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APRIMORAMENTO DA ETAPA DOWNSTREAM PARA A EXTRACAO DE CAROTENOIDES
PRODUZIDOS PELA LEVEDURA PHAFFIA RHODOZYMA

Improvement of the downstream step for the extraction of carotenoids produced by the yeast Phaffia rhodozyma

Daniel PRESCENDO JUNIORY", Pedro Garcia Pereira SILVA?, Janaina Fernandes de Medeiros BURKERT?,
Lucielen Oliveira SANTOS*

RESUMO: Os carotenoides sdo a classe de pigmentos mais difundida na natureza. Possuem alta demanda de mercado devido
as suas propriedades benéficas a salde, resultando em aumento nas pesquisas referentes a sua producédo via biotecnoldgica,
podendo estes, serem produzidos por diferentes micro-organismos como a levedura Phaffia rhodozyma. Para tanto, pesquisas
sd0 necessarias para avaliar métodos e técnicas de extracdo e recuperacdo mais eficientes destes produtos. Neste contexto, este
estudo propde avaliar diferentes pré-tratamentos na biomassa de P. rhodozyma e diferentes solventes para a recuperagdo de
carotenoides. Para tal, trés pré-tratamentos na biomassa foram avaliados (secagem 24 h — congelamento 24 h; secagem 48 h —
congelamento 48 h e liofilizacdo). A utilizacdo de hexano e éter de petréleo como solvente para a obtencdo do extrato
carotenogénico também foi verificada. Com o aprimoramento da metodologia, obteve-se maxima concentracdo especifica
(245,71 £ 6,08 ug g ) e volumétrica (1803,50 + 36,46 g L) de carotenoides utilizando éter de petrdleo no pré-tratamento com
secagem 24 h (35 °C) e congelamento 24 h (-18 °C). Este resultado mostra que no ensaio 24 h a quantidade de carotenoides
extraido da biomassa é 23,3% mais eficiente que 0 método usualmente utilizado (secagem 48 h - congelamento 48 h), reduzindo
0 tempo de processo em 48 h.

Palavras-chave: Cultivo microbiano. Pré-tratamento de biomassa. Recuperacéo de carotenoides. Solventes organicos.

ABSTRACT: Carotenoids are the most widespread class of pigments in nature. They have high market demand due to their
beneficial health properties, resulting in an increase in research related to their biotechnological production, which can be
produced by several microorganisms, such as the yeast Phaffia rhodozyma. Therefore, research is needed to evaluate more
efficient extraction and recovery methods and techniques for these products. In this context, this study proposes to evaluate
different pretreatments in the biomass of P. rhodozyma and different solvents for carotenoid recovery. For this, three pre-
treatments in the biomass were evaluated (drying 24 h - freezing 24 h; drying 48 h - freezing 48 h and freeze-drying). The use
of hexane and petroleum ether as a solvent to obtain the carotenogenic extract was also verified. With the improvement of the
methodology, the maximum specific concentration (245.71 + 6.08 pg g1) and volumetric concentration (1803.50 + 36.46 g
L-1) of carotenoids were obtained using petroleum ether in the pre-treatment with drying 24 h (35 °C) and freezing 24 h (-18 °C).
This result shows that in the 24 h assay the amount of carotenoids extracted from biomass is 23.3% more efficient than the
method usually used (drying 48 h - freezing 48 h), reducing the processing time by 48 h.
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INTRODUGAO

Com ampla distribuicdo na natureza, os carotenoides sao
substancias lipofilicas que representam uma classe de mais de
700 pigmentos que apresentam, em sua maioria, coloragéo
amarela, laranja ou vermelha (MESQUITA et al.,, 2017).
Possuem estruturas quimicas diversas, e além de serem
utilizados comercialmente como corantes naturais na industria
de alimentos, alguns tipos de carotenoides possuem funcdes
bioativas com efeitos benéficos para a salde, sendo utilizados
principalmente em farmacos e cosmeéticos. Isso devido a suas
propriedades antioxidantes e por serem precursores da
vitamina A. Todavia, por ndo serem sintetizados no organismo
humano, requerem sua insercéo na dieta
(NGAMWONGLUMLERT; DEVAHASTIN, 2018;
RODRIGUEZ-AMAYA, 2019).

Os carotenoides séo sintetizados em algumas espécies de
bactérias, fungos, leveduras, algas e plantas superiores
(MESQUITA et al., 2017; RODRIGUEZ-AMAYA, 2019). E
dentre 0os micro-organismos a levedura Phaffia rhodozyma
destaca-se devido a sua capacidade de assimilar diferentes
fontes de carbono como substrato (CIPOLATTI et al., 2015;
URNAU et al., 2018), possuir metabolismo heterotr6fico com
taxa de crescimento relativamente rapida, habilidade de atingir
alta densidade celular, ser certificada como GRAS (Generally
Recognized as Safe) e apresentar a capacidade de produzir
carotenoides como B-caroteno, luteina e astaxantina, sendo este
seu carotenoide majoritario (NOGUEIRA et al., 2017).

A P. rhodozyma sintetiza carotenoides no interior da
célula, sendo necessario que ocorra o0 processo de ruptura
celular para posterior extracdo do composto, processo esse que
pode se dar por diferentes técnicas. Entre elas a extragdo com
ruptura quimica, onde solventes organicos sdo aplicados
diretamente na biomassa ou aplicados ap6s um pré-tratamento
térmico de modo a se obter maiores rendimentos no processo
em escala laboratorial (MICHELON et al., 2012). Técnicas de
lise celular utilizando pré-tratamentos térmicos na biomassa
sdo alvos de estudos, pois a temperatura afeta diretamente a
parede celular do micro-organismo, fazendo com que haja a
liberagcdo dos compostos intracelulares para 0 meio externo.
Desta forma, opera¢Ges como secagem e/ou congelamento da
biomassa sdo interessantes anteriormente a extracdo do
pigmento (ALBUQUERQUE, 2015; FONSECA et al., 2011;
SAINI; KEUM, 2018).

Ap0s a extracdo dos carotenoides do material intracelular,
a solucdo formada é composta por diversas outras substancias
que sdo extraidas em conjunto no processo, assim como 0s
lipideos. Para a separacdo desta solugdo, sdo utilizados
reagentes quimicos que tenham afinidade com os carotenoides,
separando-os dos demais compostos para serem quantificados
(ALBUQUERQUE, 2015; FONSECA et al., 2011). O estudo
de diferentes solventes para a separagdo da molécula alvo dos
contaminantes se faz necessario, visto que, este afetard o
coeficiente de particio da molécula de interesse e,
consequentemente, afetara na recuperagdo desta biomolécula,
guando em escala industrial (KILIKIAN; PESSOA JR., 2020).

Logo, o objetivo deste estudo é propor um aprimoramento
da técnica de extracéo de carotenoides de P. rhodozyma pelo
pré-tratamento da biomassa, avaliando diferentes solventes
para recuperacdo dos carotenoides na etapa downstream.

MATERIAL E METODOS

Micro-organismo e obtencéo da biomassa

A levedura Phaffia rhodozyma NRRL-Y 17268,
proveniente do Northern Regional Research Laboratories
(Peoria, IL, EUA) foi o micro-organismo utilizado neste
estudo. A cepa foi mantida a 4° C em 4gar Yeast-Malt Extract
(YM) inclinado, composto por 10,0 g L™ de glicose; 5,0 g L™
de peptona; 3,0 g L de extrato de levedura; 3,0 g L™ de extrato
de malte e 20,0 g L de agar. Para reativacéo, a levedura foi
transferida para 0 meio YM e incubado a 25 °C por 48 h. O
pré-inéculo foi feito com a suspensédo de células em 1 mL de
agua peptonada (0,1%) e 9 mL de meio YM e incubado nas
condicBes descritas por Cipolatti et al. (2015).

O preparo do inéculo foi feito em frascos Erlenmeyer
(250 mL) contendo 90 mL do meio YM e 10 mL do pré-
indculo. Os frascos foram mantidos a 150 rpm, 25 °C, por 24 h,
até atingir 1x10% cél mL™. O ind6culo permaneceu sob
intensidade de campo magnético de 30 mT gerado por um iméd
de ferrite (8 cm x 8 cm x 1 cm) disposto na base do frasco
(SILVA et al., 2020).

Para a producgdo de carotenoides o cultivo foi feito em
frascos Erlenmeyer (500 mL) contendo 225 mL do meio YM,
10% de indculo, mantido a 25 °C, 180 rpm e pH inicial 6,0
(RIOS et al., 2015) por 96 h com aplicacdo de campo
magnético de 30 mT durante todo o cultivo (SILVA et al.,
2020).

Pré-tratamentos da biomassa e avaliacao de solventes para
recuperacéo de carotenoides

Ap6s 96 h de cultura, o meio de cultivo foi centrifugado
e 0 sobrenadante descartado, a biomassa foi lavada e
ressuspendida em agua destilada. Trés pré-tratamentos da
biomassa foram avaliados (Tabela 1).

Tabela 1. Pré-tratamentos utilizados na biomassa para a
extracdo de carotenoides.

Ensaio Pré-tratamento da biomassa
24 h Secagem (24 h) / Congelamento (24 h)
48 h Secagem (48 h) / Congelamento (48 h)
Lio Liofilizacdo

A secagem da biomassa foi feita em estufa de circulagdo
de ar a 35 °C e o congelamento em freezer convencional a -
18 °C. Para a liofilizacéo, a biomassa foi mantida a -70 °C por
48 h e apos liofilizada. A biomassa seca foi macerada com
pildo e almofariz, padronizada em peneira mesh 115 e
posteriormente congelada de acordo com os pré-tratamentos.
Os ensaios e analises foram feitos em triplicata.

Para a ruptura celular, em 0,05 g de biomassa foram
adicionados 2 mL de DMSO (dimetilsulfoxido) aquecido a
55 °C, homogeneizado por 1 min em vértex (Biomixer QL-
901, Ningbo, China) a cada 15 min durante 1 h. Apds a ruptura,
para a extragdo dos carotenoides, foi adicionado 6 mL de
acetona P.A. e posteriormente centrifugado (3500 rpm,
10 min). O sobrenadante foi separado e o procedimento foi
repetido novamente (MICHELON et al., 2012).

Ao sobrenadante separado, foi adicionado 10 mL de NaCl
20% (m v1), 10 mL do solvente organico (hexano ou éter de
petroleo). A fase de topo foi filtrada em papel filtro com
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Na,SOs, e o filtrado obtido foi denominado extrato
carotenogénico (CIPOLATTI et al., 2015).

A determinagdo da concentragdo especifica de
carotenoides (CEC) nos extratos foi feita em espectrofotémetro
a 470 nm (RODRIGUEZ-AMAYA, 2001). A Eq. 1 foi
utilizada, sendo os resultados expressos em termos de seu
carotenoide majoritario (astaxantina em hexano, com
absortividade molar de 2100 M cm™ e em éter de petréleo com
absortividade molar de 2110 M cm™) (CIPOLATTI et al.,
2015; RODRIGUEZ-AMAYA, 2001). Onde na Eq. 1: CE =
concentracdo especifica de carotendides (ug g?); A =
absorbancia, V = volume (ML); Mamostra = biomassa (g) e A1%,
= absortividade molar.

AxVx10°

CE(ngg—1) = = 1)
Aic/m x 100 x Mamostra

Para obter a concentragdo volumétrica de carotenoides
(ug L) foi multiplicado a concentragdo especifica de
carotenoides (g g*) pela concentracéo de biomassa (g L™).

Determinacéo do teor de umidade

Ap0s a etapa de secagem, as biomassas foram submetidas
a determinacéo do teor de umidade (método 925.45b) (AOAC,
2002).

Tratamento estatistico

Para os ensaios de pré-tratamento na biomassa, 0s
resultados obtidos foram submetidos a Andalise de Variancia
(ANOVA) e as médias comparadas pelo Teste de Tukey. Para
0s ensaios entre os dois solventes, as médias foram comparadas
pelo teste T de “student”, ambos com 95% de confianga.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Estudo do cultivo microbiano

Inicialmente foi feito o cultivo nas condigdes descritas no
estudo de Silva et al. (2020) para selecionar qual o tempo de
cultivo ideal para maxima producéao de biomassa (Figura 1). A
utilizacdo de campos magnéticos (CM) no cultivo foi descrita
por Silva et al. (2020), onde os efeitos da aplicacdo de 30 mT
no cultivo de levedura P. rhodozyma NRRL-Y 17268
aumentou em 59,4% a producdo de carotenoides.

Figura 1. Cultivo de P. rhodozyma sob efeito de campo
magnético de 30 mT.

—~ 8T T T T T T T T 1500 &%
> . 3
= . T 1250 ‘=
I a 0%
2 S 1000 3
a%- 4 - y 750 :-E’
s T 2
5 g
¥ = so0 2
£ 2 - >
o - 2
250 2

[] =
=

- 4 3
o - - Fo £
0 24 48 72 96 120 144 168 o

Tempo (h)

Percebe-se que a mdxima concentragdo volumétrica de
carotenoide (1184,60 + 38,74 ug L) e maxima concentragdo
de biomassa (7,34 + 0,04 g L'*) foram obtidas em 96 h. Frente
a estes resultados, decidiu-se estudar o aprimoramento do
processo de extracdo dos carotenoides dos pré-tratamentos da
biomassa e da avaliagdo de diferentes solventes para
recuperagéo dos carotenoides.

Efeitos do pré-tratamento da biomassa na extracdo de
carotenoides

O pré-tratamento da biomassa que apresentou maior
extratibilidade de carotenoides por grama de biomassa foi 0
ensaio 24 h, sendo estatisticamente igual ao ensaio Lio. Os
resultados podem ser analisados na Figura 2.

Figura 2. Concentracdo especifica de carotenoides. Média +
Desvio Padrdo (n=3). Letras minGsculas diferentes
representam que ha diferenca estatistica pelo teste Tukey (p <
0,05) entre os pré-tratamentos; Letras maiusculas diferentes
representam que ha diferenca estatistica pelo teste T de
“student” (p < 0,05) entre os solventes.
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O teor de umidade da biomassa diferiu estatisticamente
dentre todos os pré-tratamentos de biomassa. O menor teor de
umidade foi obtido no pré-tratamento 48 h (4,8 £ 0,2%), sendo
aproximadamente 9,2 e 26% menor do que 0s ensaios 24 h e
Lio, respectivamente. No ensaio Lio, ao padronizar as
particulas de biomassa em mesh 115, observou-se que a
biomassa absorveu dgua do ambiente, provavelmente por isso
apresentou teor de umidade maior que os demais pré-
tratamentos. 1sso pode ndo ter influenciado significativamente
na extracdo dos carotenoides frente a técnica utilizada,
entretanto foi observado durante o estudo (Figura 3).

A menor concentragcdo especifica de carotenoides
(188,47 = 5,70 ug g) foi observada também no ensaio 48 h
utilizando hexano como solvente para recuperagdo dos
carotenoides. Sendo essa metodologia a utilizada por Silva et
al. (2020). Assim, propde-se um aprimoramento na técnica,
reduzindo em 48 h (24 h do processo de secagem e 24 h de
congelamento) o processo de extracdo de carotenoides. Neste
mesmo ensaio foi observada uma concentragdo especifica de
carotenoides 18,7 e 19,2% menor que a do ensaio 24 h e Lio,
respectivamente.

Figura 3. Teor de umidade de biomassa nos pré-tratamentos e
solventes estudados. Média + Desvio Padrdo (n=3). Letras
minusculas diferentes representam que ha diferenca estatistica
pelo teste Tukey (p <0,05).
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Pré-tratamento da biomassa

Percebe-se que o teor de umidade de cada pré-tratamento
influenciou no processo de extracdo dos carotenoides. Fonseca
etal. (2011) comprovaram a hipétese de que tanto a quantidade
de agua fora da célula, quanto a quantidade de &gua livre,
influéncia nos processos de ruptura celular e na extracao de
carotenoides. Além disso, Mazur (1970) explicou que a
formacdo de cristais de gelo no processo de congelamento, a
concentracdo de solutos e a desidratacdo celular pelo aumento
da pressdo osmdtica colaboram com a lise celular ao
danificarem a membrana da célula da levedura.

Visto que a quantidade de agua, que formara os cristais
de gelo, influencia positivamente no pré-tratamento da
biomassa, é possivel comprovar que o ensaio de pré-tratamento

de biomassa 24 h é o mais efetivo. Isso, porque a formag&o de
cristais de gelo sera maior, por haver mais agua na célula. Este
fato, ocorre exclusivamente para a levedura estudada, perante
ao fato de que cada micro-organismo possui suas proprias
caracteristicas de rigidez de membrana. Pode-se citar o
trabalho de Lopes et al. (2017), que ndo obtiveram diferencas
significativas da biomassa liofilizada de S. pararouseus e de
R. mucilaginosa com a biomassa seca (35 °C; 48 h) e congelada
(-18 °C; 48 h).

No estudo de Fonseca et al. (2011), foi demonstrado que
0 pré-tratamento de biomassa de P. rhodozyma utilizando
secagem (35 °C; 48 h) e posterior congelamento (-18 °C; 48 h)
foi significativamente mais efetivo do que sem pré-tratamento
da biomassa, ou quando a biomassa foi submetida apenas a
secagem ou congelamento.

Assim sendo, percebe-se que 0 pré-tratamento na
biomassa de P. rhodozyma se faz necessario, e que 0 mais
eficiente é a secagem por 24 h e posterior congelamento por
24 h. Este ensaio ndo diferiu significativamente do ensaio Lio.
Entretanto, levando em consideracdo a complexidade e custo
do processo de liofilizacdo, nota-se que o ensaio 24 h é tanto
mais vantajoso em relacdo a extratibilidade, quanto a facilidade
de operagé&o.

Recuperacdo de carotenoides:
solventes hexano e éter de petréleo

Neste estudo, foram avaliados também os solventes
hexano e éter de petroleo para a recuperacao dos carotenoides
e formacéo do extrato carotenogénico na etapa de downstream.
O hexano apresentou-se como um solvente de menor
capacidade de extracdo de carotenoides perante o éter de
petréleo em todos os pré-tratamentos estudados. A menor
concentracdo volumétrica de carotenoides (1383,36 + 34,15
ug L) foi obtida no ensaio 48 h, utilizando o hexano (Tabela
2). Sendo que este, é o solvente padrédo utilizado na literatura.

Em escala laboratorial, para quantificacdo dos
carotenoides, o éter de petr6leo é o mais adequado. Entretanto,
este solvente ndo pode ser utilizado em escala industrial devido
a sua toxicidade. Em contrapartida, segundo Chen et al. (2018),
0 hexano é permitido em concentracBes especificas,
dependendo do uso e suas concentragdes.

As maximas concentragdes volumétricas de carotenoides
obtidas foram 1803,50 + 36,46 g L™ no ensaio 24 h e 1831,00
+ 34,10 pg L™ no ensaio Lio, ambas utilizando éter de petréleo
como solvente extrator. Desta forma o método mais viavel
estudado foi o pré-tratamento de biomassa com secagem 24 h
a 35 °C e posterior congelamento por 24 h a -18 °C, sendo a
extracdo feita com éter de petroleo.

A metodologia utilizada por Silva et al. (2020) é feita com
o0 pré-tratamento de biomassa por secagem por 48 h e posterior
congelamento por 48 h e a recuperacdo dos carotenoides feita
com hexano. Neste estudo, o ensaio 24 h apresentou-se como
uma metodologia 23,3% mais eficiente em relacdo a
quantidade de carotenoides extraido da biomassa, do que o
método utilizado usualmente. Todavia, vale ressaltar que 0s
dados obtidos sdo em funcdo do aperfeicoamento da
metodologia empregada e ndo do melhoramento do processo
de producéo de carotenoides pela levedura P. rhodozyma.

comparagdo entre 0s

Tabela 2. Recuperacdo de carotenoides utilizando hexano e éter de petréleo em diferentes pré-tratamentos de biomassa.

Pré-tratamento da biomassa

Concentragédo volumétrica de carotenoide (ug L?)
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Hexano Eter de petréleo
24 h 1641,54 + 34,50 % B 1803,50 + 36,464
48 h 1383,36 + 34,152 B 1519,09 + 38,72 b A
Lio 1649,10 + 72,34 2B 1831,00 + 34,10 2 A

Meédia + Desvio Padréo. Letras minGsculas iguais na mesma coluna representam que ndo ha diferencas estatisticas pelo teste
Tukey (p > 0,05); Letras maiusculas iguais na mesma linha representam que ndo ha diferenca estatistica ao nivel de confianca
de 95% pelo teste T de “student” (p < 0,05).

CONCLUSOES

1. Na etapa downstream o pré-tratamento da biomassa de P.
rhodozyma NRRL 17268 que se mostrou mais eficiente foi a
secagem por 24 h (35 °C) e congelamento por 24 h (-18 °C),
utilizando éter de petréleo para extracdo dos carotenoides;

2. A méaxima concentracdo especifica (245,71 + 6,08 g g
e volumétrica (1803,50 * 36,46 pg L) de carotenoides foi
23,3% mais eficiente em relagdo a quantidade de carotenoides
extraido da biomassa, do que o método utilizado usualmente
(48 h; extraido com hexano);

3. O hexano apresentou menor extratibilidade de
carotenoides da biomassa de P. rhodozyma em todos os pré-
tratamentos estudados;

4. O processo de extracdo de carotenoides foi reduzido em
48 h.
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