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"O conhecimento é o processo de acumular
dados; a sabedoria reside na sua simplificacao"
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RESUMO

Carotendides sdo pigmentos naturais, encontrados em fungos, bactérias, animais, em
tecidos verdes de plantas e de 6rgdos nao fotossintéticos como frutas, flores, sementes e
raizes. Sua funcdo biol6gica mais fundamentada € a atividade provitaminica A. Este
trabalho descreve processo de separacéo e purificagdo parcial de betacaroteno visando
seu uso na industria alimenticia e cosmética. O microrganismo utilizado neste trabalho foi
a levedura Rhodotorula glutinis por apresentar altas taxas de crescimento em substratos
de baixo custo e de alto teor de acucar. O substrato utilizado nesse trabalho foi o suco de
caju, trata-se de um subtrato ndo convencional, mas € utilizado por ser abundante no
Nordeste, ter um baixo custo e possuir em sua composicdo todos 0s nutrientes
necessarios para o crescimento do microrganismo. Apoés cultivo, a biomassa foi separada
por centrifugacdo, e em seguida, o betacaroteno produzido foi recuperado por diferentes
técnicas de extracdo com 0s solventes: acetona, etanol, acetona-etanol, associadas ao
sistema de ultrassom; além do uso de dimetilsulfoxido com uma mistura de éter de
petroleo e acetato de etila 1:1 (v/v). Os extratos foram entdo separadas por centrifugacao,
e 0 sobrenadante foi coletado para analise. Apds extracdo, utilizou-se cromatografia
liquida de alta eficiéncia (CLAE) para quantificacdo dos produtos. Durante a analise
apenas na extracdo com dimetilsulfoxido foi possivel verificar e quantificar o betacaroteno

a partir dos tempos de retencao dos padrdes do betacaroteno.

Palavras chaves: Betacaroteno, suco de caju, purificacéo, extracdo solvente, CLAE.
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ABSTRACT

Carotenoids are natural pigments found in filamentous fungi, yeasts, some species of
bacteria, algae, and lichens. Their biological function is to be the most efficient precursor
to vitamin A. This work presents a study of methods for separation and pre purification of
beta-carotene aiming its use in food and cosmetic industries. The microorganism used in
this work was the yeast Rhodotorula glutinis to present high growth rates on substrates
of low cost and high sugar content. The substrate used in this work was the cashew
juice, it is a subtrate unconventional, but it used to be abundant in the Northeast, have a
low cost in its composition and possess all the necessary nutrients for microbial growth.
After cultivation, biomass was separated by centrifugation and then the beta-carotene
produced was recovered by different solvent extraction techniques: acetone, ethanol,
acetone-ethanol, associated or not with the ultrasound system, and also using dimethyl
sulfoxide with a mixture of petroleum ether and ethyl acetate 1:1 (v / v). The mixtures
were then separated by centrifugation and the supernatant was collected for analysis.
After extraction, we used high performance liquid chromatography (HPLC) for
guantification of products. The quantification of carotenoids was possible only in the
extraction with dimethyl sulfoxide and the production of beta-carotene verify and quantify

based on the retention times with patterns of beta-carotene.

Key words: Beta-carotene, cashew apple juice, purification, solvent extraction, HPLC.
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Capitulo |

Introducao

1. INTRODUCAO

Carotendides sdo pigmentos naturais, encontrados em fungos, bactérias,
animais, em todos os tecidos verdes de plantas e também de érgaos néo fotossintéticos
como frutas, flores, sementes e raizes (Bauernfiend, 1981a,b; Gordon & Bauernfiend,
1982). Os carotendides sao biologicamente importantes para os mamiferos e suas
propriedades fotoquimicas, fotofisicas, bioquimicas e antioxidantes sdo amplamente

estudadas. Sua func¢éo bioldgica mais fundamentada é a atividade provitaminica A.

Nas ultimas décadas seu maior uso tem sido como corante natural em
alimentos processados e em suplementos alimentares vendidos sem prescricido medica.
O betacaroteno vem sendo investigado como um potencial remédio anti-cancer, mas as
pesquisas clinicas ainda ndo conseguiram estabelecer uma relacdo de eficacia nesta

area (Omenn et al., 1996; Heinonen et al., 1994; Hennekens et al., 1996).

Betacaroteno (Figura 1.1) € sintetizado comercialmente ha mais de 40 anos e
apresenta uma escala de producdo de 450 ton/ano. Industrialmente, os carotendides,
como o0 betacaroteno, apresentam uma crescente demanda e uma ampla variedade de
aplicacbes comerciais, tais como agentes de coloracdo em alimentos (queijos,
refrigerantes e margarinas), como aditivos em cosméticos, preparacfes multivitaminicas
(Bhosale & Gadre, 2001).

eH CH, o~

MG eH ' P T )
C S S N T e
HE Fa

CH, CH, K

Figura 1.1 — Estrutura do betacaroteno (Omenn et al., 1996)

Na ultima década, o betacaroteno vem sendo estudado como antioxidante
para prevenir doencas (Chew et al.,, 1999). A vitamina A e seus derivados como o

betacaroteno sdo antioxidantes e como tal, ligam-se a radicais livres, defendendo os
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lipideos do corpo. Os radicais livres freqlientemente rompe acidos graxos insaturados,
prejudicando a habilidade da membrana em transportar substancias para dentro e para
fora da célula. Os radicais livres também prejudicam as proteinas celulares, alterando
suas funcdes, e o DNA, perturbando todas as células que herdaram esse DNA
danificado. Quando os radicais livres no corpo excedem as defesas contra eles,
acontece o conhecido estresse oxidativo. H&A uma ligacdo intima entre esse estresse e
doencas como artrite, catarata, doencas renais, alguns tipos de céancer e doencas
cardiovasculares (Campbel, 2000).

A producdo industrial de carotendides naturais por fermentacdo ja é
estabelecida e vem se expandindo. O processo de recuperacao dos carotenoides, que
possuem natureza intracelular, € um significante fator nos custos de producao. Logo, a
sua recuperacao de forma eficiente vem chamando atencdo em tempos recentes (AKSU
E EREN, 2007).

Alguns trabalhos tém reportado métodos de extracdo e purificacdo de
carotendides de diversas origens. Liu et al. (1998) reportaram a utilizacdo de extracéo
por solventes organicos e posterior quantificacdo por cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE) de retinol e carotenoides presentes no leite humano. Fleischamann et
al. (2002) apresentaram uma purificacdo parcial e caracterizacdo cinética de
carotendides extraido do marmelo (Cydonia oblonga). Estes autores realizaram um
procedimento exaustivo que envolveu centrifugacdo, precipitacdo com acetona,

ultrafiltracdo, focalizacéo isoelétrica e eletroforese em gel de poliacrilamida.

Mais recentemente, Chen et al. (2005) utilizou extracdo com solventes
organicos e posterior etapa cromatografica (‘High Speed Counter- Current
Chromatography”) para isolar e purificar carotendides bioativos da microalga Microcystis
aeruginosa. Tendo em vista o conhecimento de que as operacfes de separacdo sélido-
liquido sdo mais eficientes no que diz respeito ao rendimento e produtividade, etapas
cromatograficas sdo essenciais em processos que envolve extracdo e purificacdo de
bioprodutos. Desta forma, o objetivo deste trabalho foi desenvolver um método eficiente
para extrair o betacaroteno produzido a partir de cultivo submerso em suco de caju
visando o uso deste produto na industria cosmética e alimenticia, dando continuidade ao
trabalho de producdo de betacaroteno com suco de caju como substrato iniciado por
Humberto Cavalcante Gondim, O microrganismo utilizado neste trabalho foi a levedura

Rhodotorula glutinis.



Capitulo I

Revisao Bibliografica

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

Nos topicos a seguir serdo apresentadas informagfes sobre os carotendides,
especificamente sobre betacaroteno abordando definicdes, relevancias, aplicagdes,
aspectos industriais de producéo, microrganismos produtores e fatores que influenciam
a biorreacdo. Também apresentara informacdes sobre leveduras do género
Rhodotorula, de processos de purificacdes e do uso de suco de caju como fonte de
carbono em bioprocessos, servindo entdo como base tedrica para as discussdes

levantadas posteriormente.

2.1 Carotendides

2.1.1 Importancia e aplicacdes

Os carotendides sao isoprenoides lipofilicos sintetizados por todos os
microrganismos fotossintéticos e por algumas bactérias nao-fotossintéticas e fungos.
S&o encontrados na natureza em duas classes: carotenos e xantofilas. Os carotenos se
caracterizam por serem hidrocarbonetos lineares que podem ser ciclizados em uma ou
ambas as extremidades da molécula, como por exemplo o B-caroteno. (BOTELLA-
PAVIA E RODRIGUES-CONCEPCION, 2006)

Os carotendides compdem um grupo de pigmentos naturais responsaveis pelas
cores amarelo, laranja e vermelho de muitos alimentos, como frutas, vegetais, gema de
ovo, alguns peixes e crustaceos (MALDONADE et al., 2007). Sdo amplamente
distribuidos na natureza com grande diversidade de estruturas e funcdes. Ja foram
isolados cerca de 800 carotenoides e mais de 600 tiveram suas estruturas elucidadas e

aproximadamente 50 podem, teoricamente, ser convertidos em vitamina A (Rodriguez-
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Amaya, 1993 b). Trés formas da vitamina A s&o ativas no organismo: uma das formas, o
retinol, € armazenado no figado. As células convertem, quando necessario, o retinol em
suas duas outras formas ativas, retinal e acido retindico.

Esse grupo vem sendo estudado ao longo dos anos ndo somente pela sua
comprovada atividade pré-vitaminica A, mas também pela evidéncia de outras
propriedades biologicas benéficas a saude, tais como o fortalecimento do sistema
imunolégico e a diminuicdo do risco de doencas degenerativas (certos tipos de cancer,
doencas cardiovasculares,degeneracdao macular e catarata) (Nl1lZU, 2003)

Na industria de alimentos, os carotendides sao utilizados principalmente como
corantes, com o0s objetivos de repor a cor perdida durante o processamento e
armazenamento, colorir os alimentos incolores e uniformizar a coloracdo de alguns
produtos alimenticios (TATSCH, 2008). Industrialmente, os carotendides como o [3-
caroteno e astaxantina sao utilizados como corantes naturais para alimentos ou

adicionados em racgao para aquicultura (AKSU E EREN, 2007)

2.1.2 Estrutura quimica e Propriedades

Os carotendides séo isoprendides lipofilicos sintetizados por todos os
microrganismos fotossintéticos e por algumas bactérias nao-fotossintéticas e fungos.

Sao encontrados na natureza em duas classes: carotenos e xantofilas.

Os carotenos se caracterizam por serem hidrocarbonetos lineares que podem
ser ciclizados em uma ou ambas as extremidades da molécula, como por exemplo o -
caroteno. Xantofilas sdo derivados oxigenados de carotenos, como luteina, violaxantina,
neoxantina e zeaxantina (BOTELLA-PAVIA & RODRIGUES-CONCEPCION, 2006)
(Figura 2.1).
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Figura 2.1: Estrutura quimica de alguns carotendides: (a) Xantofilas — zeaxantina,
luteina, criptoxantina e astaxantina; (b) Carotenos — neurosporeno, licopeno, -caroteno

e a-caroteno, respectivamente (SILVA, 2004).

A maioria dos carotendides sdo tetraterpendides de quarenta carbonos,
formado por oito unidades isoprendides de cinco carbonos, sédo ligados de tal forma que
a molécula é linear, simétrica e com a ordem invertida no centro. A estrutura basica
aciclica C4 pode ser modificada por hidrogenacdo, desidrogenacao, ciclizacdo ou
oxidacao. A caracteristica de absorcao de luz destes pigmentos da-se devido a cadeia
de duplas ligacdes conjugadas que atua como cromoéforo. Sao necessarias, sete
ligacdes duplas conjugadas para que o carotendide apresente coloracdo. Os pigmentos
podem absorver luz especificamente na regido do ultravioleta (UV) e visivel do espectro,

o restante é transmitido ou refletido, e apresentam cor.

Devido a alta taxa de insaturacado, fatores tais como o calor, luz e acidos
ocasionam isomerizacdo dos carotenodides trans, que € a forma mais estavel na
natureza, para a forma cis, perdendo a cor e atividade pro-vitaminica. Os carotendides
séo também susceptiveis as oxidagbes enzimaticas ou ndo enzimaticas, que dependem
da estrutura do carotendide, disponibilidade de oxigénio, presenca de enzimas, metais,
pré-oxidantes e antioxidantes, alta temperatura e exposicdo a luz. (SCHROEDER &
JOHNSON,1995) Os pigmentos podem absorver luz especificamente na regiao
ultravioleta (UV) e visivel do espectro, o restante é transmitido ou refletido, e apresentam
cor. A estrutura responsavel pela absorcéao da luz € o grupamento cromoforo, que nos

carotendides se caracteriza pelas duplas ligacbes conjugadas.

Cada carotendide € caracterizado por um espectro de absorcdo eletronica.
Assim, a espectroscopia de absorcdo € uma importante técnica na andlise de
carotenodides (GROSS,1991).

2.2 Betacaroteno

Os carotenos sédo formados por oito unidades isoprénicas e estdo presentes
em quase todas as plantas verdes, os principais sdo o a, B e y-caroteno e a
criptoxantina. Dentre os isbmeros presentes entre os carotendides o mais importante é o

B-caroteno, que se trata de um produto quimico natural pertencente a classe dos



6
terpenos, que possuem, geralmente, 10, 15, 20 ou 30 atomos de carbono e s&o
derivados de uma unidade de 5 atomos de carbono, o isopreno (2-metil-1,3-butadieno).

O pB-caroteno € o caroteno mais abundante nos alimentos e o0 mais
interessante economicamente, pois apresenta maior atividade vitaminica (AMBROSIO et
al., 2006). E o unico carotendide que apresenta dois radicais B-ionona, que ao romper-se
forma duas moléculas de pro-vitamina A. (Figura 2.2).

Anel de B-ionona Anel de B-ionona
B-Caroteno

Cadeia poliénica
H,C CH,CH, CH,

pB-Caroteno = SH
H.C CH
CH, CH, CH, H,C CH, H.C
CH,

CH, CH, H,CCH,
Figura 2.2: Estrutura quimica e clivagem do B-caroteno (AMBROSIO et al., 2006).

Sua eficiéncia de conversdao em vitamina A é a mais elevada entre os demais

carotendides, vé-se pela tabela 2.1, que sua eficiéncia € de 100% (ESTEVES, 2006).

Tabela 2.1: Eficiéncia de transformacao dos diversos carotenos em vitamina A
(ESTEVES, 2006)

TIPO DE % DE CONVERSAO
CAROTENO (EM MASSA)
a-caroteno 53
B-caroteno 100
y -caroteno 53
criptoxantina 57

2.2.1 Microorganismos produtores

Os carotendides podem ser biossintetizados por microrganismos
fotossintetizantes, como algas e cianobactérias, e por microrganismos néo

fotossintetizantes como bactérias, fungos e leveduras (JOHNSON & SCHROEDER,



;
1995). Na Tabela 2.2 vemos 0s microrganismos que possuem potencial para serem
empregados na producdo industrial de carotendides e quais 0s principais carotenoides
produzidos.

Tabela 2.2: Microrganismos e carotendides produzidos biotecnologicamente (TATSCH,

2008)

Espécies

Carolendides principais

Aulores

Cianobactérias

Anabaena variabilis Cantaxantina Johnson & Schroeder ( 1995)
Aphanizomenon flos-agqua Cantaxantina Johnson & Schroeder ( 1095)
Nostoc commune Cantaxantina Johnson & Schroeder ( 1995)
Algas

Chiarela pyrenvidosa Luteina Johnson & Schroeder (1995)
Dictycoccus cinnabarinus Cantaxantina Johnson & Schroeder (1995)

Dunaliella salina
Dunaliella terticlecta
Haematacoccus pluvialis
Spongiococcum excerricum
Fungos ¢ leveduras
Blakeslea trispora
Dacrymyces deliguescens
Phaffia rhodozyvma
Rhodosporidium sp
Rhodotorula glutinis
Rhodotorula graminis
Rhodotorula mucilaginosa
Rhodotorula rubra
Rhodotorula spp
Sporidiobolus salmonicolor
Sporidiobolus sp
Sporobolomyces roseus

Sporobolomyces ruberrinius

f-caroteno
f-caroteno
Astaxantina

Luteina

[f—caroteno e licopeno

Luteina

Astaxantina e f—caroteno

Toruleno, f-caroteno

Torularrodina, f-caroteno, toruleno
Toruleno

Toruleno, torularrodina e f—caroteno
f—caroteno

Toruleno, torularrodina e f—caroteno
f—caroteno

Toruleno, torularrodina, f-caroteno
Torularrodina, f-caroteno, toruleno

Torularrodina, B-caroteno,

Aguilar et al. (2004)

Fazeli et al. (2006)

Orosza et al. (2004)

Johnson & Schroeder { 1995)

Johnson & Schroeder ( 1995)
Johnson & Schroeder ( 1995)
Liu et al. (2006); Parajé et al
Johnson & Schroeder ( 1995)
Buzzini & Martini ( 1999)
Buzzini et al. (2005)
Buzzini & Martini ( 1000
Shih & Hang (1996)
Bhosale & Grade (2001)
Valduga (2005)

Johnson & Schroeder ( 1995)
Davoli et al. (2004

Razavi & March (2006)

Xanthophyillomyvees dendrorhous  Astaxantina Hu et al. (2006)

Bactérias

Mycobacterium brevicaie Cantaxantina Johnson & Schroeder ( 1995)
Mycobacterium lacticola Astaxantina Johnson & Schroeder (1993)
Rhodococcus maris Cantaxantina Johnson & Schroeder ( 1995)
Strepromyces chrestomyeeticus  Xantofilas Johnson & Schroeder (1995)

L 1908)
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O betacaroteno pode ser obtido de diversas espécies de fungos, leveduras e

algas. Entretanto, somente certas espécies sdo capazes de sintetizar em quantidade
suficiente para permitir sua produgdo em escala industrial. Tal limitagdo baseia-se em
razdes fundamentais como: tipo de carotendide produzido e o rendimento que se €

possivel obter.

As leveduras destacam-se pelo seu uso como fonte protéica e capacidade de
crescimento em substratos de baixo custo e alto teor de acucar. Os tipos de
carotenoides e a quantidade relativa destes podem variar dependendo das condicdes do
meio de cultura, temperatura, pH, taxa de aeracdo e luminosidade (HAYMAN et al.,
1974).

A producdo de carotenodides por rota biotecnoldégica tem sido bastante
estudadas com a finalidade de otimizar a bioproducdo de carotendides, visando sua
utilizacao industrial, tendo destaque a producdo comercial de p-caroteno pelas leveduras
como Xanthophyllomyces dendrorhous (FONTANA et al., 1996), Rhodotorula glutinis
(TINOI et al., 2005; AKSU E EREN, 2007), Sporobolomyces (DAVOLI et al., 2004) e
Phaffia (LIU et al., 2006)..

2.2.2 Importancia e Aplicacdes industriais

O betacaroteno € um antioxidante. Essa provitamina se liga a radicais livres,
ou seja, ela defende os lipideos do corpo. O dano por radicais livres frequentemente
rompe acidos graxos insaturados, prejudicando a habilidade da membrana em
transportar substancias para dentro e para fora da célula. Os radicais livres também
prejudicam as proteinas celulares, alterando suas funcdes, e o DNA, perturbando todas
as células que herdaram esse DNA danificado. Quando os radicais livres no corpo
excedem as defesas contra eles, acontece o conhecido estresse oxidativo. Ha uma
ligacdo intima entre esse estresse e doencas como artrite, catarata, doencas renais,

alguns tipos de cancer e doencas cardiovasculares.

7

O estudo da producdo de betacaroteno € recentemente incentivado
principalmente pelo fato que a utilizacdo de corantes artificiais vem sendo questionada
devido aos possiveis problemas que podem ocasionar a saude, levando a FAO (Food

And Agriculture Organization) que é 6rgdo da ONU a tomar medidas restritivas ao seu
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uso, fato que contribui para aumentar a demanda de corantes naturais em detrimento
dos sintéticos. No Brasil, a legislacdo de alimentos e cosmeéticos estd a cargo do
Ministério da Saude. As normas brasileiras para corantes e aditivos tém por base as
americanas, especificadas pelo FDA (Food and Drug Administration).

No Brasil, por exemplo, diversos estados ja tratam da proibicdo do uso de
corantes artificiais. As industrias, por forca das restricbes, tém recorrido aos produtos
naturais, como o betacaroteno. Essa substituicdo é mais intensa em paises de maior
desenvolvimento econdémico, como € o caso dos paises europeus, dos Estados Unidos e
do Japao.

A producéo industrial de carotendides utilizando microrganismos € altamente
eficiente, uma vez que sao de facil manipulacdo. As leveduras do género Rhodotorula
sdo amplamente utilizadas na fermentacédo devido a sua natureza unicelular e as altas
taxas de crescimento, sendo capaz de produzir B-caroteno e torularodeno como
produtos finais do seu metabolismo. Além disso, ndo sdo patogénicas e séo fortes em
relacéo a desintegracédo (COSTA et al., 1987; KAISER et al., 2007).

Além do fato de ndo oferecer qualquer risco a saude do consumidor, se
ingerido dentro das margens de seguranca sendo estas muito amplas, existem os
fatores econdmicos tais como: possibilidade de utilizacdo de substratos de baixo custo
para a bioproducdo; denominacdo de substancias naturais; pequeno espaco para
producédo, ndo estando sujeita as condi¢cdes ambientais como clima, estacdo do ano ou

composicao do solo, e controle das condi¢cBes de cultivo (SILVA, 2004).

O betacaroteno vem sendo sintetizado comercialmente ha cerca de 40 anos,
apresentando uma escala de producdo de 450 ton/ano (Paust, 1991). Industrialmente,
0s carotendides, como o betacaroteno, apresentam uma crescente demanda e uma
ampla variedade de aplicacbes comerciais. Como corantes e suplementos nutricionais
nas industrias de alimentos, os carotendides apresentam um mercado global estimado
em US$ 935 milhdes/ano (FRASER et al., 2004).

7

No segmento das industrias ndo alimenticias (betacaroteno é usado em
recheios de biscoitos, conservantes de farinhas), o betacaroteno pode ser usado nas
seguintes categorias industriais: industria farmacéutica (cremes faciais, remédios para
pele, creme hidratante, pomadas cicatrizantes e etc) e industria cosmética (produtos
destinados a fabricacdo de bronzeadores, maquiagem, cremes, sabonetes e perfumes,

Oleo para cabelo, esmalte, batons, pds faciais, etc.) e em outras industrias com potencial
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de aplicacéo (téxtil, ceras para assoalho, graxas para sapato, filmes, tintas, vernizes,
madeiras e etc). Sendo assim, as principais aplicacbes do betacaroteno s&o como
agentes de coloracao em alimentos (queijos, refrigerantes e margarinas), como aditivos

em cosmeticos, prepara¢gdes multivitaminicas (Bhosale & Gadre, 2001).

2.3 Suco de caju como fonte de carbono

A utilizagdo de substratos alternativos, em processos fermentativos, visa o
aproveitamento de matérias-primas agricolas de baixo custo. Esta pratica diminui o
custo do meio de cultura utilizado e, conseqliientemente, do produto final. Além de fonte
de carbono e demais nutrientes, os substratos agricolas apresentam composicao
complexa. Sua composicado total exata é muitas vezes desconhecida. Substratos
agricolas podem apresentar em sua composicdo elementos capazes de inibir o
crescimento do microorganismo e/ou impedir a sintese do metabdlito de interesse.
Dessa forma, embora virtualmente qualquer substrato natural possa ser empregado
como substrato para o cultivo de microorganismos, o estudo da viabilidade do emprego

deste substrato € uma etapa necessaria para assegurar sua utilizacdo em larga escala.

O caju, largamente cultivado no Ceard, possui pedunculo que € desperdicado,
pois o maior valor dessa cultura esta associado a améndoa da castanha. Embora o
aproveitamento do pedunculo apresente varias op¢des tecnoldgicas de industrializacéo,
podendo ser aproveitado na elaboracdo de sucos, doces, refrigerantes, vinhos, polpas e
outros produtos alimenticios, além do consumo in natura, o volume de pedunculo

produzido supera a quantidade processada.

Calcula-se que o pais produza cerca de 1,5 milhdo de toneladas de caju por
ano. Considerando-se que o pseudo fruto corresponde a 90% do peso do caju, menos
de 10% desse total € aproveitado industrialmente ou para consumo in natura, sendo
grande parte perdida no campo, no momento do descastanhamento feito para a industria
de beneficiamento de castanha (LEITE,1994).

Este substrato apresenta altos teores de glicose e frutose, que sé&o
assimilaveis e metabolizados por microrganismos, produzindo o produto de interesse,

sendo entdo apropriado para o uso de fonte de carbono para producéo de betacaroteno.
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2.4 Purificagéo de Carotenoides.

A producdo industrial de carotenodides naturais por fermentagdo j4 €
estabelecida e vem se expandindo. O processo de recuperacdo dos carotendides, que
possuem natureza intracelular, € um significante fator nos custos de producao. Logo, a
sua recuperacao de forma eficiente vem chamando atencdo em tempos recentes (AKSU
E EREN, 2007).

Os processos de purificacdo de produtos biotecnoldgicos podem ser divididos
em 4 etapas principais: separacao de células e seus fragmentos do meio de cultivo
(clarificacdo); concentracdo e/ou purificacdo de baixa resolugcdo, a qual compreende a
separacdo da molécula alvo; purificacdo de alta resolucdo, a qual compreende a
separacdo de classes de moléculas com algumas caracteristicas fisico-quimicas

semelhantes; e finalmente, opera¢des para acondicionamento final do produto.

Além disso, para o aproveitamento de produtos associados as células, é
necessario efetuar o rompimento celular, processo que é efetuado sobre o adensado de

células obtidos apds a clarificacédo do meio de cultivo

2.4.1 Clarificacéao

A separacdo de células suspensas de um meio de cultivo é a primeira
operacao unitaria do processo de purificacdo. O meio resultante, isento de células, é
denominado clarificado ou filtrado. A operacdo unitaria de clarificacdo utilizada nesse

trabalho foi a de centrifugacao.

As células em suspensdo em um meio liquido sofrem sedimentacdo por acéo
da forca da gravidade, processo denominado sedimentacdo. A centrifugacdo consiste na
aceleracdo da taxa de sedimentacdo, por acdo de um campo gravitacional centrifugo. A
clarificacdo de suspensdes de leveduras por centrifugacdo € eficientemente realizada
enquanto que, para as bactérias, a reduzida dimensao das particulas exige valores de
Fc, que é o incremento da for¢ca da acdo da gravidade na sedimentacdo forcada num

campo centrifugo, significativamente maiores.
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2.4.2 Extracao e recuperacao do betacaroteno

O aproveitamento de produtos associados as células requerem o rompimento
destas por operac¢des conduzidas sobre o adensado obtido apés a clarificacdo. O tipo de
rompimento depende de alguns fatores como: rendimento, especificidade, custo da
operacao unitaria, entre outros. Os métodos de rompimento celular podem ser
classificados como: mecénicos, ndo mecanicos, quimicos e enziméticos. (SCHUTTE E
KULA, 1990)

Neste trabalho, utilizou-se para a extracdo e recuperacdo do betacaroteno o
método de extracdo com solventes organicos (acetona e etanol), e foi avaliado a
extragdo com esses solventes associados ao método mecanico de rompimento com

ultrassom (Figura 2.3).

Superficie
da célula

Figura 2.3: Provocada pelo ultrassom, deformacdo de uma bolha simples em colapso

com a superficie a ser rompida.

Foi também utilizado o método de extracdo com dimetilsulféxido (DMSQO) com
a mistura de éter de petréleo e acetato de etila (1:1) (v/v) para diferentes diluicbes do

meio de suco de caju.

2.4.3 Espectrofotometria

O sistema de ligacado dupla conjugada constitui o cromoforos que absorvem
luz que da aos carotendides sua cor atraente e fornece o visivel espectro de absorcao,

gue serve como base para a sua identificacdo e quantificacao.
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Perda ou alteracdo de cor em qualquer momento durante a andlise d4 uma

indicacdo imediata da degradacdo ou alteracdo estrutural. A cor permite o
acompanhamento visual da separacdo de carotendides em cromatografia de coluna
aberta e principalmente por esta razdo esta técnica classica ainda é um opcao viavel

para a analise quantitativa de carotendides.

O espectro ultravioleta e visivel é a primeira ferramenta de diagndéstico para a
identificacdo dos carotendides. O comprimento de onda de absor¢do maxima (Amax) € a
forma do espectro (estrutura fina do espectro) sédo caracteristicos do croméforo, que sédo
a parte ou conjunto de atomos de uma molécula responsavel por sua cor. A estrutura-

relacéo do espectro tem sido amplamente discutida.

A maioria dos carotendides pode absorver ao maximo de trés comprimentos
de onda, resultando em trés espectros de pico. Quanto maior o niamero de duplas
conjugadas obrigag¢des, maiores os valores Amax. Assim, 0 insaturado aciclico licopeno,
com 11 conjugados liga¢cdes duplas, € vermelho e absorve o mais longo comprimento de
onda (Amax, 444, 470 e 502 nm). Assim, {- caroteno € amarelo claro. E os biciclicos [3-
caroteno, embora possuindo o mesmo numero de ligacdes duplas conjugadas como
licopeno, € amarelo alaranjado e tem Amax a 450 e 477 nm, uma inflexdo simples

(ombro), a 425 nm como mostrado na Figura 2.4. (Britton’s, 1995)

Absorbance

350 400 450
Wavelength (nm)

Figura 2.4: Espectros de absorcéo visivel do licopeno (---), y-caroteno (- - -), B-caroteno

(-.-.-.) e a-caroteno (...) em éter de petroleo. (Britton’s, 1995)
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Capitulo Il

Materiais e Métodos

3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Microrganismos e Técnicas de manutencgao

O microrganismo utilizado foi a levedura Rhodotorula glutinis doada pela
Embrapa Agroindustria Tropical (Ceara), 0 meio de manutencdo apresenta composicao
contendo &gar, peptona e dextrose (3:2:4). Apdés pesar os reagentes estes foram
dissolvidos em &agua destilada e aquecidos para a sua total dissolucdo, o meio foi
colocado em tubos de ensaio com rosca (25 x 150 mm) e esterilizados a 121 °C durante
15 minutos em autoclave (PHOENIX AV-50). Apés a esterilizacdo, o meio foi inclinado
em bancada até completo resfriamento.

Ap6s a inoculacdo no agar, o crescimento (Figura 3.1) ocorreu em uma
estufa de crescimento bacteriolégico (ECB 1.3) a 30°C durante 3 a 5 dias.
Posteriormente os tubos foram estocados no refrigerador (PRATICE 240 - CONSUL).

Figura 3.1 - Rhodotorula glutinis em agar inclinado

3.2 Reagentes

Todas as solugdes foram preparadas com componentes de grau analitico.
Agua obtida por osmose reversa Milli-Q water (18MQ) da Millipore (EUA) foi usada em
todas as solucdes e diluicdes. Os solventes (acetona, etanol, dimetilsulfoxido, acetato de
etila, éter de petrdleo) foram obtidos da Vetec e os padrbes de betacaroteno foram
obtidos da Sigma- Aldrich Chemical Co.
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3.3 Preparacao dos meios de cultura

3.3.1 Meio de In6culo e Propagacéao

O meio de in6culo utilizado nesse trabalho foi composto de 10 g/L de peptona
bacteriolégica e 20 g/L de dextrose dissolvidos em agua destilada em um volume de 250
ml, distribuidas em 2 erlenmeyers cada um com 125 mL de meio. ApGs o preparo do
meio, 0 mesmo foi esterilizado em autoclave durante 10 min em 110°C.

Com uma alca de inoculacao foi transferida assepticamente uma amostra do
microorganismo mantido no agar inclinado para o meio de indculo contido no
erlenmeyer. O meio foi entdo incubado para o shaker orbital (TECNAL TE-420) por 48
horas a 30°C e 150 rpm (Figura 3.2). Em seguida, foi retirada uma amostra de 10 mL do
fermentado e centrifugado (HATTICH- 1707) a 6000 rpm durante 10 minutos a
temperatura de 10°C. O sobrenadante foi descartado e a biomassa foi novamente
centrifugada com agua destilada por mais duas vezes. A amostra foi transferida para um
bal&o volumétrico de 250 mL e completado o volume, tendo entdo uma diluicdo de 25.

A amostra foi analisada em espectrofotometro (GENESYS 20) a 600 nm, no
gual foi possivel determinar a concentracdo de biomassa no meio de ativacdo com o
fator de diluicdo, a absorbéancia e o fator da curva de crescimento padrdo do
microrganismo onde: a’ é o coeficiente angular da curva de crescimento padrdo do
microrganismo e tem valor de 0,994835 (Anexo 1). Obtida essa concentracdo
determinou-se o0 volume necessario de inéculo correspondente a concentracao inicial de

0,01 mg/mL para as fermentacdes.

Figura 3.2: Inéculo apds 48 h de cultivo, a 150 rpm, em temperatura ambiente.
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3.3.2 Meio de Cultivo

3.3.2.1 Clarificacao do suco de caju

O suco de caju utilizado foi obtido junto a Embrapa Agroindustria Tropical
(Fortaleza-CE), que forneceu o suco ja clarificado, sendo o mesmo caracterizado
inicialmente quanto ao pH inicial (potenciometria direta) e acUcares redutores totais. A
obtencédo do suco a partir do pedunculo, cultivado pela Embrapa no campo experimental
de Pacajus — CE, foi realizada por prensagem mecanica. A clarificacdo do suco foi
realizada através da adicdo de gelatina ao suco integral. A gelatina age como floculante
de taninos e sdlidos suspensos que interferem na fermentacéo, inibindo o crescimento

microbiano.

O suco foi mantido em repouso por 12 horas em camara fria (4°C) para
decantacdo dos flocos formados, obtendo-se assim o suco clarificado. O suco
clarificado, por ndo conter conservantes, foi mantido congelado (-20°C) até o0 momento
de sua utilizacdo. As etapas de processamento do pedunculo para obtencdo do suco
integral, bem como sua clarificacdo foram realizadas na planta piloto da Embrapa

Agroindustria Tropical.

3.3.2.2 Cultivo em meio de suco de caju

Um volume de meio de 100 mL contendo suco de caju clarificado foi colocado
em um erlenmeyer de 250 ml, e esterilizados, durante 10 minutos a 110°C. Foi realizado
diluicbes do suco de 25 %, 50%, 75 % para o estudo de quantidade de betacaroteno
produzido em diferentes porcentagens de suco no meio. Posteriormente, na camara de
fluxo laminar, fez-se a inoculacdo do microrganismo em uma concentracdo de 0,01
mg/ml. Apés a inoculacdo do meio de suco de caju o crescimento ocorreu em mesa
agitadora, a temperatura constante de 30 °C, pH inicial de 7, velocidade de agitacdo de
150 rpm.

Apbs o crescimento do microrganismo foram feitas medicfes de absorbancia
através de curva de crescimento microbiano. Com o sobrenadante foram feitas
medic¢des de pH e quantificacdo de acglcares por cromatografia liquida de alta eficiéncia
(HPLC) (Figura 3.3). E a biomassa foi submetida a extracbes de betacaroteno

guantificando por HPLC
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Figura 3.3: Esquema ilustrativo do funcionamento de um HPLC (Sousa, 2007 com

modificacdes).

3.4. Extracao do betacaroteno

3.4.1 Extragdo com Acetona

Foi testado primeiramente a acetona e para essa extracdo foi realizado o
seguinte procedimento: foram centrifugados 5 mL do fermentado puro por 10 minutos a
6000 rpm, afim de concentrar as células do fermentado Em seguida adicionou-se o
solvente com razdo de 1:1 (v/v) e foi centrifugado novamente por 10 minutos. Em
intervalos de 15 minutos retirava-se uma amostra que foi submetida para analise em

espectrofotdmetro.

3.4.2 Extracdo com solvente acoplado ao ultrassom

No procedimento com o ultrassom foi testado inicialmente com acetona e
como foi notavel uma maior liberacdo de carotendides com o uso do ultrassom, foram
testados também os solventes etanol e a mistura de acetona-etanol (1:1) (v/v) seguindo

0 mesmo procedimento descrito em 3.4.1 para efeitos comparativos.
3.4.3 Extracdo com Dimetilsuféxido
Para a extracdo com DMSO foram testadas diferentes diluicbes do meio de

suco de caju e foi realizado o seguinte procedimento: foram centrifugados 10 mL do

meio fermentado por 10 minutos a 6000 rpm, sendo o sobrenadante descartado. Com a
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biomassa foi adicionado 2,5 mL de DMSO, aquecido a 55°C em Banho Maria (TECNAL-
TE 0541). Entdo foi levado ao agitador de tubos (Phoenix- AP 56) por 1 minuto e
centrifugado a 6000 rpm por 10 minutos. Guarda-se o sobrenadante e adiciona-se na
biomassa 5 ml da mistura de éter de petréleo e acetato de etila de 1:1 (v/v) e agita-se
por 1 minuto. Centrifuga-se entdo a 3000 rpm em 5 minutos. Retira-se o sobrenadante e
mistura com o que foi anteriormente guardado. Esse procedimento é repetido mais 2
vezes, até que o sobrenadante guardado figue com coloracdo rosa e a biomassa ao
perder o betacaroteno se torne branca.

3.5 Andlise do betacaroteno

3.5.1 Andlise em Espectrofotdmetro

Os carotenoides extraidos foram medidos como betacaroteno. Realizou-se
um branco (2,9 mL do solvente com 0,1 mL de agua destilada) e as amostras (2,9 mL do
solvente com 0,1 mL do fermentado centrifugado) foram medidas em espectrofotémetro
a 450 nm apos realizacao de curva de calibragéo.

As amostras foram analisadas em microscopio para ter certeza de que todo
betacaroteno havia sido extraido da levedura pelo processo de ultrassom e solvente.
Amostras do meio foram retiradas antes e durante sua extracdo e foram analisadas em
microscopio da marca Olympus CX21 com aumento de 100 x na objetiva. Uma camera
digital foi utilizada para capturar as imagens de 760 x 560 x 24 pixels com niveis de
cinza do 0 (preto) ao 255 (branco). O parametro de medida foi a area (diametro) do
microrganismo. Para cada amostra foram retirados o processo foi repetido trés vezes

usando posicdes diferentes da lamina.

3.5.2 Anéalise em HPLC

Foram analisadas as amostras em HPLC, onde foram recolhidos 0,5 mL dos
sobrenadantes extraidos. A fase movel utilizada na curva de calibracdo e na
guantificacdo das amostras era composta de metanol puro grau HPLC, com vazéo de 1
mL/min em temperatura ambiente, numa coluna C18 Waters: Nova-Pak, 60A, 5 pm de
diametro, 3,9 x 150 mm. Para leitura do espectro de absorcdo dos carotendides foi
utilizado o detector de UV com comprimento de onda A = 450 nm. Como mostrado pela

figura 2.4 este é o comprimento de onda maximo para identificar o betacaroteno.
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Capitulo IV

Resultados e Discussao

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Uma etapa importante para a extracdo do betacaroteno foi a escolha do
processo de separacdo, uma vez que o produto € intracelular e operacbes muito
drasticas poderiam degradar o produto, pois o betacaroteno é uma molécula com facil
oxidacao pela luz, temperatura e pH.

Assim, operagbes classicas como moinhos de bolas foram excluidas por
apresentarem localmente altas temperaturas, o que degradaria a molécula de
betacaroteno. Aléem disso pelo o microrganismo se tratar de uma levedura, processos
como filtracdo se tornaram inviaveis pelo fato de causarem severos problemas com
entupimentos.

A despeito da natureza altamente lipolitica dos carotendides, o betacaroteno &
citosolico, ou seja, apresenta certo grau de hidrofilia. Portanto, a selecdo do método para
a extracdo do betacaroteno produzido por cultivo submerso de Rhodotorula glutinis

apresentou-se como 0 passo mais importante e dificil deste trabalho.

4.1 Extracdo do betacaroteno

4.1.1 Extracdo com acetona e etanol

Os solventes escolhidos foram acetona, etanol e acetona-etanol 1:1 (v/v)
estes solventes apresentavam baixa toxidade e valores de log Po/w superiores a 4, ou
seja, eram biocompativeis. Inicialmente, testou-se como solvente a acetona, por
apresentar baixa temperatura de vaporizacdo e, portanto, facil separacdo do produto
recuperado. Foi testado entdo a extracdo com acetona acoplada ao ultrassom, afim de

gue se rompessem mais células, aumentando a concentracdo de betacaroteno e com
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isso aumentando o rendimento. A Tabela 4.1 apresenta os resultados para extracdo com

acetona com e sem o uso do ultrassom analisadas em espectrofotometro

Tabela 4.1: Concentragao de Betacaroteno utilizando somente acetona e acetona com o

ultrassom
Concentragao de betacaroteno (mg/L)
Tempo (min) Extracdo com Extracdo com Acetona
Acetona acoplada a ultrassom
0 0 0
15 2,5 12,1
30 3,7 19,2
45 4,2 21,5
60 3,3 19,1

Através da Tabela 4.1 observa-se que a técnica de extracdo com o auxilio do
ultrassom tornou o processo de extracdo mais eficiente, com base nesta observacéo
foram testados os solventes etanol e acetona-etanol 50:50 (v/v), utilizando o ultrassom
conforme metodologia descrita anteriormente. A Tabela 4.2 apresenta os resultados

obtidos com os solventes testados.

Tabela 4.2: Concentracédo de betacaroteno extraido com solvente associado a técnica

de ultrassom.

Solvente (mg/L)

Tempo (min)

Acetona Etanol Acetona/Etanol
0 0 0 0
15 121 9,2 8,4
30 19,2 11,3 7,9
45 21,5 12,0 4,5
60 19,1 10,5 9,1

Pode-se observar que foi necessario apenas 15 minutos para o betacaroteno

do microrganismo ficar em solugdo em todos os solventes utilizados. A Tabela 4.2
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também mostra que no tempo de 45 minutos obteve-se 0 maior grau de recuperacao do
betacaroteno quando se utilizou acetona como solvente associado ao ultrassom ,e para
essas condi¢des a concentracéo.obtida foi de 21,5 mg/L.

Observa-se que os resultados obtidos para a mistura de acetona-etanol nao
foram muito satisfatorios, mostrando que houve uma influéncia negativa dessa
combinacdo provavelmente por esses solventes possuirem estruturas moleculares muito

diferentes.

4.1.2 Analises no microscopio

Antes e apds a operacdo de extracdo com 0s solventes acetona, etanol e
acetona-etanol foram analisadas amostras em microscopio para verificar a ruptura dos
microrganismos. Verificou-se um baixo rendimento no processo de extracdo do
betacaroteno. Assim, associada a técnica de extracdo com solvente, utilizou-se a técnica
de ultrassom. A utilizacdo desta técnica possibilitou maior eficiéncia na recuperagéo do
betacaroteno.

A Figura 4.1 mostra a amostra de Rhodotorula glutinis antes da adicdo do
solvente, trata-se do fermentado puro e pode-se ver a levedura viavel com coloracao,
observando as figuras 4.2, 4.3, 4.4 vé-se as amostras ap0s 0 processos de extracdo com
solventes (acetona, etanol, acetona com etanol) com o ultrassom. As figuras 4.2, 4.3 e 4.4
mostram que a levedura foi rompida e os carotendides extraidos e tornando o meio com

coloracédo bord0, cor caracteristica do betacaroteno.

Figura 4.1 — Rhodotorula glutinis ap6s cultivo Figura 4.2 — Rhodotorula glutinis apds cultivo
submerso em suco de caju, aumento de 100x submerso em suco de caju, aumento de 100x
ap0s uso de ultrassom e solvente:acetona
por 15 minutos
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Figura 4.3 — Rhodotorula glutinis apés cultivo Figura 4.4—Rhodotorula glutinis apés cultivo
submerso em suco de caju,aumento de 100 X, submerso em suco de caju, aumento de 100
X apoés uso de ultrassom e solvente: etanol por apos uso de ultrassom e solvente:acetona /
15 minutos. etanol por 15 minutos.

Pelas Figuras apresentadas pode-se notar que para um mesmo tempo ha
menores particulas da levedura Rhodotorula glutinis com o solvente acetona do que dos
demais solventes, confirmando que ha mais células rompidas e mais betacaroteno

liberado.

4.1.3 Extracao com Dimetilsuféxido (DMSO)

A extracdo com DMSO foi utilizada por este ser um reagente que possui baixa
toxidade e juntamente com a mistura de éter de petréleo e acetato de etila age na
parede celular, rompendo-a e liberando o betacaroteno. Foram avaliados diferentes
porcentagens de suco de caju no meio (25%,50%,75% e 100%)(Figura 4.5) afim de
estudar a quantidade de betacaroteno que poder ser produzido e extraido.

Figura 4.5: Fermentado contendo 25%, 50%, 75%, 100% de suco de caju
respectivamente.
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Ao longo da extracao notou-se que ao adicionar a mistura de éter de petréleo

e acetato de etila e seguido da centrifugacdo das amostras, o sobrenadante adquiriu
coloracéo correspondente ao betacaroteno e a biomassa ia perdendo sua pigmentacao,
mostrando que essa mistura extraia o betacaroteno e o DMSO apenas rompia as células
para que o betacaroteno fosse liberado. A figura 4.6 mostra o sobrenadante para as
diferentes porcentagens do meio (25, 50, 75 e 100%, respectivamente) com O0s

reagentes DSMO, éter de petréleo e acetato de etila.

Figura 4.6: Carotendides liberados no sobrenadante contendo DMSO, éter de petréleo e

acetato de etila, para diferentes percentagens de suco no meio.

4.1.4 Analise por HPLC

Anteriormente a analise do betacaroteno produzido por do cultivo submerso de
Rhodotorula glutinis em suco de caju, foram realizados testes com diferentes
composicdes da fase movel (acetona, alcool isopropilico e metanol), de acordo com
trabalhos reportados na literatura, utilizando os padrées de betacaroteno.

Alguns critérios foram selecionados para a escolha da fase movel mais
adequada, entre eles, solubilidade, estabilidade da amostra no solvente escolhido, e 0
tempo de retencdo. A fase mdével metanol foi a que se mostrou a mais adequada, dentro
dos critérios levados em consideracéo.

O betacaroteno obtido do cultivo submerso de Rhodotorula glutinis em suco
de caju foi analisado em HPLC. A Figura 4.7 mostra o cromatograma obtido da andlise
para a quantificacdo do betacaroteno obtido pelo cultivo em suco de caju apds a etapa

de extracdo com acetona em ultrassom.
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Figura 4.7 — Cromatograma obtido da andlise para a quantificacdo do betacaroteno
obtido de cultivo submerso de R. glutinis em suco de caju apés purificacdo por ultrassom

e solvente acetona

De acordo com o que foi visto nas andlises espectrofotométricas pode-se
observar que a levedura R. glutinis produziu carotendides, porém no cromatograma
surge apenas um pico em aproximadamente 1,5 minutos que esta caracterizando a
acetona que foi usada como solvente e ndo surge nenhum pico no tempo caracteristico
do betacaroteno (aproximadamente em 8 minutos) que foi determinado pela curva de
calibracdo do betacaroteno (Figura 4.8).

O HPLC é a técnica mais sensivel para a caracterizacéo, portanto, pode-se
estar produzindo outros carotendides e pigmentos que também sao identificados por

espectrofotdmetro,mas néo foi identificado na analise em HPLC.

01,0106
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0,003

2 i
0,002

0,001 4
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T
1,00 2,00 3,00 400 5,00 £,00 7,00 8,00 9,00 10,00 11,00
Minutes

Figura 4.8: Andlise do padrdo do Betacaroteno por HPLC.

Nas analises no HPLC com o betacaroteno extraido pelo uso de DMSO
associado com éter de petréleo e acetato de etila (Figura 4.9) surgiram 3 picos: 0
primeiro em aproximadamente em 1,5 minutos que se trata dos solventes, pois DMSO e
acetona possuem estrutura molecular muito semelhante. O segundo pico resulta da

mistura dos solventes e o ultimo pico surgiu no tempo caracteristico de identificacdo do
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betacaroteno, isto € em aproximadamente em 7 minutos, para todas as diluicdes do

meio.

Esse Ultimo pico apresentou simetria e ndo apresentou efeito de cauda,
indicando uma boa eficiéncia de separacdo dos compostos. O tempo de retencao
encontrado foi relativamente baixo, diminuindo assim, o tempo de analise das amostras e
percebeu-se ainda que h&d uma completa separacdo entre os dois compostos, tornando
assim esse meétodo de extracao viavel.

Pode-se observar que a area de betacaroteno extraido com DMSO, éter de
petréleo e acetato de etila foi pequena, mas isso deve-se o fato deste estar muito diluido
nos solventes, ja que foram necessarios fazer 3 extracdes e em cada uma adiciona-se 7,5
mL de reagentes. Foram feitos os calculos para saber quanto de betacaroteno foi extraido
nessa quantidade de reagente, atraves da equacao 3 (Anexo 2) que fornece a relacdo da
concentracdo pela area obtida no HPLC, e dai pra saber o quanto haviam nos 10 mL

centrifugados do meio, este resultado mostrado na Tabela 4.3

10,0015
0,00104
E)

10,0005

10,0000

T T T T T T T T T
1,00 2,00 3,00 4,00 5,00 6,00 7,00 8,00 9,00 10,00 11,00
Minutes

Figura 4.9: Cromatograma de betacaroteno obtido de cultivo submerso de Rhodotorula.
glutinis em suco de caju ap6és purificacdo por uso de DMSO, éter de petroleo e acetato

de etila.

A tabela 4.3 mostra a concentracdo de betacaroteno obtido através desse
método de extracdo nas diferentes diluicbes do suco de caju. Observa-se que a
guantidade de suco é relevante pra produzir o betacaroteno, no meio que € composto de
100% de suco temos que a concentracdo de betacaroteno extraido € bem maior e
coloracdo é mais intensa nessa quantidade de suco do que nas demais, como foi

ilustrado na Figura 4.5 e 4.6.
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Tabela 4.3: Concentragao de betacaroteno produzido em diferentes porcentagens de

suco de caju no meio.

% de suco no meio de cultivo Concentracao de betacaroteno (mg/L)
25 187,71
50 317,82
75 359,83
100 607,38

As concentracfes de betacaroteno sdo maiores nesse método de extracao do
gue as produzidas com o uso dos outros solventes com o ultrassom, podendo ser
possivel identifica-lo e quantifica-lo, comprovando que o betacaroteno foi realmente
produzido em uma boa quantidade.

Infelizmente n&o foi possivel testar outras combinacdes de solventes com o

DMSO, pois nao houve disponibilidade de equipamentos.
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Capitulo V

Conclusoes

5. CONCLUSOES

Com base nos resultados experimentais obtidos neste trabalho foi possivel concluir

que:

A técnica de extracdo apenas com solvente extraiu uma pequena quantidade
de carotendides e pdde ser melhorada com a utilizagdo do ultrassom. Observou-
se a pigmentacdo por espectrometria e por analises em microscopio, mas o

betacaroteno nao foi identificado em HPLC.

O meétodo de extracdo com DMSO aliada com éter de petroleo e acetato de
etila, permitiu a liberacdo do betacaroteno para o solvente vista pela liberacdo da

coloracdo rosada nos reagente e a perda de cor da biomassa durante o processo

Foi possivel identificar e quantificar o betacaroteno extraido por HPLC sendo
constatado que a extracdo com DMSO, éter de petrdleo e acetato de etila teve
melhor desempenho na extracdo e purificacdo de betacaroteno que no método

de solvente (acetona, etanol, acetona-etanol) acoplado ao ultrassom.

A quantidade de suco no meio influencia na quantidade produzida do
betacaroteno no meio, e observou-se que quanto este se encontra mais
concentrado produz uma maior quantidade do produto desejado e possui

visualmente uma maior pigmentacao.

As concentracfes para a extracdo por DMSO, éter de petréleo e acetato de
etila foram elevadas, e o estudo do uso DMSO com outros reagentes para

extracdo seria necessario para avaliar o melhor método de purificacao.
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ANEXOS

ANEXO 1

Curva padréo de concentragédo de biomassa
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Figura 7.1: Curva padréo de crescimento do microorganismo.

Foram medidas as concentracfes e as absorbancias durante o crescimento
do microrganismo e foi construido um grafico de absorbancia por concentracdo.Obteve-
se uma correlacao linear, através do programa Microcal Origin versédo 7.0, e esta gerou
coeficiente angular a de 1,00519,que sera utilizado na equacdo 1 para determinar a

concentracéo do indculo.

Concentra¢ &0 (g /L) = Absorbanci a x Diluicdo xa ' (1)

Com essa concentracdo calcula-se o volume de inéculo necessario para que
0 meio com 100 mL suco de caju figue com concentracdo de 0,01 g/L, através da

equacao abaixo.

Ci*Vy = V5 (; (2)
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ANEXO 2

Curva de calibracdo do Betacaroteno

A curva de calibracdo do betacaroteno foi obtida através das solucdes
padrdes de betacaroteno preparadas nas seguintes concentracdes: 10,7; 14; 19,3; 21,5
e 26,9 mg/L, todas com absorbancia inferior a 0,9 no comprimento de onda de 450 nm,
as solugdes-padrao foram preparadas por diluigdo em agua deionizada de uma “solugao
mae” de concentragéo 5,37 g/L.

As analises foram realizadas por UV com comprimento de onda de 450nm
em HPLC. As condi¢cdes cromatograficas utilizadas nas analises das solucdes padrbes
foram: fase movel de metanol a uma vazéao de 1,0 mL/min, durante 12 min, com coluna
C18 Waters: Nova-Pak, 60A, 5 um de diametro, 3,9 x 150 mm., a 30 °C, com volume de
injecdo das amostras de 20 puL e uma pré- coluna C18 Nova Pak 4 um.
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Figura 7.2: Correlacdo linear para o Betacaroteno
Obteve-se uma correlacao linear, através do programa Microcal Origin versao

7.0, verificou-se através do R? que os pontos estédo bem ajustados, conforme observa-se

na Figura 7.1, cuja equacao é expressa na Equacéo 3.

Concentragao (“2) = 1,10898+ 4,72119+E — 5 3)



