario para se obter leitura, foram misturados em tubo de ensaio com 2
mL de HCI 2M e levados em banho em ebulicdo por 10 minutos. Apds esse
intervalo, 2 mL de NaOH 2M foram adicionados ao tubo e resfriados em banho
de gelo. Entdo, uma aliquota de 2 mL foi retirada e levada a outro tubo de
ensaio, e adicionaram-se 2 mL de reagente DNS. A mistura foi levada em
banho fervente por 5 minutos, retirada e resfriada em banho de gelo. Fez-se
entdo a leitura em espectrofotbmetro Beckman DU 640 (Beckman Coulter,
Maryland, EUA) a 540 nm. O procedimento foi feito em triplicata para cada
amostra.

A quantificacdo das amostras foi realizada através da construcdo de uma
curva de calibragcao de dez pontos em triplicata, utilizando glicose numa faixa

de concentracao de 0,02 a 0,2 g/L.
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Extracao dos carotendides

Com o proposito de otimizar a extracdo dos carotendides, alguns
métodos de ruptura da parede celular foram previamente testados, tais como:
utilizagao da enzima B-1,3-glucanase, produzida pelo microrganismo
Cellulosimicrobium cellulans; sonicacao; maceragao com areia tratada e
acetona; tratamento em meio basico e maceracdo com hiflosupercel e acetona.
Dentre eles, o método mais eficiente foi o ultimo, sendo escolhido para as
analises posteriores.

Para a extracao dos carotenodides, aproximadamente 4 g de biomassa
Umida (correspondente a aliquota de 30 mL de meio de cultura) foram
misturados em almofariz com cerca de 30 g de hiflosupercel e 150 mL de
acetona, e macerados com pistilo exaustivamente. A mistura foi filtrada em
funil de placa sinterizada de porosidade G2 e o procedimento foi repetido até
gue o residuo ficasse incolor. Os carotenodides foram transferidos da acetona
para éter de petrdleo por particdo em funil de separacao, com adicao de agua
destilada para promover a separacdo das fases. A lavagem com agua foi
repetida 4-5 vezes para remocao da acetona. O extrato etéreo foi seco com

sulfato de sédio anidro.

Anadlise qualitativa e quantitativa dos carotendides

Para a quantificacdo de carotendides totais, o extrato foi transferido para
um baldo volumétrico, o volume sendo completado com éter de petréleo, e
fez-se a leitura em espectrofotometro a 483 nm, comprimento de onda

correspondente ao toruleno. A concentragao foi calculada de acordo com a
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formula fornecida por Davies (1976), usando como valor de absortividade
3240, correspondente a absorcdo deste pigmento em éter de petréleo.

O extrato foi concentrado em evaporador rotativo e seco com jato de
nitrogénio, para analise por cromatografia liquida de alta eficiéncia. A amostra
foi redissolvida em 1 mL de acetona grau cromatografico, filtrada em filtros
PTFE 0,22 pum (Millipore Corporation, Massachusetts, EUA) e injetada no
cromatégrafo. Um sistema constituido de bomba quaternaria (Waters modelo
2690, Milford, EUA) com degaseificador na linha, injetor manual Rheodyne
(modelo 7725i), alca de amostragem de 10 pL de capacidade e detector com
arranjo de diodos (Waters modelo 996) controlado por software Millenium
(versdao 3.2) foi utilizado para a andlise cromatografica. A deteccdao foi
realizada em comprimento de onda maximo (maxplot). Os carotendides
toruleno e B-caroteno, total e trans, foram quantificados por padronizagao
externa, através da construcdo de curvas de calibracdo de cinco pontos em
triplicata, utilizando padrGes de carotendides nas faixas de concentracao
necessarias.

Para a identificagdo, os espectros de absorcao foram analisados em
termos de Amax e estrutura espectral fina, expressa pela % III/II, que é a
razao entre a altura do pico de absorcdao no maior comprimento de onda (III) e
a altura do pico do meio (II), o minimo dos dois picos tomado como linha de
base.

Todas as andlises foram feitas utilizando uma coluna de fase reversa Cig
(Spherisorb S3 ODS2, 3 um, 4,6 x 150 mm) (Waters Corporation, Milford,
EUA). A fase moével foi composta de acetonitrila (contendo 0,05% de

trietilamina), metanol e acetato de etila, em gradiente linear iniciando com de
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65:35:0 (v/v/v) alterado para 65:18:17 (v/v/v) , em 4 minutos, a Ultima
proporcao mantida até o final da corrida (45 minutos). A temperatura foi de
aproximadamente 22°C e o tempo de re-equilibrio da coluna foi de 15 minutos.
A vazdo foi de 0,5 mL/min e o volume de amostra injetado foi de 10 pL.

A producdo de carotendides foi expressa em pg/L de meio de cultivo e

em ug/g de biomassa seca.

Analise estatistica dos dados

O tratamento estatistico dos dados de producdao de biomassa, de
carotenodides e de acucar residual foi feito através de ANOVA e da aplicacdo do

teste de Tukey, utilizando software estatistico Graphpad Prism.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A curva de crescimento da levedura, construida por meio do logaritmo
de unidades formadoras de col6nia (UFC) versus tempo, estd apresentada na
Figura 1.

A curva demonstrou que até 48 horas de cultivo as leveduras
permaneceram em fase exponencial de crescimento e, a partir dai, entraram
em fase estacionaria. Portanto, o tempo ideal para a transferéncia do indculo
para o meio de cultivo foi 48 horas, assim 0s microrganismos estariam no
maximo da fase de crescimento exponencial na transmissdo para o meio de

cultivo.
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Figura 1: Curva de crescimento da levedura Rhodotorula glutinis

A Tabela 1 mostra a producdao de biomassa e o teor de acgucar residual.
A adicao de diferentes concentragdes de acido mevalénico ao meio de cultivo
nao promoveu diferenga significativa na producao da biomassa da levedura em
estudo. Os teores de acucar residual dos sobrenadantes destes meios
mostraram-se bastante préximos, apesar da diferenca significativa entre

alguns deles, em concordancia com a similaridade na producao de biomassa.
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Tabela 1: Efeito de diferentes concentracoes de acido mevalonico na

producao de biomassa e teor de acucar residual nos sobrenadantes dos

cultivos
Biomassa seca Acucar residual
Tratamento
(g/100 mL)* (g/100 mL)*
Controle 0,10+ 0,02 0,13+ 0,02
0,25% de acido mevalbnico 0,10+ 0,02 0,10° + 0,00
0,50% de acido mevalbnico 0,132+ 0,01 0,10° + 0,00
1,0% de acido mevalonico 0,11%+ 0,01 0,11% + 0,00

*Média de analises em triplicata
Valores na mesma coluna com letras diferentes sao estatisticamente diferentes
(p=<0,05)

Os perfis cromatograficos dos carotendides produzidos em diferentes
concentracdes de acido mevaldnico sao demonstrados na Figura 2, ilustrando
claramente o efeito marcante do acido mevalonico quantitativamente. Esta
substancia estimula a producdo de toruleno e B-caroteno em Rhodotorula
glutinis, e pode ser utilizada na tentativa de desviar o caminho biossintético de
carotendides em leveduras, obtendo toruleno como pigmento majoritario. Este
carotendide é interessante para a comercializacdo. Tendo 13 duplas ligagOes
conjugadas, tem uma coloracao rosa-vermelho, em contraste com o -
caroteno, cuja coloragao varia do amarelo ao laranja, dependendo da
concentracdao. Provavelmente por nao ser encontrado em alimentos, os
possiveis efeitos do toruleno na saude humana ndo foram estudados.
Estruturalmente, contudo, esse composto preenche o requisito para atividade
pro-vitaminica A, com um anel B-ionona sem substituintes e cadeia lateral

poliénica de 11 carbonos. Além disso, pelo niumero de insaturagdes, é um
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potencial antioxidante (Foote et. al., 1970; Terao, 1989; Maldonade et. al.,
2008).

A Tabela 2 apresenta a producdao de carotendides na presenca de acido
mevaldnico. A concentracdo em ug/L de carotendides totais aumentou 32%
com adicao de 0,25% de acido mevalbdnico, 94% com adicdo de 0,5% e 114%
com 1,0% do acido, em relacao ao controle. A producao de toruleno foi 83,
132 e 157% maior na presenca de 0,25, 0,50 e 1,0% de acido mevalonico,
respectivamente. Para B-caroteno, o rendimento aumentou 25, 106 e 168% na
presenca de 0,25, 0,50 e 1,0% do acido, respectivamente.

Calo et al. (1995) investigaram o efeito de 0,5 e 0,1% de Aacido
mevaldnico no meio de cultivo de Phaffia rhodozyma e observaram que a
producao de carotendides aumentou 300%, com estimulo principalmente na
producao de astaxantina, que aumentou 4 vezes.

Silva (2004) avaliou o efeito de 0,05, 0,1 e 0,2% de acido mevalonico
em linhagens de Rhodotorula glutinis e Rhodotorula mucilaginosa. O conteudo
total de carotendides, em pg/g de massa celular seca, aumentou 22, 27 e 33%
com adicao de 0,05, 0,1 e 0,2% de acido, respectivamente, em cultivo de
Rhodotorula glutinis. Em Rhodotorula mucilaginosa, o aumento observado foi
55, 88 e 119% com adicao de 0,05, 0,1 e 0,2% do acido, respectivamente. O
aumento na producdo de carotendides, por R. glutinis, nessas concentracoes
do agente quimico foi menor que o obtido com a adicao de 0,25%, 0,5% e
1,0% deste no presente estudo, quando a producdao aumentou em até 114%.
Esses dados demonstram que, de qualguer modo, quanto maior a

concentracdo de acido meval6nico, maior a producao de carotenodides.
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Figura 2: Cromatogramas dos carotendides de Rhodotorula glutinis obtidos por CLAE, nas condicGes descritas no texto.
(A) cultivo em meio usual YM; (B) cultivo em meio suplementado com 0,25% de acido mevalbnico; (C) cultivo em meio
suplementado com 0,50% de acido mevalbnico: (D) cultivo em meio suplementado com 1,0% de acido mevalonico:



Tabela 2: Efeito de diferentes concentracoes de acido mevalonico na producdao de carotendides em

Rhodotorula glutinis

Toruleno total* Toruleno trans* B-caroteno total*

B-caroteno trans*

Carotendides totais*

Tratamento
(ng/g MS) (ng/L) (ng/g MS) (ng/L) (ng/g MS) (ng/L) (ng/g MS) (ng/L) (ng/g MS) (ng/L)
Controle 54°+ 5 305° + 12 35%+3 199°+ 0 67° + 2 361° + 37 38°+8 320°+20 186°+8 8997+ 24
0,25% 97°+ 5 558°+ 9 67°+ 3 396° + 7 79°+ 1 4517 + 13 74%° + 1 421°+9  216°+10 1184°+ 32
0,50% 102°+9 707+ 7 71+ 7 494° + 6 107°+6  743°+19 101°+6 691°+6  251°+21 1743°+ 88
1,0% 90°® + 14  785°+63  66°+11  560°+41 118°+21 967°+59 110°+18 912°+59  267°+0 1924+ 50

*Média de analises em triplicata £ desvio padrdo

Valores na mesma coluna com letras diferentes sao estatisticamente diferentes (p<0,05)

MS = massa seca
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CONCLUSAO

A adicdo de acido mevalbnico ao meio de cultivo normal estimulou a
producao de carotendides totais em até 114%, com aumento significativo na
producdo especifica de toruleno, que aumentou em até 157%.

Apesar do elevado custo do acido meval6nico, este agente quimico pode
ser utilizado com sucesso no aumento da producdo de carotendides da
levedura Rhodotorula glutinis, especialmente de toruleno, em pequenas

quantidades.
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Capitulo 3

Otimizagdo da produgdo de carotendides por

Rhodotorula glutinis utilizando manipueira
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RESUMO

Numa tentativa de reduzir os custos de produgao, este trabalho teve
como objetivo otimizar a producao de carotendides pela levedura Rhodotorula
glutinis em manipueira, um residuo da industria de mandioca. Foram
empregados um Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR) 2% e
Andlise de Superficie de Resposta. As varidveis avaliadas foram temperatura,
velocidade de agitacdo, pH e volume de indculo. As condigdes 6timas para a
producao de carotendides foram: temperatura de 26°C, 250 rpm de agitacdo,
pH 7,0 e 10% de volume de indculo. Nestas condicdes, a concentracdo de
carotendides aumentou mais que o dobro. Para a producdao de biomassa, as

condicdes 6timas foram: 30°C, 260 rpm, pH 6,0 e 10% de volume de indculo.

Palavras-chave: Carotendides; Rhodotorula glutinis; Manipueira.
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ABSTRACT

In an attempt to reduce production cost, this work had the objective of
optimizing carotenoid production by the yeast Rhodotorula glutinis in cassava
wastewater, a sub-product of the cassava industry. A Central Composite
Rotatable Design (CCRD) 2* and Response Surface Analysis were employed.
The variables evaluated were temperature, agitation velocity, pH and inoculum
volume. The optimum conditions for the production of carotenoids were: 26°C,
250 rpm agitation, pH 7,0 and 10% inoculum volume. Under these conditions,
the concentration of carotenoids increased more than twofold. For biomass
production, optimal conditions were: 30°C, 260 rpm, pH 6,0 and 10%

inoculum volume.

Key words: Carotenoids; Rodhotorula glutinis, Manipueira.
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INTRODUCAO

O interesse em carotendides aumentou muito na ultima década porque
além de serem pigmentos naturais, sdo também considerados compostos
bioativos, devido a sua capacidade de prevenir doencas degenerativas, como
cancer, doencgas cardiovasculares, catarata e degeneracao macular (Fraser e
Bramley, 2004; Tapiero et. al., 2004; Krinsky e Johnson, 2005; Voutilainem et.
al., 2006). Alguns carotendides possuem atividade pro-vitaminica A, exibida
pelos que possuem pelo menos um anel B-ionona ndo substituido e cadeia
poliénica de no minimo onze carbonos.

Carotendides microbianos tém sido estudados e seu potencial
reconhecido ao longo dos anos (Nelis e Leenheer, 1991). A aplicagao comercial
é, contudo, limitada. Nos ultimos anos houve ressurgimento do interesse em
produzir carotendides biotecnologicamente.

Tradicionalmente, carotendides tém sido comercializados na forma de pdé
seco ou extratos a partir de plantas, como urucum, paprica e acafrdo. Corantes
naturais de fontes vegetais, contudo, estdo sujeitos as instabilidades da
matéria-prima, que sofre influéncia de condicdes climaticas, bem como
variacdo no nivel de coloracdo e qualidade do produto final. O mercado
internacional para carotendides é suprido principalmente por carotendides
sintéticos com estruturas idénticas aos naturais, mas ha crescente demanda
por fontes naturais (Maldonade et. al., 2008).

A utilizacdo comercial de microrganismos com potencial biotecnoldgico
para produzir carotendides € atualmente limitada pelo alto custo de producdo.

Entretanto, esse custo pode ser minimizado pelo uso de sub-produtos
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industriais como fonte de nutrientes (Aksu e Eren, 2005; Maldonade et. al.,
2008).

Fatores fisicos e nutricionais, como natureza e concentracdo das fontes
de carbono e nitrogénio, presenca de ions e sais minerais, pH, temperatura,
luz e aeragao sao importantes fatores que influenciam na producdo de
biomassa e de carotendides por microrganismos (Bhosale, 2004).

Ha alguns anos pesquisadores vém estudando a possibilidade de reduzir
os custos do cultivo de microrganismos e, consequentemente, da produgdao de
carotendides, através da utilizacdo de meios de baixo custo ou do
aproveitamento de residuos industriais como substrato. Fontana et. al. (1996)
avaliaram o crescimento celular e a produgao de astaxantina por Phaffia
rhodozyma em caldo de cana, rico em fontes de carbono, adicionado de uréia,
como fonte de nitrogénio, e fosfato de soddio, regulador do pH. Eles obtiveram
como resultado uma melhora significativa na produgao de astaxantina (mais de
1300 pg/g de células) e no rendimento de biomassa (mais de 5 g de células/L
de meio de cultura).

Buzzini e Martini (1999) investigaram a producdo de carotendides por
Rhodotorula glutinis em diferentes materiais crus de origem agro-industrial
(mosto de uva, mosto de uva concentrado, xarope de glicose, melaco de
beterraba, extrato de farinha de soja e extrato de farinha de milho). O maximo
rendimento foi obtido em substrato de mosto de uva concentrado depois de
120 horas de cultura. Nesta condicao, a producao foi de 6,5 g de biomassa
seca/L de cultura e a produgdo de carotendides foi de 5,95 mg/L ou 915,4 ug/g
de biomassa seca, sendo 9,2% pB-caroteno, 9,3% toruleno e 78,8%

torularrodina.
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Valduga et. al. (2007) estudaram o pré-tratamento (com carvao ativo e
acidos sulfurico e fosférico) de residuos industriais, como melaco de cana-de-
acucar, agua de maceracao de milho e hidrolisado de levedura, na producao de
carotendides pela levedura Sporidiobolus salmonicolor. Uma mistura dos trés
rejeitos industriais, tratada com os acidos, forneceu um maior rendimento de
carotenodides (541,5 pug/L) que a mesma mistura tratada com carvao ativo (208
Hg/L).

O objetivo deste trabalho foi verificar as condigdes 6timas de producdo
de carotendides por Rhodotorula glutinis em manipueira. Esta € um liquido de
cor amarelada que sai da mandioca depois da prensagem, durante a fabricagao
de farinha. Se ela for despejada na natureza, provoca a poluicao do solo e das
aguas, causando grandes prejuizos ao meio ambiente. Porém, este residuo
pode ser aproveitado como fertilizante natural ou substituto de agrotdxicos na
lavoura (pesticida), na producao de vinagre e de sabao e, por ser rico em
nutrientes, como substrato no cultivo de microrganismos.

A mandioca é uma cultura amplamente difundida em todo o Brasil, com
uma produgao anual acima de 22 milhdes de toneladas, representando o
segundo produtor mundial (SEAB). Estima-se que 22,1% da producdo nacional
de mandioca seja destinada a producdo de farinha. Como aproximadamente
30% do peso da mandioca é convertido em manipueira, seriam

disponibilizadas mais de 1,5 milhdes de toneladas deste residuo anualmente.
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MATERIAIS E METODOS

Levedura

A linhagem de Rhodotorula glutinis NCYC 1576, cedida pela Fundagao
André Tosello, foi utilizada neste estudo. As leveduras foram mantidas sob
refrigeracdo, em tubos de ensaio contendo meio soélido “Yeast Malt” (YM)
inclinado, preparado com 3 g/L de extrato de levedura, 3 g/L de extrato de
malte, 5 g/L de peptona, 10 g/L de glicose e 20 g/L de agar, com repiques

mensais.

Preparo do indoculo e cultivo das leveduras

Uma alcada homogénea e bem carregada de células viaveis foi retirada
de um tubo de ensaio contendo meio YM inclinado. As células foram
transferidas para um frasco erlenmeyer de 500 mL, contendo 200 mL de meio
YM liquido, e incubadas em agitador rotatério a 30°C e 200 rpm, por 48 horas,
até atingir 10® UFC/mL. Quantidades varidveis do indculo foram entdo
transferidas para o meio de producgao.

O cultivo das leveduras foi feito em fracos erlenmeyer de 500 mL
contendo 200 mL de substrato manipueira com pH inicial ajustado, sob
agitacdo e temperatura variaveis, por 144 horas. A fim de melhorar a aeracao,
foram utilizados tampdes de espuma de 5 mm de espessura em substituicao
aos tradicionais tampdes de algodao.

Antes da utilizacdo, a manipueira sofreu tratamento térmico por 30

minutos a temperatura de ebulicdo, para eliminacdo de cianeto. Apds a
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centrifugacdao, o sobrenadante foi removido e esterilizado em autoclave para

uso posterior. A composicdo da manipueira utilizada neste trabalho estd

apresentada na Tabela 1.

Tabela 1: Composicao fisico-quimica da manipueira

Componentes Concentracao

Umidade 93%
Carbono organico 329 g/kg
Acucares redutores 37 g/L
Nitrogénio total 26 g/kg
Fésforo 4 g/kg
Potéassio 41 g/kg
Calcio 2 g/kg
Magnésio 8 g/kg
Enxofre 2 g/kg
Ferro 46 mg/kg
Zinco 13 mg/kg
Manganés 20 mg/kg
Cobre 7 mg/kg
pH 5,7

(Valores fornecidos pelo CPQBA - Centro
Pluridisciplinas de Pesquisas Quimicas,
Bioldgicas e Agricolas)
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Pelos valores apresentados, nota-se que esse residuo é rico em agucares
redutores, nitrogénio e minerais, fornecendo boas condicdes para o

desenvolvimento microbiano.

Planejamento experimental

A otimizacdo da producdao de carotendides pela levedura foi realizada
através da metodologia de Superficie de Resposta. Um delineamento
estatistico completo 2*, Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR)
(Rodrigues e Iemma, 2005), foi escolhido para investigar os efeitos das
variaveis independentes temperatura, agitacao, pH e volume de indculo sobre
as variaveis dependentes (respostas) rendimento de biomassa, teor total de
carotenodides e teores de toruleno e B-caroteno. Cada variavel independente foi

testada em trés niveis.

Obtencao da biomassa

Apds o término do periodo de fermentacdo (144 horas), os 200 mL de
meio de cultivo foram separados em seis aliquotas de 30 mL. Apods
centrifugacdo a 10.000 rpm, por 15 minutos, a 5°C, o sobrenadante foi
separado e a biomassa Umida foi pesada para as analises de carotendides e
quantificacdo de biomassa seca. As biomassas de trés das seis aliquotas foram
transferidas para placas de Petri e levadas a estufa a 105°C, para secagem até

peso constante.
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Analise dos carotenoides

Os carotendides foram extraidos das biomassas Umidas provenientes das
trés aliquotas restantes conforme descrito no Capitulo 2.
A identificacdo e quantificagdo dos carotendides foram também

realizadas segundo descrito no capitulo anterior.

Analise estatistica dos dados

O tratamento estatistico dos dados de producdo de biomassa e de
carotendides como teste para falta de ajuste, determinacao de coeficientes de
regressdo e geracao de superficies de resposta tridimensionais foi realizado
através do software Statistica 5.5 (Statsoft, Tulsa, USA). O ajuste do modelo

foi feito através da seguinte equacgao:

=

n -1 n
Y =a+ Y aixi + aijxix  (Eq. 1)
i=1

j=i+l

1l
—_

onde Y é a variavel resposta, i e j sdo valores que variam de 1 ao niumero de
variaveis (n), a, € o termo de interceptacdo, a; sdo os valores de coeficiente
linear, a; sao valores de coeficiente quadratico e x; e x; sao os niveis das

variaveis independentes.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Otimizacao por delineamento experimental

As varidveis independentes (temperatura, agitacdo, pH e volume de
indculo), seus niveis e valores reais estdo apresentados na Tabela 2. O
delineamento experimental com os resultados das respostas estudadas é
mostrado na Tabela 3.

Para cada resposta foi realizada uma regressdo com nivel de
significancia (a) de 5 ou 10%. Alguns dos termos nado significativos foram
excluidos e entdo fez-se a andlise de varidancia (ANOVA), para verificar a
validade dos modelos. Os resultados da ANOVA para cada resposta sao

apresentados no Tabela 4.

Tabela 2: Variaveis e niveis para DCCR

Niveis das variaveis codificadas

Variaveis
-2 -1 0 +1 +2
X; (Temperatura (°C)) 25 27,5 30 32,5 35
X, (Agitacdo (rpm)) 140 170 200 230 260
X5 (pH) 4,0 5,0 6,0 7,0 8,0
X4 (Volume de indculo (%)) 5 7,5 10 12,5 15
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Tabela 3: Matriz do planejamento fatorial 2* e respostas obtidas para Rhodotorula glutinis

Variaveis Respostas
Ensaios X X X X Biomassa umida* Carotendides Totais* Toruleno* B-caroteno*
voTr s e (g/L) ug/L ug/g Ms ug/L ug/g MS ug/L ug/g MS
1 -1 -1 -1 -1 0 0 0 0 0 0 0
2 +1 -1 -1 -1 9 0 0 0 0 0 0
3 -1 +1 -1 -1 45 684 78 298 34 288 33
4 +1 +1 -1 -1 0 0 0 0 0 0 0
5 -1 -1 +1 -1 66 823 108 11 2 41 5
6 +1 -1 +1 -1 41 0 0 0 0 0 0
7 -1 +1 41 -1 67 2068 162 980 77 699 55
8 +1 +1 +1 -1 74 0 0 0 0 0 0
9 -1 -1 -1 +1 26 581 469 14 12 27 22
10 +1 -1 -1 41 14 118 48 52 21 41 17
11 -1 +1 -1 +1 35 452 67 116 17 282 42
12 +1 +1 -1 41 0 0 0 0 0 0 0
13 -1 -1 +1 41 55 702 102 15 2 35 5
14 +1 -1 +1  +1 55 0 0 0 0 0 0
15 -1 +1 41 +1 67 1479 119 773 62 465 37
16 +1 +1 +1 +1 74 0 0 0 0 0 0
17 -2 0 0 0 73 1606 181 155 17 71 8
18 +2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
19 0 -2 0 0 53 305 43 9 1 17 2
20 0 +2 0 0 77 1690 150 154 14 139 12
21 0 0 -2 0 0 0 0 0 0 0 0
22 0 0 +2 0 68 1205 107 309 27 553 49
23 0 0 0 -2 47 985 124 643 81 244 31
24 0 0 0 +2 63 658 57 225 20 300 26
25 0 0 0 0 53 173 17 27 3 138 14
26 0 0 0 0 52 179 17 22 2 137 13

* Média de anadlises em triplicata

MS = Massa seca
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Tabela 4: ANOVA do modelo quadratico

Fontes de

2
Variacéo SQ GL QM Fcalculado Ftabelado R
Biomassa**
Regressao 15635,5 5 3127,1
Residuos 3537,9 21 168,5 18,56 2,14
Falta de ajuste 3495,8 19 184,0 82%
Erro Puro 42,1 2 21,1 8,72 9,40
Total 19173,5 26 737,4
Carotendides Totais (ug/g massa seca)**
Regressao 122541,4 3 40847,1
Residuos 131168,8 23 5703,0 7,16 2,34
Falta de ajuste 129907,2 21 6186,1 48%
Erro Puro 1261,6 2 630,8 9,81 9,44
Total 253710,2 26 9758,1
Carotendides Totais (ug/L de meio)**
Regressao 7745098,6 5 1549019,7
Residuos 2176046,8 21 103621,3 14,95 2,14
Falta de ajuste 1960109,8 19 103163,7 0.96 9 40 78%
Erro Puro 215937,0 2 107968,5 ! !
Total 9921145,4 26 381582,5
Toruleno (pg/g de massa seca)**
Regressao 10920,1 8 1365,0
Residuos 3211,5 18 178,4 7,65 2,04
Falta de ajuste 2964,4 16 182,3 77%
Erro Puro 247,2 2 123,6 1,48 9,28
Total 14131,6 26 543,5
Toruleno (ug/L de meio)*
Regressao 1346018,7 7 192288,4 951 2 06
Residuos 383994,9 19 20210,3 ! !
Falta de ajuste  345436,7 17 20319,8 1.05 932 78%
Erro Puro 38558,2 2 19279,1 ! !
Total 1730013,6 26 66539,0
B-caroteno (ug/g de massa seca)**
Regressao 4181,5 4 1045,4
Residuos 3253,6 22 147,9 7,07 2,22
Falta de ajuste 3184,9 20 159,2 56%
Erro Puro 68,7 2 34,4 4,63 9,44
Total 7435,1 26 286,0
B-caroteno (ug/L de meio)*
Regressao 593238,9 4 148309,7 916 282
Residuos 355994,8 22 16181,6 ! !
Falta de ajuste  340581,2 20 17029,1 63%
Erro Puro 15413,6 2 7706,8 2,21 19,45
Total 949233,7 26 36509,0

SQ = Soma de Quadrados; GL = Graus de Liberdade; QM = Quadrado Médio

Ftabelado regressdo = F (a; GLregressao; GLresiduos); Ftabelado falta de ajuste = F (a; GLfalta
de ajuste; GLerro puro)

*a=5%; **a=10%
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Através dos valores de R2 e Fcalculado e Ftabelado verificou-se a
adequacado e ajuste do modelo. Valores de R2 acima de 62% e coeréncia no F
teste permitiram que fossem obtidas superficies de resposta e equagdes para

as respostas.

Biomassa

O modelo obtido para essa resposta foi:

Biomassa (g) = 54,6 -10,1T-59T2+ 6,0 A+ 21,1 pH - 6,6 pH2
lembrando que T é a temperatura (°C) e A é a agitacdo (rpm).

A varidvel temperatura mostrou efeito negativo na producdao de
biomassa, a elevagao no valor da mesma provocando diminuicao no valor da
resposta. A agitacao teve efeito positivo na produgao de biomassa; conforme o
valor da varidvel aumentava, aumentava também o valor da resposta. O pH
teve efeito também positivo na producdo de biomassa. O volume de indculo
pareceu nao influenciar a produgdao de biomassa e nao houve interacao entre
as variaveis.

Através das superficies de resposta (Figura 1), pode-se observar que a
faixa otima de temperatura ficou entre 25 - 27°C, a de agitagao entre 220 -
260 rpm e de pH entre 7,0 - 8,0. O ensaio que mais se aproximou dessas

condigOes foi 0 7, com producao de 67 g/L de biomassa.
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Figura 1: Superficies de resposta para producdo de biomassa. a) Temperatura x pH; b)
Temperatura x Agitacdo; c) Agitacao x pH.

Carotendides Totais
Para a resposta em pg/g de massa seca nao foi possivel ajustar uma
equacdo e obter superficie de resposta, pois o valor de R2 foi muito baixo
(48%). Para a resposta em pg/L de meio de cultivo o modelo obtido foi:
Carotendides totais (ug/g de massa seca) = 535,2 - 411,8 T + 217,9 A
+ 235,3 pH - 168,4 T*A - 217,0 T*pH
A variavel temperatura teve efeito negativo na resposta. Acima de 31°C

houve nenhuma ou quase nenhuma producao de carotendides. A agitacao e pH
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tiveram efeito positivo. Valores baixos de agitagdao (<160 rpm) e de pH (<5,5)
permitiram muito pouca ou nenhuma produgao de carotendides. O volume de
indculo parece ndo afetar a resposta. Houve interacdo entre as variaveis
temperatura e agitagdo e maiores valores de resposta ocorreram com o
aumento da agitacao simultaneamente a diminuicdo da temperatura. Também
houve interagao entre temperatura e pH, sendo que maiores valores da
producdao de carotendides ocorreram com aumento de pH concomitantemente
a diminuicdo de temperatura.

Através das superficies de resposta geradas (Figura 2), pode-se
observar que a faixa 6tima de temperatura ocorreu entre 24 - 26°C, a de
agitacao entre 220 - 260 rpm e a de pH entre 7,0 - 8,0. O ensaio que mais se
aproximou dessas condicdoes foi o 7, com producdao de 2068 pug/L de

carotendides totais.
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Figura 2: Superficies de resposta para producdao de Carotendides Totais (ug/L de meio). a)
Temperatura x Agitacdo; b) Temperatura x pH; c) Agitacdao x pH.

Toruleno

Para a resposta em pg/g de massa seca o modelo obtido foi:
Toruleno (png/g) =6,6-9,1T+74A+47pH-50V +9,8V2

- 12,2 T*A - 6,3 T*pH + 7,3 A*pH

lembrando que V é o volume de indculo.

Para a resposta em pug/L de meio de cultivo o modelo obtido foi:
Toruleno (pg/L) = 80,0 - 102,7 T+ 98,5A + 79,9 pH + 79,4 V2
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- 136,1 T*A - 87,7 T*pH + 82,6 A*pH

A exemplo de carotendides totais, a varidvel temperatura teve efeito
negativo na produgao de toruleno, enquanto que a agitagao, o pH e o volume
de indculo tiveram efeito positivo. Acima de 31°C houve nenhuma ou quase
nenhuma producgao de toruleno. Valores baixos de agitacao (<160 rpm) e de
pH (<5,5) praticamente nao permitiram a produgao do pigmento. Houve
interacdo entre as varidveis temperatura e agitacdo e maiores valores de
resposta ocorreram com o aumento da agitagdo concomitantemente a
diminuicdo da temperatura. A interagdo temperatura x pH promoveu aumento
na producao de carotendides com aumento de pH simultaneamente a
diminuicdo de temperatura. Ja a interacdo agitacdo x pH promoveu aumento
na producdo de toruleno com os aumentos simultaneos das duas variaveis.

Através das superficies de respostas obtidas (Figura 3) pode-se observar
gue a faixa 6tima de temperatura ocorreu entre 24 - 27°C, a de agitagao entre
240 - 260 rpm, a de pH entre 7,08 - 8,0 e a de volume de inéculo entre 10 -
15%. O ensaio que mais se aproxima dessa faixa € o 7, com producdo de

toruleno de 980 pg/L de meio.
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Figura 3: Superficies de resposta para produgdo de Toruleno. a) Temperatura x Agitagdo; b)
Temperatura x pH; c) Agitacdao x pH.

[-caroteno

Para a resposta em ug/g de massa seca, nao foi possivel ajustar uma
equacao e obter superficie de resposta, pois o valor de R2 foi muito baixo

(56%). Para a resposta em pg/L de meio de cultivo o modelo obtido foi:

B-caroteno (pg/L) = 139,5-80,6 T+ 76,5A + 71,1 pH - 104,6 T*A

80



Notou-se que em temperaturas superiores a 31°C houve muito pouca ou
guase nenhuma producdo de B-caroteno. A agitagao abaixo de 160 rpm e pH
abaixo de 5,5 permitiram pouca ou nenhuma producdo do carotendide e o
volume de indculo pareceu nao afetar a resposta. Houve interacdao entre as
variaveis temperatura e agitacao e a producao de B-caroteno aumentou com o
aumento da agitacdo simultaneamente a diminuicao da temperatura.

Através das superficies de resposta geradas (Figura 4), foi possivel
observar que a faixa 6tima de temperatura foi entre 24 - 27 °C, a de agitacao
entre 230 - 260 rpm e a de pH entre 7,0 - 8,0. O ensaio mais préximo dessas

condigdes foi 0 7, com producao de 699 ug/L de B-caroteno.
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Figura 4: Superficies de resposta para producdo de B-caroteno. a) Temperatura x Agitacdo;
b) Temperatura x pH; c) Agitacao x pH.
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Avaliando-se o conjunto de respostas, notou-se que as faixas 6timas das
varidveis sdao muito préximas. Entdo, para a posterior producdo de
carotenodides utilizando manipueira como substrato, adotou-se como condicao
6tima a temperatura de 26°C, 250 rpm de agitacdao, pH 7,0 e 10% de volume
de indculo. O ensaio que mais se aproximou dessas condicdes foi o 7, que
utilizou temperatura de 25°C, 230 rpm de agitacao, pH 7,0 e 7,5% de volume
de indculo. A producdo de carotendides totais foi 2068 ug/L, a de toruleno foi
980 ug/L e a de B-caroteno foi 699 pg/L. A produgao em meio YM, sem a
otimizagcao (temperatura de 30°C, 200 rpm de agitacao, pH 6,0 e 10% de
volume de indculo), forneceu 899 ug/L de carotendides totais, 350 ug/L de
toruleno e 361 ug/L de B-caroteno. Isso significa que apds a otimizacao,
mesmo utilizando como substrato um residuo industrial, a producdo de
carotendides totais foi 2,3 vezes maior, a de toruleno 2,8 vezes maior e a de B-
caroteno 1,9 vez maior.

O crescimento de Rhodotorula rubra e Rhodotorula glutinis em meio
suplementado com caldo de cana e adicionado de extrato de levedura e
peptona foi avaliado por Squina et. al. (2002). Eles notaram que, de maneira
geral, uma maior producdo de carotendides era acompanhada de um menor
crescimento celular. A maxima produtividade foi obtida com 2,88 g/L de agucar
no caldo de cana, 10 g/L de extrato de levedura e 10 g/L de peptona. Nesta
condicdo, a producdo de carotendides totais foi de 426,6 ug/g de massa seca
ou 4,4 mg/L de meio para Rhodotorula rubra e 197,2 pug/g de massa seca ou
6,7 mg/L de meio para Rhodotorula glutinis, sendo aproximadamente trés
vezes maior que a produgdao no presente estudo. Apesar do maior rendimento,

deve-se ressaltar que o custo de producao nas condicdes utilizadas por estes
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autores, com o uso de extrato de levedura e peptona, além de caldo de cana, é
maior que com o uso de apenas manipueira, uma vez que peptona e extrato
de levedura sao adquiridos comercialmente a R$ 650,00/Kg e R$ 400,00/Kg,
respectivamente.

Tinoi et. al. (2005) também estudaram a producdao de carotendides de
Rhodotorula glutinis, utilizando como substrato farinha de residuo de feijao
verde hidrolisado, oriundo da producao de macarrao, como principal fonte de
nitrogénio e extrato de batata doce como principal fonte de carbono. A
condicdao o6tima para producao de carotenodides foi encontrada com 23,63 g/L
de farinha, 51,76 g/L de extrato de batata doce, pH 5,91, temperatura de
30,3°C, velocidade de agitacao de 258 rpm e tempo de incubacao de 94,78
horas. Nesta condicdo, o conteldo de carotendides totais foi 3,48 mg/L de
meio de cultivo, cerca de 70% mais elevado que neste trabalho. Apesar da
producdao ser maior, a farinha de feijao verde hidrolisado ndo é comumente
encontrada no Brasil.

Aksu e Eren (2005) avaliaram os efeitos do pH, temperatura, taxa de
aeracdao, concentracdao de aclUcar e concentracdo de sulfato de amonia,
independentemente, na producao de carotendides de Rhodotorula
mucilaginosa. O pH e temperatura 6timos para a producdo de carotenodides
foram determinados como 7,0 e 30°C, respectivamente. A concentracao de
carotenodides totais foi significativamente aumentada com o aumento da taxa
de aeracdao para mais de 2,4 vvm. Uma concentracdo inicial de sulfato de
amobnia de 2 g/L promoveu a producdao maxima de carotendides. Glicose,
melago de sacarose e lactose de soro de leite foram escolhidos como fonte de

carbono e, de maneira geral, um aumento na concentracdo de acucar
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promoveu aumento da producdo de carotendides totais. A maior concentracao
de carotenodides (89 mg de carotendides totais/litro de caldo fermentado) foi
obtida quando 20 g/L de melaco de sacarose foram utilizados como fonte de
carbono. O fato do melaco de sacarose fornecer mais acucar para a levedura
pode explicar a producao de carotendides totais 4 vezes maior que no presente
estudo. Porém, o melaco de sacarose é um produto comercial ja destinado em
grande escala a producao industrial, ao contrario de manipueira, cuja utilizacao
industrial é ainda irrisoria, e seu uso implica em custos maiores que o uso da

manipueira, considerando que sao utilizadas toneladas na produgao industrial.
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CONCLUSAO

A manipueira mostrou-se um bom substrato para o crescimento da
levedura Rhodotorula glutinis. Das sete respostas, cinco forneceram equacgoes
ajustadas e superficies de resposta. As condicdes otimas obtidas através do
planejamento experimental foram: temperatura de 26°C, 250 rpm de agitacgao,
pH 7,0 e 10% de volume de indculo. Sob essas condicdes, a producao de
carotenodides (2068 pg/L) se mostrou mais que o dobro quando comparada ao

tradicional meio YM (899 ug/L).
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Capitulo 4

Cinética de degradagdo de toruleno, licopeno

e beta-caroteno em sistemas modelos
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RESUMO

Por serem moléculas altamente insaturadas, carotendides sdo bastante
susceptiveis a degradacdao. Este trabalho avaliou a estabilidade de trés
carotendides, B-caroteno, toruleno e licopeno, em sistemas modelos de baixa
umidade, compostos de celulose microcristalina, a temperatura ambiente, na
presenca ou auséncia de luz. Licopeno foi o carotendide que mais sofreu
degradacdo, tanto na presenca quanto na auséncia de luz. Sob exposicao a luz,
a constante de velocidade de reacao do licopeno foi trés vezes maior que a do
B-caroteno e dez vezes maior que a do toruleno. No escuro, foi 14,5 vezes

maior que a do B-caroteno e 30 vezes maior que a do toruleno.

Palavras-chave: Toruleno; Sistemas modelos; Cinética de degradacao.
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ABSTRACT

Because they are highly unsaturated, carotenoids are very susceptible to
degradation. This study evaluated the stability of three carotenoids, B-
carotene, lycopene and torulene, in low moisture model systems, composed of
microcrystalline cellulose, at room temperature in the presence or absence of
light. Lycopene was the carotenoid that suffered greater degradation, both in
the presence or absence of light. With light exposure, the reaction rate
constant of lycopene was three times greater than that of B-carotene and ten
times higher than that of torulene. In the dark, it was 14,5 times greater than

that of B-carotene and 30 times higher than that of torulene.

Key words: Torulene; Model systems; Degradation kinetics.
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INTRODUCAO

Somado a sua capacidade corante, carotendides tém grande importancia
do ponto de vista nutricional, ja que alguns possuem atividade pro-vitaminica
A. Em adicdo a essas importantes funcdes, ha evidéncias de que eles podem
proteger humanos de doencas graves como doencas de pele, doencas
cardiovasculares, varias formas de cancer, degeneracdo macular e catarata
(Olson, 1999; Moeller et. al., 2000; Handelman, 2001; Krinsky, 2001;
Meléndez-Martinez et. al., 2004; Gerth et. al., 2004; Tapiero et. al., 2004;
Krinsky & Johnson, 2005; Voutilainen et. al., 2006; Nishino et. al., 2009).

Por outro lado, devido a presenca de uma longa cadeia de duplas
ligacbes conjugadas, os carotendides sdao muito susceptiveis a degradacao
oxidativa. Os principais fatores que influenciam a oxidagcao desses pigmentos
sao temperatura, luz e oxigénio (Rodriguez-Amaya, 1999). Dada a
complexidade das matrizes carotenogénicas, a percepcdo do mecanismo e dos
fatores que influenciam na degradacao de carotendides tem sido conseguida
mais facilmente em sistemas modelos (Rodriguez-Amaya, 1993).

Padula (1999) acompanhou a cinética de degradacdo de B-caroteno, na
presenca e auséncia de luz, e a formacdo de compostos de degradacao nao-
volateis em sistema modelo de baixa umidade, composto por celulose
microcristalina (CMC). O trabalho foi conduzido a temperatura de 30°C para
simular a estocagem de alimentos desidratados. Na auséncia de luz foi
observada cinética de primeira ordem, com constante K = 0,13 mg de B-
caroteno.g.dia?, enquanto que na presenca de luz a cinética de ordem zero

foi a que melhor se adequou, com valores de K = -0,31 e -0,16 mg de B-
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caroteno.g.dia. Os produtos n&o-volateis formados foram epoxicarotendides,
apocarotendides, hidroxicarotendides e isbmeros cis de B-caroteno.

Ferreira e Rodriguez-Amaya (2008) avaliaram licopeno e B-caroteno em
sistema modelo composto de celulose microcristalina, na luz e no escuro, e
obtiveram resultados similares. Em 10 dias, 77% do licopeno foi degradado no
escuro e 95% na luz, e em 20 dias 74% do B-caroteno foi degradado no escuro
e 92% na luz. Os modelos cinéticos obtidos por eles foram de primeira ordem
e o0s parametros cinéticos encontrados foram, no escuro: constante de
velocidade de reacao (ug/dia) de 0,146 e 0,068 e tempo de meia-vida 4,8 e 10
dias, para licopeno e B-caroteno, respectivamente; e na luz: constante de
velocidade de reagao (ug/dia) de 0,295 e 0,128 e tempo de meia-vida 2,4 e
5,4 dias, para licopeno e B-caroteno, respectivamente. Na auséncia de luz, a
constante de velocidade de reacao foi aproximadamente duas vezes maior
para licopeno que para -caroteno, e na presenca de luz foi 2,3 vezes maior.

O objetivo do presente trabalho foi avaliar a cinética de degradacdo de
toruleno, licopeno e B-caroteno, em sistemas modelos de baixa umidade, na

presenca e auséncia de luz.
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MATERIAL E METODOS

Levedura, condicoes de cultivo e obtencao de biomassa

A levedura (NCYC 1576) utilizada, as condigoes de cultivo e a obtengao

de biomassa foram as mesmas descritas no Capitulo 2.

Obtencdo dos carotenodides

Licopeno e p-caroteno foram isolados a partir dos carotendides
extraidos de melancia e cenoura, respectivamente. O toruleno foi isolado
através da separacdo dos carotendides extraidos da levedura por
cromatografia em coluna aberta de 6xido de magnésio e hyflosupercel, na
proporcao 1:1, como fase estaciondria, e éter de petrdleo e acetona em
diferentes proporcées como fase mével (Rodriguez-Amaya, 1999). A extracdo
dos carotendides de levedura, melancia e cenoura foi realizada conforme
descrito no Capitulo 2. A pureza dos carotendides licopeno e B-caroteno ficou

acima de 95%, e para toruleno cerca de 90%.

Montagem do sistema modelo

Utilizou-se como suporte sdélido do sistema modelo de baixa umidade
celulose microcristalina (CMC), da marca Synth (Labsynth, Sao Paulo, Brasil).
Esta foi previamente seca em estufa a 75°C por 24 horas.

Cada carotendide isolado foi dissolvido em cloreto de metileno e
misturado com CMC em béquer encapado com papel aluminio e

homogeneizado com baqueta de vidro. Quando visualmente a homogeneizagao
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parecia completa, a mistura foi levada ao dessecador sob vacuo por duas a
trés horas para evaporagao do solvente.

Os sistemas modelos foram entdao acondicionados em saquinhos de
polietileno transparente, em quantidade aproximada de 4 g, com
aproximadamente 40 a 50 pg do pigmento. Os saquinhos foram selados em
seladora térmica, permitindo que a matriz se espalhasse numa area de 100
cm2. A disposicao dos saquinhos foi feita aleatoriamente numa superficie de
marmore de 95 x 204 cm (Figura 1). O ambiente foi iluminado com sete
lampadas fluorescentes do tipo luz do dia (branca) de 110 W e uma de 32 W,
suspensas a uma altura de 170 cm da superficie dos saquinhos. A intensidade
luminosa foi medida com luximetro marca Testo modelo 545 (Texto AG,
Lenzkirch, Alemanha). A umidade relativa do ar durante o experimento, de
acordo com o CEPAGRI/UNICAMP, foi registrada. A temperatura também foi
monitorada. Para avaliacdo da degradacao na auséncia de luz, os saquinhos
dispostos na superficie de marmore foram protegidos da luminosidade por uma
capa de polietileno preta e opaca revestida de papel aluminio.

A espessura do filme de polietileno transparente dos saquinhos foi
determinada por meio de micrometro de ponta plana da marca Starret (L. S.
Starrett Company, Massachussets, EUA), modelo n® 732, com resolugao de
0,01 mm. A taxa de permeabilidade ao oxigénio deste filme foi determinada
em equipamento Oxtran (Mocon Company, Minneapolis, EUA), modelo 2/20,
pelo método coulométrico, segundo procedimento descrito nas normas da
American Society for Testing and Materials (1997).

A percentagem de transmissao de luz especular no filme de polietileno

foi determinada em espectrofotometro UV-visivel de duplo feixe, marca Perkin
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Elmer (Perkin Elmer, Massachussets, EUA), modelo Lambda, na faixa de 300 a

800 nm.

10 cm

10 cm

B /[

Figura 1: Esquema da disposicao dos saquinhos contendo
carotendide impregnado em celulose microcristalina: Amarelo = B-
caroteno; Laranja = licopeno e Rosa = toruleno

Quantificacdao dos carotendides

O periodo experimental durou 15 dias, com andlises de cada
carotendide, na presenca ou auséncia de luz, de trés em trés dias, retirando-se
3 saquinhos para cada analise.

Os carotendides foram extraidos dos sistemas modelos por acetona

seguida por filtragem em funil de placa sinterizada, de porosidade G2, estas

97



operacdes sendo repetidas até que a celulose microcristalina ficasse incolor. Os
carotendides foram transferidos da acetona para éter de petréleo por particdo
em funil de separacdao, com adicdo de agua destilada para separacdao das
fases. A lavagem com agua foi repetida 4-5 vezes para a remocao da acetona.
O extrato etéreo foi seco com sulfato de sédio anidro e concentrado em
evaporador rotativo quando necessario (Rodriguez-Amaya, 1999).

Para a quantificacdo dos carotendides, o extrato foi transferido para um
baldo volumétrico, o volume foi completado com éter de petrdleo e fez-se a
leitura em espectrofotometro Beckman DU 640 (Beckman Coulter, Maryland,
EUA) no comprimento de onda correspondente a cada carotendide. A
concentracdo foi calculada de acordo com a férmula fornecida por Davies

(1976).

Analise dos resultados

As porcentagens de carotendides remanescentes foram analisadas por
regressao linear, a qual permitiu definir o modelo matematico mais adequado a
cinética de reacao destes pigmentos. Com a definicdo da ordem de reacao (n)
foram calculados as constantes de velocidade de reagao (k) e o tempo de
meia-vida (ti;) dos carotendides, em cada tratamento experimental, segundo

equacgao apresentada por Labuza (1982).
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RESULTADOS E DISCUSSAO

O filme de polietileno apresentou uma taxa de permeabilidade ao
oxigénio de 5740 + 130 cm3.m™?.dia?, transmissdo de luz de 85 * 3% e
espessura de 38 + 1 uym. A alta taxa de permeabilidade do filme ao oxigénio
demonstra a sua grande disponibilidade para a degradacdo dos carotenodides
no sistema modelo.

A intensidade luminosa incidida sobre os sistemas modelos foi obtida
pela média de um total de 108 afericdes, sendo 281 + 20 lux. Deste total,
aproximadamente 239 lux poderiam ter atingido os sistemas, uma vez que a
transmissdo de luz através do filme plastico foi 85%. A temperatura ambiente
manteve-se entre 23 e 28°C, com uma média de 26 + 2°C, e a umidade
relativa do ar ficou entre 20 e 86%, com uma média de 39 + 27°C. A grande
variagao de umidade relativa deve-se ao fato de intercalarem-se dias secos
com dias de chuva durante o periodo do experimento.

A Tabela 1 apresenta as concentracdes dos carotendides ao longo do

periodo experimental e as porcentagens de perdas de carotendides.
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Tabela 1: Concentracoes e porcentagens de perda de carotendides

durante estocagem em sistemas modelos de baixa umidade

Carotenoide/ Tempo (dias) Concentracgao % de perda do
Tratamento (pg)* carotenodide
B-caroteno
Escuro 0 58,8 £ 0,1 0
3 51,8 £ 1,3 12
6 50,1 +1,0 15
9 48,7 £ 0,6 17
12 44,5 £ 1,4 24
777777777777777777777777777777777777777777777777 15 43,7 £ 0,7 26
Luz 0 58,9 £ 0,1 0
3 44,3 £ 0,8 25
6 28,8 £ 0,2 51
9 21,5+ 1,8 64
12 13,4+ 0,8 77
15 9,9 £ 4,7 83
Toruleno
Escuro 0 28,9 £ 0,2 0
3 28,6 £ 0,2 1
6 27,6 £ 0,1 5
9 27,5+ 0,2 5
12 26,3 £ 0,2 9
,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,, 15 25,2+ 1,4 13
Luz 0 28,9 £ 0,2 0
3 24,2 £ 3,4 16
6 22,9+ 0,2 20
9 20,5 £ 0,6 29
12 18,4 £ 0,8 36
15 16,5 = 0,3 43
Licopeno
Escuro 0 45,3 £ 0,4 0
3 11,6 £ 0,1 74
6 8,7+0,2 81
9 7,8 +0,3 83
12 7,5+ 0,0 84
,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,, 15 6,9 +0,3 85
Luz 0 45,3 £ 0,4 0
3 9,3+0,8 80
6 51+0,4 89
9 4,2 £ 0,6 90
12 3,1+£0,2 93
15 2,9 £ 0,5 94

*Médias de analises em triplicata
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A Figura 2 mostra os graficos das porcentagens de B-caroteno restantes,
na presenca ou auséncia de luz, e seus logaritmos neperianos em funcdo do
tempo de estocagem. Na presenca de luz, a degradacdo desse carotendide
atingiu 50% e foi possivel definir um modelo de cinética de reacao de primeira
ordem. Na auséncia de luz, a degradagao nao alcancou 50%. Segundo Labuza
(1982), nao é possivel definir claramente a ordem cinética quando a extensao
de degradacdo é inferior a 50%. No entanto, para ser coerente com os outros
resultados deste trabalho e com a ordem demonstrada por B-caroteno e
licopeno em trabalhos anteriores (Ferreira e Rodriguez-Amaya, 2008), a

primeira ordem foi escolhida para o sistema modelo de 3-caroteno no escuro.

Beta-caroteno - Escuro A Beta-caroteno - Escuro B
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Figura 2: Progressdao da degradacdo de B-caroteno em sistema modelo de celulose
microcristalina mantido no escuro (A e B) e na luz (C e D).
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A Figura 3 ilustra os graficos das porcentagens de toruleno remanescente, na
presenca ou auséncia de luz, e seus logaritmos neperianos em funcdo do tempo de
estocagem. Em nenhum dos dois casos toruleno atingiu degradacao de 50%. Com as
mesmas razdes apresentadas para B-caroteno, a primeira ordem foi escolhida para

este carotendide.
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Figura 3: Progressdo da degradacdo de toruleno em sistema modelo de celulose
microcristalina mantido no escuro (A e B) e na luz (C e D).
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A Figura 4 ilustra os graficos das porcentagens de licopeno
remanescente, na presenca ou auséncia de luz, e seus logaritmos neperianos
em fungao do tempo de estocagem. Os graficos 4A e 4C sao tipicos de cinética
de reacao de primeira ordem. Como mais de 80% do licopeno foi degradado
nos 6 primeiros dias e a concentragdo manteve-se em valores muito préximos
nos dias seguintes, os graficos de logaritmos neperianos em funcao do tempo
de estocagem foram feitos apenas até o 6° dia, para obtencdo de uma

constante de velocidade de reacao mais adequada.
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Figura 4: Progressdao da degradacdao de licopeno em sistema modelo de celulose
microcristalina mantido no escuro (A e B) e na luz (C e D).
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A Tabela 2 apresenta os valores das constantes de velocidade de reagao,
tempos de meia-vida e coeficientes de correlacdo para os carotendides no

escuro e sob exposicao a luz.

Tabela 2: Parametros cinéticos da degradacao de carotendides em
sistema modelo de celulose microcristalina, mantidos na luz e no

escuro.

, . . . Coeficiente de
Carotendide Tratamento K (upg.dia?) t,,, (dias) .
correlagcao (R2)

Escuro 0,019 36,5 0,94
[3-caroteno

Luz 0,121 5,7 0,99
Escuro 0,009 77,0 0,94

Toruleno
Luz 0,036 19,3 0,99
Escuro 0,277 2,5 0,89

Licopeno
Luz 0,368 1,9 0,94

Pelas porcentagens de perdas de carotendides (Tabela 1), constantes de
velocidade de reacao e tempos de meia-vida (Tabela 2), o licopeno foi o
carotendide que mais degradou na presenca e auséncia de luz, tanto que até o
sexto dia mais de 80% do pigmento ja havia sido degradado. A segunda maior
degradagdo aconteceu com o B-caroteno, tanto na auséncia como na presenga
de luz. O toruleno foi o carotendide que se mostrou mais estavel, nas duas
condigdes.

Na presenca de luz, a constante de degradacao do licopeno foi trés

vezes maior que a do B-caroteno e dez vezes maior que a do toruleno. No
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escuro, foi 14,5 vezes maior que a do B-caroteno e 30 vezes maior que a do
toruleno.

A maior estabilidade de B-caroteno em relacdo ao licopeno é facilmente
explicada estruturalmente. Embora ambos tenham 11 duplas ligagdes
conjugadas, o licopeno é aciclico enquanto que duas duplas ligacbes
conjugadas do p-caroteno estdao em anéis (Figura 5), dificultando o

deslocamento dos seus elétrons junto com os das duplas na cadeia.

\\\\\\\\\\\\A)

B)

AN

Figura 5: Estrutura dos carotendides A) Toruleno; B) B-caroteno e C) Licopeno.

Ferreira e Rodriguez-Amaya (2008) avaliaram licopeno e B-caroteno em
sistemas modelos aquoso e de baixa umidade composto de celulose
microcristalina, na luz e no escuro. Os dois carotendides seguiram modelo
cinético de reacao de primeira ordem em todos os sistemas modelos. O

licopeno degradou muito mais rapidamente que o B-caroteno. No sistema
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modelo de baixa umidade, a taxa de degradacao do licopeno foi 2,3 vezes
maior que a do B-caroteno sob iluminacdo. Ja no escuro, foi 2,1 vezes maior.
No sistema modelo aquoso, licopeno degradou 7,5 vezes mais rapidamente
que B-caroteno na luz e 4 vezes mais rapidamente no escuro. Estas diferencas
sao menores que as observadas nesse trabalho.

A estabilidade marcante do toruleno, especialmente em comparagdao com
licopeno e B-caroteno, ndao pode ser explicada estruturalmente. Toruleno tem
13 duplas ligagdes conjugadas, 12 na cadeia, o que deveria proporcionar maior
susceptibilidade a degradacao do que licopeno e (-caroteno.

Pode ser alegado que o resultado inesperado € devido ao erro
experimental. Para licopeno e B-caroteno, porém, os resultados do presente
trabalho sdao contundentes com os de Ferreira e Rodriguez-Amaya (2008).
Além disso, os estudos de degradacdao foram conduzidos simultaneamente,
portanto em condigdes iguais para os trés carotendides e com procedimentos
experimentais e analiticos também equivalentes. Visualmente, chamou atencao
a perda rapida de cor do licopeno e a manutangao de cor do toruleno.

Maiores investigacdes devem ser realizadas para explicar a
surpreendente estabilidade de toruleno extraido de levedura. Como B-caroteno
e licopeno foram extraidos de fontes vegetais e toruleno de levedura, uma
possibilidade é que alguma substancia estabilizante foi co-extraida com o

toruleno.
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CONCLUSAO

Como pode ser explicado estruturalmente, o licopeno, que é aciclico, foi
mais susceptivel a degradacao que o diciclico B-caroteno, ambos tendo 11
duplas ligagbes conjugadas. A grande estabilidade do toruleno, que possui 12
duplas ligagdbes na cadeia e uma em anel, ndao pode ser explicada
estruturalmente. Maiores estudos devem ser realizados para justificar tal

estabilidade.
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Capitulo 5

Estudo de compostos voldteis provenientes

da degradagdo de toruleno
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RESUMO

O toruleno é um carotendide que apresenta grande potencial para ser
utilizado em alimentos, mas esta sujeito a degradacgao, caracteristica do grupo.
Assim, conhecer seu mecanismo de degradagao e formagao de compostos
volateis e nao-volateis torna-se necessario. O objetivo deste estudo foi
investigar a formacdo de compostos de degradacgao volateis de toruleno. Esse
processo promoveu a formacao de diversos compostos. Entre os majoritarios,
destacou-se a formacao de metacroleina, prenal, 2,6-dimetil-hepta-2,4-dieno,
6-metil-hept-5-en-2-ona, 2-etil-hexanol, 2-etenil-1,3,3-trimetil-ciclohexeno,
3,3-dimetil-acetaldeido-ciclohexilideno e B-ionona, além de ionona, embora em
peguena proporgao. A partir das estruturas moleculares destes compostos foi
possivel sugerir um possivel esquema de clivagem oxidativa do toruleno,

apesar do mecanismo nao poder ser ainda completamente elucidado.

Palavras-chave: Carotendides; Compostos volateis; Degradacao oxidativa;

Mecanismo de degradacgao.
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ABSTRACT

Torulene is a carotenoid that has great potencial for use in foods, but is
subject to degradation, characteristic of the group. Thus, knowing its
mechanism of degradation and the formation of volatile and nonvolatile
compounds becomes necessary. The aim of this study was to investigate the
formation of volatile compounds from the degradation of torulene. This process
promoted the formation of many compounds. Among the major compounds,
the formation of methacrolein, prenal, 2,6-dimethyl-hept-2,4-diene, 6-methyl-
hept-5-en-2-one, 2-ethyl-hexanol, 2-ethenyl-1,3,3-trimethyl-cyclohexene, 3,3-
dimethyl-cyclohexilidene acetaldehyde and B-ionone was prominent. From the
molecular structures of these compounds, a possible scheme of oxidative
cleavage of torulene can be suggested, although the mechanism is far from

being completely elucidated.

Key wors: Carotenoids; Volatile compounds; Oxidative degradation;

Degradation mechanisms.
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INTRODUCAO

Devido a presenca de uma longa cadeia de duplas ligacdes conjugadas,
os carotendides sao muito susceptiveis a degradacdao. Tanto a isomerizagao
como a oxidacdo ocorrem, mas esta Ultima é a principal causa da perda de
carotenoides.

Ao contrario da oxidacdo lipidica, para a qual ha informacgdes detalhadas
das diferentes reagdes que constituem o processo, seus produtos de
decomposicdo volateis e nao-volateis e seus mecanismos de reacdo, a
oxidagdo de carotendides ainda nao estd bem elucidada. O conhecimento das
reacdes e mecanismos subjacentes da degradacao oxidativa dos carotendides é
necessario, ndo apenas para evitar perdas destes compostos durante o
processamento e estocagem de alimentos, mas também para avaliar as
implicacdes na saude humana (Rodriguez e Rodriguez-Amaya, 2007).

King et. al. (1997) e Aust et. al. (2003) sugeriram que produtos da
degradacao de carotendides estimulam a comunicagdao célula-célula via gap
junctions, que parece ser um dos processos relacionados a prevencao de
cancer. Contudo, produtos da clivagem do B-caroteno sdao muito reativos,
podendo participar de reacdes de oxidacao de lipidios e até mesmo promover
autoxidacao (Young e Lowe, 2001). Produtos de sua degradacao oxidativa
contribuem com o efeito carcinogénico e dificultam a fosforilacdo oxidativa
(Siems et. al.,, 2002), podendo, entdo, ser potencialmente toxicos
(Sommerburg et. al., 2003).

Alguns compostos de aromas sao derivados da degradacao dos

carotendides. Esses produtos volateis sdao desejaveis em alguns casos, por
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fazerem parte do aroma caracteristico de vinhos (Mendes-Pinto, 2009; Ferreira
et. al., 2008), madeira de carvalho (Nonier et. al., 2004), cha preto
(Ravichandran, 2002), paprica (Cremer e Eicher, 2000; Rios et. al., 2007),
tomate e melancia (Lewinsohn et. al.,, 2005). Em alguns casos sao
indesejaveis, formando odor estranho como no caso de cenoura desidratada
(Falconer et. al., 1964) e alguns tipos especificos de vinho (Rapp e Marais,
1993).

Rodriguez e Rodriguez-Amaya (2007) investigaram a degradagao
oxidativa de B-caroteno em sistemas modelos aquoso e de baixa umidade, em
temperatura ambiente, sob auséncia ou exposicdo a luz, em comparagdo com
epoxidacao com acido m-cloroperbenzdico (MCPBA) e clivagem oxidativa com
KMnO,. A presenca de produtos de oxidacdo também foi verificada em
produtos processados. A oxidagao de B-caroteno produziu B-apo-15-carotenal,
B-apo-14'-carotenal, B-apo-12’-carotenal e PB-apo-10’-carotenal, que foram
encontrados no sistema modelo de baixa umidade, na presenca e auséncia de
luz, e no sistema modelo aquoso exposto a luz. B-apo-8’-carotenal e semi-B-
carotenona apareceram no sistema modelo aquoso mas nao foram detectados
no sistema modelo de baixa umidade. B-caroteno-5,6-epdxido e B-caroteno-
5,8-epoxido foram detectados em ambos os sistemas modelos. B-caroteno-
5,6,5',8’-diepoxido e B-caroteno-5,8,5’,8'-diepdxido foram encontrados apenas
no sistema modelo de baixa umidade mantido no escuro. Alguns destes
compostos foram encontrados também em suco de manga, suco de acerola e
damasco seco, e os produtos da oxidacdo comuns aos trés alimentos foram
trans-pB-caroteno-5,8-epdxido, 9-cis-B-caroteno e 13-cis-B-caroteno. A nao

deteccdo de um composto, porém, nao significa que este nao foi formado;
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apds formacdo, sua transformacao rapida pode impedir o acumulo de
guantidades significativas para permitir a sua detecgao.

Rodriguez e Rodriguez-Amaya (2009) investigaram também a
degradacao oxidativa de licopeno nas mesmas condigdes que PB-caroteno,
apenas sob exposicao a luz. A presenca de produtos de oxidacdo foi verificada
também em suco de tomate, massa de tomate, extrato de tomate, suco de
goiaba e goiabada. Apo-12’-licopenal, 2,6-ciclolicopeno-1,5-diol, 13-cis-
licopeno e 9-cis-licopeno foram encontrados nos sistemas modelos aquoso e de
baixa umidade e em todos os produtos processados. Licopeno-1,2-epdxido,
2,6-ciclolicopeno-1,5-epéxido e cis-2,6-ciclolicopeno-1,5-epoxido  foram
encontrados nos dois sistemas modelos e em todos os alimentos processados,
exceto em goiabada. Apo-8'-licopenal esteve presente nos dois sistemas
modelos e em suco de tomate, massa de tomate e extrato de tomate. J& apo-
6’-licopenal foi encontrado nos dois sistemas e em suco de tomate, extrato de
tomate e goiabada.

O objetivo deste estudo foi investigar a degradagao oxidativa de
toruleno, em sistema modelo de baixa umidade, caracterizando os compostos

volateis formados.
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MATERIAL E METODOS

Obtencao do toruleno

Toruleno foi produzido pela levedura Rhodotorula glutinis, linhagem
NCYC1576, em manipueira, a 26°C e 250 rpm, por 144 horas. Os carotendides
da biomassa foram extraidos conforme descrito no Capitulo 2 e isolados por
cromatografia em coluna aberta (CCA) conforme descrito no Capitulo 4. O
toruleno em solugdao etérea foi quantificado espectrofotometricamente a 483
nm e a concentracao foi corrigida de acordo com a pureza da solugao

determinada por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE).

Preparacao do sistema modelo

O sistema modelo foi preparado dissolvendo-se toruleno em cloreto de
metileno e misturando-se com celulose microcristalina, marca Synth
(Labsynth, Sao Paulo, Brasil), de acordo com o procedimento utilizado por
Padula (1999). A celulose microcristalina foi previamente seca em estufa a
temperatura de 75°C por 24 horas. A mistura foi feita em um almofariz de
porcelana com pistilo e homogeneizada até que o toruleno estivesse,
visualmente, uniformemente distribuido sobre a celulose. O cloreto de metileno
e 0 oxigénio adsorvido neste processo foram removidos mantendo o sistema
modelo preparado em dessecador sob vacuo por duas horas. Todas as etapas
foram conduzidas protegidas da luz. O sistema modelo continha, ao final,

aproximadamente 1 mg de toruleno por grama de sélido seco.
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Porcdes de aproximadamente 500 mg do sistema modelo (toruleno +
celulose microcristalina) foram adicionadas em frascos de vidro de 25 mL
imediatamente tampados com septos de silicone, com parte interna de PTFE
(politetrafluoretileno). A atmosfera do frasco foi modificada com a injecao de
gas nitrogénio por 5 minutos. Para promover a degradacao, um jato de gas
oxigénio foi inserido no frasco durante 5 minutos e estes foram armazenados
em estufa a temperatura de 35°C, protegidos da luz, na posicao horizontal,
para aumentar a area de superficie em contato com oxigénio, e mantidos 24

horas nessas condigoes.

Captura dos compostos volateis

A Figura 1 esquematiza o procedimento de obtencao dos compostos
volateis formados a partir da oxidacao do toruleno, segundo a metodologia
proposta por Kobori (2010). Utilizando a técnica de microextracao por fase
solida (SPME), uma fibra SPME de revestimento misto DVB/Car/PDMS (2 cm X
50/30 um, Supelco, Bellefonte, PA, USA) foi utilizada para capturar os volateis
no espaco confinado (headspace - HS) entre a amostra e o frasco vedado. A
fibra foi pré-condicionada de acordo com as instrucdes do fabricante: 270°C
por uma hora.

O frasco permaneceu a 359C por 20 minutos para equilibrar a
temperatura. Entdo, a fibra foi introduzida no mesmo através de um septo de
silicone e exposta ao headspace a 35°C por 30 minutos. Apds o término do
tempo de exposicao da fibra, esta foi removida do frasco e inserida no injetor

do cromatégrafo gasoso. Esse procedimento foi realizado para as amostras sob
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atmosfera de nitrogénio (controle) e sob atmosfera de oxigénio para promover

a degradacao.

2 Yo

Homogeneizagdo
(CMC + toruleno)

<:| Circulagdo de ar
a
.

Remocdo de Pesagem Lacre com septo
Isolamento solvente e O, dos frascos de silicone
do toruleno
@ 350C
L -
—
eems

Dessorgdo da

fibra SPME Extracdo de Estufa - posig&o Vedagdo com Fluxo de O, por
volateis por SPME horizontal Parafilm 5 minutos

Figura 1: Esquema proposto para a obtencdo de compostos volateis provenientes da
oxidacgao de toruleno (Kobori, 2010).

Condi¢oes cromatograficas para CLAE

A anadlise por CLAE (Cromatografia liquida de alta eficiéncia), para
verificar a pureza do toruleno, foi conduzida em um méddulo de separacao
Waters, modelo 2690 (Waters Co., Milford, EUA), equipado com bomba
quaternaria, injetor manual Rheodyne (modelo 7725i), degasser a vacuo na
linha e detector de arranjo de diodos (modelo 996), controlado por software
Millenium versdo 3.2. Foi utilizada coluna monomeérica Cis, Spherisorb ODS2, 3

um, 4,6 x 150 mm. A fase moével foi composta de acetonitrila, metanol e
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acetato de etila, em gradiente linear iniciando com de 65:35:0 (v/v/v) alterado
para 65:18:17 (v/v/v) , em 4 minutos, a ultima proporcao mantida até o final
da corrida (45 minutos). A temperatura foi de aproximadamente 22°C e o
tempo de re-equilibrio da coluna foi de 15 minutos. A vazdo foi de 0,5 mL/min

e 0 volume de amostra injetado foi de 10 pL.

CondicOGes cromatograficas para a analise de volateis (GC/MS)

Os compostos volateis foram analisados em um cromatdgrafo gasoso,
acoplado a um espectrometro de massas, Shimadzu GC/MS, modelo QP2010
Plus (Shimadzu Co., Kyoto, Japao). A dessorcao térmica dos volateis da fibra
SPME foi realizada no injetor do cromatdgrafo a 250°C, utilizando o modo
splitless, com a abertura da valvula de divisdo em 2 minutos na razao de 1:20.
Foi utilizado insersor proprio para a dessorcao da fibra de SPME, com diametro
interno de 0,8 mm. A separagao dos compostos ocorreu em uma coluna capilar
de silica fundida de fase estacionaria constituida de 5% fenil e 95%
dimetilsiloxisano, Zebron ZB-5MS (Phenomenex Inc., Califérnia, USA) de 30 m
x 0,25 mm d.i.x 0,25 ym de espessura de fase estacionaria. Gas hélio foi
utilizado como gas de arraste, a uma vazdo constante de 1,2 mL/min. A
programacao da temperatura da coluna foi iniciada a 40°C, permanecendo
nesta temperatura por 2 minutos, em seguida elevando com uma taxa de 2
O0C/min até atingir 150°C, quando foi aumentada a uma razdo de 25 ©°C/min
até 250°C, na qual foi mantida por 5 minutos. O espectrometro de massas foi
operado utilizando uma fonte de ionizacdo por impacto de elétrons a +70 eV e
analisador de massas tipo quadrupolo com varredura entre 40 a 350 m/z. A

interface GC/MS e a fonte de ions foram mantidas a 230°C.
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Identificacdo dos compostos volateis de degradacao

Os compostos volateis foram, primeiramente, tentativamente
identificados através da comparacao dos espectros de massa obtidos com os
fornecidos pela biblioteca do National Institute of Standards and Technology
(NIST). Adicionalmente, foram comparados os indices de retengao relativa -
indice de Kovatz (IK) - obtidos experimentalmente com valores ja reportados
na literatura. Para calculo do IK, uma mistura de padrbes de alcanos foi
injetada no cromatégrafo, nas mesmas condicdes acima citadas, aplicando-se
a seguinte equacgao:

100[(logt', X) = (logt's Z)]
[(logt'y Z +1) — (log(t'r £)]

IK =100 Z +

sendo X o analito de interesse, t'RX o tempo de retencao ajustado de X, Z o
nimero de atomos de carbono do hidrocarboneto com o tempo de retencao
imediatamente anterior ao tempo de retengao de X, t'RZ o tempo de retencgao
ajustado de Z e t'RZ+1 o tempo de retengao imediatamente posterior ao tempo

de retencgdo de X (Jennings e Shibamoto, 1980).

RESULTADOS E DISCUSSAO

A Figura 2 mostra os cromatogramas dos compostos volateis capturados
do headspace das amostras, em atmosfera de nitrogénio ou oxigénio. A Figura

3 mostra os dois cromatogramas sobrepostos.
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Figura 2: Cromatogramas obtidos dos compostos volateis formados a partir do
toruleno. A) em atmosfera de nitrogénio; B) depois de 5 minutos sob fluxo de

oxigénio e incubado a 35°C por 24 horas. Os picos estdo identificados na Tabela 1.
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Figura 3: Cromatogramas sobrepostos dos compostos volateis obtidos a partir do

toruleno em atmosfera de nitrogénio e exposto ao oxigénio. Preto: toruleno em

atmosfera de nitrogénio; Rosa: toruleno em atmosfera de oxigénio.
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O sistema modelo em atmosfera de nitrogénio totalizou 171 picos,
muitos deles provenientes da prépria celulose microcristalina, utilizada como
suporte sélido. Sob fluxo de oxigénio por 5 minutos, houve 228 picos no total.
Aqueles numerados na Figura 2, que nao eram da celulose microcristalina,
apresentaram as maiores proporgdes e foram tentativamente identificados
(Tabela 1). Alguns picos comuns aos dois sistemas (sob atmosfera de
nitrogénio e de oxigénio) podem ser oriundos de um principio de degradacao
durante o transporte dos frascos, em atmosfera de nitrogénio, até o local de
analise (Santa Maria - RS).

Nota-se, através das Figuras 2 e 3, que alguns compostos diminuiram
(picos 7, 13, 16, 17, 19 e 20) e alguns aumentaram (picos 8 e 12) apods a
exposicdo ao 0,, e outros foram formados, como metacroleina (1), prenal (3),
2,6-dimetil-hepta-2,4-dieno (5), 6-metil-hept-5-en-2-ona (6), 2-etenil-1,3,3-
trimetil-ciclohexeno (9), 3,3-dimetil-acetaldeido-ciclohexilideno (14) e B-ionona

(18), os 7 dentre os compostos majoritarios.
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Tabela 1: Principais compostos volateis formados a partir do toruleno.

Pico Composto Q IK I
1 Metacroleina 97 578 B
2 NI - 758 -
3 Prenal 96 786 A
4 Hexanal 98 800 A
5 2,6-dimetil-hepta-2,4-dieno 85 861 B
6 6-metil-hept-5-en-2-ona 98 989 B
7 Octanal 97 1003 B
8 2-etil-hexanol 97 1033 B
9 2-etenil-1,3,3-trimetil-ciclohexeno 82 1100 B
10 Nonanal 94 1106 B
11 NI - 1157 -
12 Pelargol 1193 B
13 Decanal 95 1206 B
14 3,3-dimetil-acetaldeido-ciclohexilideno 97 1220 A
15 Acido butandico-octil éster 83 1373 B
16 Tetradec-1-eno 97 1386 B
17 1,1,3-trimetil-2-(3-metilpentil)-ciclohexano 82 1407 B
18 B-ionona - 1485 A
19 Hexadec-1-eno 92 1587 B
20 Octadec-1-eno 95 1795 B

Q: Qualidade da concordancia do espectro de massas com a biblioteca NIST 98; IK: Indice de Kovatz
experimentais para espectrometria de massas (coluna Zebron ZB-5MS);

I: Confiabilidade da identificagdo. A. Indice de Kovatz em concordancia com a literatura; B. Indice de
Kovatz ndo encontrado na literatura ou encontrado em condigGes cromatograficas diferentes;

NI: Composto ndo identificado

N3ao foi possivel a identificacdo de compostos intermedidrios, que
ajudariam a elucidar a formagao destes compostos tentativamente
identificados. Embora o método adotado ndo os tenha detectado, ndo significa
que ndo tenham sido formados. Pode ter ocorrido uma transformacao rapida
gue ndo permitiu que a quantidade momentanea acumulada fosse suficiente

para ser detectada.
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Nenhum estudo até o presente momento esclarece o mecanismo de
degradacado oxidativa do toruleno e a formacdo de compostos volateis. A partir
do cromatograma da Figura 2B, pode-se ter uma idéia de alguns dos
compostos formados apdés a clivagem oxidativa da molécula de toruleno,
apesar dos intermediarios ndo terem sido detectados. A Tabela 2 apresenta as

estruturas de tais compostos.
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Tabela 2: Estruturas de alguns dos compostos formados pela clivagem

oxidativa do toruleno

Composto Estrutura molecular

Metacroleina (1)

Prenal (3)

2,6-dimetil-hepta-2,4-dieno (5)

N

6-metil-hept-5-en-2-ona (6)

2-etenil-1,3,3-trimetil-ciclohexeno (9)

3,3-dimetil-acetaldeido-ciclohexilideno (14)

Ionona

R E e~

B-ionona (18)

g
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A Figura 4 apresenta um possivel esquema de clivagem do toruleno.
Ionona, apesar de aparecer em picos muito pequenos e nao ser considerada
como um dos principais compostos, € um importante produto formado a partir

do toruleno, ja que esta presente em diversos 6leos essenciais.

Ionona

Prenal Metacroleina

Toruleno

X7 N0 2,6-dimetil-hepta-2,4-dieno

B-ionona

Figura 4: Possivel esquema de clivagem oxidativa do toruleno e formagdo de alguns

dos compostos.

A oxidagdo do toruleno tém como resultado a formagdao de inumeros
compostos de degradacdo, entre eles hicrocarbonetos, cetonas e aldeidos.
Infelizmmente 0 mecanismo de formagao desses produtos da degradacao nao
pode ser claramente elucidado. Mais estudos a respeito do assunto sao
necessarios para que se possa propor um esquema mais completo da oxidacao

do toruleno, envolvendo também a formacao de produtos ndo-volateis.
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Como nenhum estudo sobre a formagdao de compostos volateis a partir
da oxidacao de toruleno foi realizado até o momento, este trabalho apresentou
apenas uma primeira tentativa de esclarecimento da degradacao oxidativa do

toruleno, abrindo caminho para muitos estudos posteriores.

CONCLUSAO

A degradacdo oxidativa do toruleno promoveu a formacgao de diversos
compostos. Entre os majoritarios, destacou-se a formacdo de metacroleina,
prenal, 2,6-dimetil-hepta-2,4-dieno, 6-metil-hept-5-en-2-ona, 2-etil-hexanol,
2-etenil-1,3,3-trimetil-ciclohexeno, 3,3-dimetil-acetaldeido-ciclohexilideno e B-
ionona, além de ionona, embora em pequena proporcao. A partir das
estruturas moleculares destes compostos, foi possivel sugerir um possivel

esquema parcial de clivagem oxidativa do toruleno.
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Conclusées Gerais

A adicdo de &acido mevalbnico ao meio de cultivo YM estimulou a
producdo de carotendides totais pela levedura Rhodotorula glutinis, com

aumento significativo na producao especifica de toruleno.

A manipueira mostrou-se um bom substrato para o crescimento da
levedura e producdo de carotendides. Sob temperatura de 26°C, 250 rpm de
agitacdo, pH 6,0 e 10% de volume de indculo transferido para o meio de
cultivo, a producao de carotendides pode ser mais que o dobro (2068 ug/L)

gue no tradicional meio YM (899 pg/L).

Sob as condigOes adotadas para o estudo de estabilidade em sistemas
modelos de baixa umidade, licopeno foi o carotendide mais susceptivel a
degradacao, seguido de p-caroteno e toruleno. Este dltimo foi,
surpreendentemente, o carotendide mais estavel dentre os trés estudados,

mostrando dessa forma a agrande aplicabilidade como corante em alimentos.

A degradacao oxidativa de toruleno promoveu a formacdo de inumeros
compostos de degradacao, entre eles hidrocarbonetos, cetonas e aldeidos.
Entre os majoritarios, destacou-se a formacdo de metacroleina, prenal, 2,6-
dimetil-hepta-2,4-dieno, 6-metil-hept-5-en-2-ona, 2-etil-hexanol, 2-etenil-
1,3,3-trimetil-ciclohexeno, 3,3-dimetil-acetaldeido-ciclohexilideno e B-ionona,

além de ionona, embora em pequena proporgao.
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