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PRETREATMENT OF SUGARCANE MOLASSES AND CORN STEEP LIQUOR FOR THE PRODUCTION OF CAROTENOIDS.
This work studied the pretreatment of sugarcane molasses (CM) and corn steep liquor (CS) for the production of carotenoids by

Sporidiobolus salmonicolor (CBS 2636). The acid pretreatment removed less micronutrients than that with activated carbon and led
to high removals of Cu and Mn. Reduction in optical density of the prepared medium and removal of glucose from it were 22% and
7% for CM and 95% and 38% for CS, respectively. Total carotenoids obtained with substrates pretreated with acids (541 pg/L) were
higher than the results obtained when the medium was treated with activated carbon (208 pg/L).
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INTRODUCAO

Os substratos agroindustriais sdo bastante complexos e alguns
de seus componentes podem ser responsaveis pela inibicdo da pro-
ducdo, ou ainda, dificultar sua posterior recuperacdo e/ou purifica-
¢do de bioprodutos. Por exemplo, o melago é um subproduto da
industria de actcar que € utilizado com grande freqiiéncia como
fonte de carbono na industria de fermentagdes'. Porém, altas con-
centragdes de metais pesados no meio causam problemas criticos
durante a fermentagdo, como a inibi¢do do crescimento microbiano;
influenciam o pH do substrato e estdo envolvidos na inativagio das
enzimas associadas com a biossintese do produto’.

A literatura relata alguns trabalhos que utilizaram diferen-
tes pré-tratamentos de clarificacdo na bioprodu¢do compostos.
Porém, raras sdo as informagdes que relacionam a remogdo de
metais pesados e a composi¢cdo quimica dos substratos
agroindustriais in natura e/ou pré-tratados. Kasseno ¢ Kokugan®
testaram os efeitos do pré-tratamento do melaco através da
microfiltracio com uma membrana ceramica (0,05 um) na fer-
mentacdo de etanol. Os resultados mostraram que cerca de 99,5%
de glicose poderiam ser metabolizados pelas células no melaco
pré-tratado, enquanto apenas 83,1% de glicose sdo metabolizados
pelas células no melago ndo tratado. Roukas? empregou resinas
catidonicas, tratamento com acido sulfurico, tratamento com
fosfato de célcio, ferrocianeto de potdssio e EDTA no pré-trata-
mento de melaco de beterraba e os resultados mostraram que o
tratamento com dcido sulfurico foi o que gerou as mdximas con-
centra¢des do produto estudado. Ryan e Johnson* estudaram os
efeitos da modificagdo de uma membrana padrio de didlise, co-
mercialmente disponivel, através da reducdo de seus poros com

*e-mail: veunice @uricer.edu.br

a deposicdo de cristais de octanato de cdlcio na membrana. A
membrana modificada foi capaz de reduzir a concentragio de
potassio no melago, aumentando o rendimento da fermentagao,
com perdas de agicares bem menores durante a difusdo. Treichel®
testou os efeitos dos pré-tratamentos do melago e dgua de
maceracdo de milho, com carvio ativo, terra diatomdcea, dcido
sulfirico e dcido fosférico, na producdo da inulinase por
Kluyveromyces marxianus NRRL Y-7571. O pré-tratamento mais
adequado para os meios industriais foi com 8% (m/v) de carvao
ativo, 1 h de agitacdo em frascos agitados a 70 °C e 150 rpm.
Bae e Shoda® pesquisaram a producdo de celulose por
Acetobacter xylinum BPR-2001, usando melago pré-tratado com
acido sulfirico como fonte de carbono, obtendo-se um aumento
na produ¢do do biopolimero de 76% quando comparado com o
melago ndo tratado. Berwanger et al. 7 investigaram a producdo
de biopolimeros por Sphingomonas capsulata utilizando resi-
duo de proteina texturizada de soja (PTS) e melago de cana-de-
agucar pré-tratado com dcido sulftrico, sendo que a bioprodugdo
com substratos agroindustriais pré-tratados foi 13% superior
quando comparada com a do meio convencional (4% de
sacarose).

Assim, verifica-se que a utilizacdo de residuos industriais tem
tido grande interesse de estudo devido ao apelo ecoldgico e econd-
mico, além de uma ampla aplicacdo, portanto requerendo em al-
guns casos, estudos de clarificacdo que viabilizem ndo s6 a obten-
¢do dos produtos, mas também as etapas de recuperagdo e purifica-
¢do sem aumento excessivo no custo do processo. Neste contexto, o
objetivo deste trabalho foi estudar pré-tratamentos do melago de
cana-de-agucar e dgua de maceracio de milho para a bioproducio
de carotendides por Sporidiobolus salmonicolor (CBS 2636), atra-
vés do desenvolvimento de diferentes pré-tratamentos para os
substratos industriais, da caracterizagd@o dos substratos industriais
in natura e pré-tratados e otimizagdo da bioprodugao de carotenéides
em meio industrial pré-tratado.
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PARTE EXPERIMENTAL
Substratos industriais testados

Os substratos industriais utilizados foram melago de cana-de-
acucar, adquirido na Usina Ester na regido da Grande Campinas/
SP, dgua de maceragdo de milho (AMM) cedida pela Corn Products
— Mogi Guagu/SP e hidrolisado de levedura (Prodex Lac®) adqui-
rido da Inddstria Prodesa - Mogi Mirim/SP.

Pré-tratamento com carvio ativo

Em ensaios de pré-tratamento com carvio ativo (Carvorite -
ANF, ~45% retido pela malha de mesh 325, densidade aparente de
0,450 g/cm®) foram utilizadas concentragdes de 4 e 8% (m/v). A
dgua de maceragdo de milho e o melago de cana-de-agticar foram
utilizados na concentracdo de 100 g/L. Os experimentos foram re-
alizados em frascos, com agitacdo de 150 rpm por 1 h, a 70 e 90 °C.
Ap0s o tratamento os substratos foram centrifugados (10.000 xg, 5
°C, 15 min) e filtrados em papel (Whatman n°l). Como a
centrifugac¢do nio foi capaz de remover todo o carvdo dos substratos,
foi necessdria uma operacdo final de polimento, realizada com fil-
tracdo em membranas de acetato de celulose (Sartorius) de 0,8 e
0,2 wm, buscando separar o maximo possivel de carvdo do meio.

Pré-tratamento com acido sulfirico e fosforico

Os ensaios com tratamento dcido foram realizados conforme
metodologia descrita por Treichel’. A dgua de maceragdo de milho
e o melaco de cana-de-agtcar foram utilizados na concentragdo de
100 g/L. Inicialmente, ajustou-se o pH do melago e da dgua de
maceracdo de milho para 3,0 utilizando 4cido sulfirico 1 N e dcido
fosférico 1 N, respectivamente.

Os substratos permaneceram em repouso por 24 h a 24 °C, fo-
ram centrifugados (Eppendort 5403) a 5000 rpm por 15 min e ajus-
tou-se o pH para 4,0 no melago e 5,5 para a dgua de maceracdo de
milho, com solugdo de NaOH (Vetec) 2 N.

Caracterizacdo dos substratos industriais

Para caracterizar os substratos agroindustriais brutos e apds os
pré-tratamentos com carvio ativo e dcido (sulftirico e/ou fosférico)
efetuaram-se as seguintes andlises fisico-quimicas: minerais totais
(cinzas): foram determinados por incineracdo em mufla (Novus) a
550 °C de acordo com procedimentos descritos por IALS,
macronutrientes (Mg, Ca, Na, K) e micronutrientes (Mn, Fe, Zn,
Cu.): foram determinados por espectrometria de absor¢do atdmica
em chama - FAAS (Varian Spectra AA-55), segundo metodologia
descrita em AOAC’. Foram utilizadas 1ampadas de cdtodo oco de
Ca, Mg, K, Na, Mn, Zn, Fe, e Cu, como fonte de radiagdo. Os ele-
mentos foram medidos em condicdes de operag¢do otimizadas por
FAAS em chama ar/acetileno ou 6xido nitroso/acetileno. As leitu-
ras de Ca, Mg, K, Na, Cu, Mn, Zn e Fe foram realizadas no FAAS,
no modo absor¢do. Para eliminar possiveis interferéncias na deter-
minagdo de Ca e Mg, foi adicionado cloreto de lantanio nas amos-
tras e nas solucdes padrdes na proporcdo de 1% (m/v). O teor de
fésforo foi determinado por espectrofotometria’. Os célculos dos
teores dos minerais nas amostras foram baseados em uma curva de
calibragio obtida com as solu¢des padrdes; nitrogénio total foi de-
terminado pelo método de Kjeldah!l’; glicose (Gli) foi determinada
pelo método enzimdtico: glicose PAP, liquiform (LABTEST
Diagndstica, 2005); densidade 6tica (DO) foi avaliada em
espectrofotometro (Agilent 8553) a 600 nm.

Pré-tratamentos de melago de cana-de-agticar e d4gua de macera¢do de milho 1861

Os efeitos das varidveis investigadas foram avaliados estatistica-
mente pela andlise de varidncia seguida de Teste de Tukey (p<0,05),
utilizando software Statistica versao 5.0 (Statsoft Inc, USA).

Bioproducio de carotendides

A linhagem da levedura Sporidiobolus salmonicolor CBS 2636
(“Centraalbureau voor Schimmelcultures, Institute of the Royal
Netherlands Academy of Arts and Sciences - KNAW™) foi utilizada
nos ensaios para producdo de carotendides utilizando meios
agroindustriais.

Inicialmente, a cultura liofilizada foi hidratada em meio YM (*“Yeast
Malt Extract”), a 25 °C por 72 h. Posteriormente, a cultura foi transferida
para tubos inclinados, contendo o meio YMA (“Yeast Malt Extract
Agar”)e incubados por 48 h a 25 °C. Apés este tempo de crescimento,
os tubos contendo os microrganismos foram conservados a 4 °C em
refrigerador (Brastemp). A repicagem foi realizada a cada 2 meses.

O inéculo foi preparado em frascos de erlenmeyer de 250 mL,
contendo 100 mL de meio YM, com a seguinte composicao: 3 g/L de
extrato de levedura (Merck), 3 g/L. de extrato de malte (Acumedia),
5 g/LL de bacto peptona (Merck) e 10 g/LL de glicose (Nuclear). Apds
esterilizagdo, estes frascos foram inoculados com suspensdo de célu-
las, incubados a 25 °C, 180 rpm por 48 h'. A concentrac@o celular foi
acompanhada e padronizada através de medida de densidade Otica
(0,725 Unidades de Absorbancia) em espectrofotdmetro (Agilent,
modelo 8553) a 650 nm.

Os ensaios da bioproducdo de carotendides foram realizados
em agitador orbital (Nova Etica RDB-430) com controle de tempe-
ratura e agitagéio, no qual foram colocados erlenmeyeres de 250 mL,
contendo 100 mL de meio, 10% de in6culo (D.O e incubados a 25 °C,
180 rpm, pH inicial de 4,0, por 120 h e sem iluminagao'’.

Recuperacio de carotendides totais

Os ensaios de recuperacdo de carotendides totais foram reali-
zados conforme metodologia descrita por Valduga'®. As células
foram centrifugadas a 3.000 xg, 5 °C por 10 min (Eppendorf 5403)
e submetidas a sucessivas maceracdes em almofariz, apds congela-
mento com N, liquido. Posteriormente, adicionou-se dimetilsuf6xido
— DMSO na relacdo 2:1, seguido por aquecimento a 55 °C/30 min
(Fanem 102) e homogeneizacdes periédicas em Vortex (Phoenix
AP-56). Em seguida, adicionou-se mistura de acetona:metanol (7:3,
v/v), seguindo de centrifugacdes (3.000 xg, 5 °C, 10 min). O
sobrenadante foi separado e realizaram-se extracdes sucessivas, até
que o solvente e as células se apresentassem sem coloracdo. O
solvente foi evaporado em evaporador rotativo (Tecnal TE-210) a
35°C e os pigmentos foram solubilizados em metanol.

Determinacio de carotendides totais

A absorbancia da amostra apds extracdo foi medida em
espectrofotometro (Agilent 8553). A concentragdo total de
carotendides foi estimada através do valor medido da maxima
absorbincia a 448 nm, utilizando a equacdo descrita por Davies''.
O coeficiente de absorbéancia utilizado foi o referente ao B-caroteno:
E % =2550, para o solvente metanol".

Delineamento experimental para estudar a influéncia do pré-
tratamento dos substratos e da composicio na bioproducio
de carotendides

Para estudar os efeitos da composi¢do dos substratos industri-
ais e do pré-tratamento na produgdo de carotendides foram utiliza-



1862 Valduga et al.

dos planejamentos fatoriais completos 23, com 3 pontos centrais
(Planejamento 1 - sem pré-tratamento; Planejamento 2 — pré-trata-
mento com carvao ativo (8%, 90 °C, 1 h e 150 rpm) e Planejamento
3 - pré-tratamento com dcido) e avaliados estatisticamente com au-
xilio do software Statistica versdo 5.0. As varidveis estudadas e
seus respectivos niveis encontram-se descritos nas Tabelas 4, 5 e 8,
respectivamente.

A partir dos resultados obtidos nos planejamentos fatoriais an-
teriores, as faixas de varia¢des entre o limite inferior e superior de
cada varidvel foram ajustadas e planejamentos fatoriais completos
2%, com 2 pontos axiais para cada varidvel independente e 1 ponto
central para cada varidvel independente repetido 3 vezes foram re-
alizados para os pré-tratamentos com carvado ativo e dcidos (sulfd-
rico ou fosforico).

As varidveis independentes estudadas para o pré-tratamento com
carvao ativo foram concentracdo de dgua de maceracdo de milho
(AMM) e hidrolisado de levedura (Prodex Lac®), e a variavel fixa-
da foi o melago de cana-de-acicar, sendo que os niveis das varid-
veis independentes encontram-se descritos na Tabela 5.

No pré-tratamento com 4cidos, as varidveis independentes es-
tudadas foram o melaco de cana-de-agticar e hidrolisado de leve-
dura, e a varidvel fixada foi a d4gua de maceracdo de milho, sendo
que os niveis das varidveis independentes encontram-se descritos
na Tabela 8. Os ensaios de fermentacdo dos planejamentos fatoriais
completos foram realizados conforme descrito anteriormente. A
resposta ou varidvel dependente estudada foi a concentragdo de
carotendides totais (Ug/L).

RESULTADOS E DISCUSSAO
Pré-tratamentos de substratos agroindustriais

Os resultados de densidade 6tica (D.O) e glicose (GLI) no
melaco de cana-de-agticar e dgua de maceracdo de milho antes e
apds os pré-tratamentos com carvao ativo e com acidos (sulftirico/
fosforico) encontram-se descritos na Tabela 1.

Tabela 1. Resultados de densidade 6tica (D.O) e de glicose (GLI)
antes e apds os pré-tratamentos

Amostras*
Pré-tratamentos Melago de cana-de-agticar AMM
DO GLI DO GLI
(600 nm) (g/L) (600 nm) (g/L)
Sem pré-tratamento 1,74 @ 60,1 @ 3,528 29%
Carvao ativo
4% (m/v)/70 °C/60 min 0,48 ¢ 51,8 ¢ 021> 272
4% (m/v)/90 °C/60 min 1,39 ° 39,54 0,14¢ 1,5¢
8% (m/v)/70 °C/60 min 1,08 © 52,7 b 0,16¢ 24°
8%(m/v)/90 °C/60 min 0,19 © 36,4 ¢ 0,137 14¢
Ac. (sulfdrico/fosférico) 1,35° 55,8 ° 0,18¢ 18¢

Médias seguidas de letras iguais nas colunas indicam ndo haver
diferenga significativa a 5% (Teste Tukey); concentracdo de 100 g/L.
de melaco de cana-de-agticar e d4gua de maceracio de milho (AMM).

Na andlise estatistica para a densidade 6tica (D.O) verificou-se
que, para a faixa estudada, o aumento na concentragdo de carvao
ativo e na temperatura de pré-tratamento apresentou diferenga signi-
ficativa (p<0,05) nos substratos agroindustriais. Analisando estes
resultados, nota-se que o pré-tratamento com 8% (m/v)/90 °C por um
periodo de 60 min acarretou perdas de 39 e de 53% na concentragdo
de glicose no melago de cana-de-acticar e da dgua de maceracdo de
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milho, respectivamente. Em relagdo a densidade ética a redugdo foi
de 89% para o melago de cana-de-acuicar e de 96% para a dgua de
maceracdo de milho. Deste modo, obteve-se, nestas condi¢des, uma
reducdo de densidade dtica efetiva para viabilizagdo da etapa de re-
cuperacdo e extragdo dos carotendides do caldo bruto fermentado.

Os pré-tratamentos com 4% de carvao/90 °C/60 min e com 8%
de carvao/70 °C/60 min ndo se mostraram eficazes na remocao das
impurezas, principalmente do melago de cana-de-acicar. Além de
visivelmente ndo clarear o substrato, as particulas de carvado ativo
permaneceram nos substratos apds a etapa de filtracdo.

No pré-tratamento dos substratos com 4cidos verificou-se uma
redugdo de 7 e de 38% na concentragdo de glicose do melaco de
cana-de-acuicar e da dgua de maceracdo de milho, respectivamen-
te. Na densidade 6tica, a redugdo foi de 22% para o melago de
cana-de-agucar e de 95% para a dgua de maceracio de milho. Ob-
serva-se que o dcido fosférico apresenta maior efeito complexante
de substancias pigmentadas e de impurezas, contribuindo com a
clarificagdo dos substratos agroindustriais.

Os resultados dos minerais (micro e macronutrientes) dos
substratos antes e apds os pré-tratamentos com carvao ativo e com
acidos (sulfurico/fosforico) encontram-se descritos nas Tabelas 2
e 3, respectivamente.

Observa-se que o melago bruto sem pré-tratamento (100 g/L, m/v)
apresenta altos niveis de metais, principalmente de potdssio
(1800 mg/L), célcio (769 mg/L), s6dio (435 mg/L), nitrogénio
(428 mg/L), magnésio (246 mg/L) e ferro (13 mg/L). A 4dgua de
macera¢do de milho € rica em nitrogénio (3730 mg/L), potdssio
(1840 mg/L), magnésio (723 mg/L), manganés (55 mg/L) e zinco
(11 mg/L).

Nos pré-tratamentos com carvao ativo (Tabela 2), verifica-se
que, de maneira geral, o aumento na concentracdo de carvao ativo e
na temperatura de pré-tratamento acarretou diferenca significativa
(p<0.,05) nos teores de minerais dos substratos agroindustriais. O
mesmo foi verificado por Mussatto e Roberto'* ao remover com-
postos inibidores (hidroximetilfurfural e compostos fenélicos) do
hidrolisado de palha de arroz.

Analisando os resultados, nota-se que o pré-tratamento com
8% (m/v) de carvao ativo, a 90 °C por um periodo de 60 min acar-
retou perdas considerdveis nos teores de zinco (92%), nitrogénio
(80%), fosforo (80%), cobre (70%) e ferro (70%) para a dgua de
maceracdo de milho. No melago de cana-de-agticar as diminui¢des
foram superiores para sédio (80%), nitrogénio (79%), zinco (54%)
e ferro (42%). Em relacdo ao potdssio e magnésio, considerados
nutrientes importantes em processos fermentativos, as perdas fo-
ram de aproximadamente 18 e 24% na dgua de maceracio de mi-
lho, e de 35 e 8% no melaco, respectivamente.

As perdas dos nutrientes dos substratos devem-se principalmen-
te a fatores relatados por Ahmedna et al.', como a capacidade de
adsorcdo do carvdo ativo, o que estd vinculado a granulometria, a
drea superficial, a densidade, ao pH, ao teor de cinzas e a estrutura
interna dos poros; a presenca de grupos funcionais em sua superficie
(grupos carboxila, carbonila, lactonas, dcidos carboxilicos, entre
outros), decorrente do processo de ativagdo a que o carvio foi sub-
metido, os quais exercem grande influéncia no processo de adsorcao,
uma vez que promovem uma seletividade na remocao de compostos.

No pré-tratamento dos substratos com dcidos (Tabela 3) verifi-
cou-se que ndo houve diferenca significativa (p>0,05) no teor de
zinco para a dgua de maceracdo de milho, e nos teores de cobre e
ferro do melago de cana-de-actcar. Constatou-se que a redugado
dos nutrientes foi inferior quando comparada aos pré-tratamentos
com carvao ativo, com perdas inferiores a 30%. As maiores redu-
¢des foram verificadas para o cobre (48%) e manganés (43%) na
dgua de macera¢do de milho. Estes resultados sdo razodveis, uma
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Tabela 2. Componentes minerais dos substratos agroindustriais antes e apds os pré-tratamentos com carvao ativo

Minerais Pré-tratamentos

AMM, AMM AMM, AMM, AMM,
N (mg/L) 3503,5 + 77,7 ® 2238,5 + 69,6 ° 705,4 + 0,01¢ 865,3 + 4534 1834,0 = 0,01 ©
Ca(mg/L) 2398 £ 29+ 172,3 +3,8° 1512 £ 1,3¢ 1719 £ 1,3° 1739 +1,5°
Na (mg/L) 206,2 + 10,3 # 103, £ 46 ¢ 111,7 £ 104 ® 127,5 £ 9,3 °® 109,5 + 9,1
K (mg/L) 2753,9 + 69,7 ¢ 2359,8 £ 69,7 ® 2261,3 £ 393" 2409,1 = 69,7 ® 2281,9 £ 67,2°
P (mg/L) 1,5+ 0,012 0,55 +0,02°¢ 0,34 + 0,02 ¢ 1,2 £ 0,04 ° 1,2 = 0,04 °
Mg (mg/L) 7238 +1,9°* 564,7 + 16,6 < 551,2 + 10,3 ¢ 570,5 + 9,6 591,8 +3,7°"
Mn (mg/L) 553 +10¢ 478 £12° 30,9 +0,11°¢ 46,6 £29° 46,0 = 14°
Zn (mg/L) 10,7 £ 0,1 @ 23 +0,1¢ 0,84 + 0,04 ¢ 6,0 +0,04° 1,5 +0,07¢
Cu (mg/L) 1,1 £0,3¢ 0,18 = 0,01 ¢© 0,33 £ 0,11 ® 0,57 £0,11° 0,64 =£02°
Fe (mg/L) 15,6 £ 8,12 7,6 £38° 47 +54°¢ 11,9 + 3,82 6,2 + 4,1

MO M] M2 MS M4

N (mg/L) 428,3 20,0 * 2822 +0,01° 89,3 +8,11¢ - 131,7 £ 16,3 ©
Ca (mg/L) 769,5 = 16,9 * 650,1 £9,5° 4848 + 18,8 © - 670,8 + 4,6 °
Na (mg/L) 4353 + 11,02 113,6 = 25,8 ° 88,1 +7,1° - 117,3 £259°
K (mg/L) 1803,2 + 28,0 ® 1768,7 + 69,7 ¢ 1174,8 + 0,01 ® - 980,5 + 69,7 ©
P (mg/L) 0,78 = 0,007 # 0,75 = 0,03 2 0,76 + 0,03 @ - 0,59 + 0,03 °
Mg (mg/L) 246,2 +45¢% 218,0 £0,7° 226,6 + 8,9° - 2284 +1,0°
Mn (mg/L) 17,5 + 0,02 @ 14,9 £ 03" 10,8 = 0,55 ¢ - 14,8 £ 041 °
Zn (mg/L) 0,82 £ 0,33 * 0,55 = 0,04 @ 0,38 £ 0,01 - 0,75 + 0,004 @
Cu (mg/L) 0,43 £ 0,04 2 0,45 = 0,03 2 0,33 £0,05° - 0,21 +£0,02°
Fe (mg/L) 12,7 +13¢ 82+09° 75+02° - 11,0+ 24¢

* Médias + desvio padrdo, seguidas de letras iguais nas linhas indicam nfo haver diferenca significativa a 5% (Teste Tukey); amostras de
dgua de maceragdo de milho (AMM) e melago de cana-de-agticar (M) pré-tratadas com carvao ativo (1 — 4% de carvao/90 °C; 2-8% de
carvao/90 °C; 3-4% de carvao/70 °C e 4-8% de carvao/70 °C) e sem pré-tratamento (AMM e M,).

Tabela 3. Componentes minerais dos substratos agroindustriais
antes e apds o pré-tratamento com dcido

Minerais Pré-tratamentos*

AMM, AMM,
N (mg/L) 37292 + 73,9 @ 2697,42 + 40,10 ®
Ca (mg/L) 2398 +29+% 173,12 £ 2,52 °°
Na (mg/L) 206,2 + 103 ° 237,75 = 0,07 *
K (mg/L) 1836,2 + 16,2 ® 1603,42 + 2821 °
P (mg/L) 1,5+0,01°* 0,7 = 0,04 ®
Mg (mg/L) 723,83 +1,9°* 5547« 6,2°
Mn (mg/L) 55,3 +31,7¢ 31,7+28"°
Zn (mg/L) 10,7 = 0,1 @ 10,3 + 0,04 ¢
Cu (mg/L) 1,1 £03¢* 0,57 = 0,06 °
Fe (mg/L) 8,2 +0,09 ¢ 6,2+ 0,57°"

MO M]

N (mg/L) 4283 + 20,0 358,9+ 20,0°
Ca (mg/L) 769,5 + 169 # 692,8 £ 17,0
Na (mg/L) 4353 + 11,02 4572+ 80¢%
K (mg/L) 1803,2 + 28,0 ® 17152 + 51,5°
P (mg/L) 0,78 = 0,007 # 0,3+ 0,05°
Mg (mg/L) 2462 + 4,5 188,0+ 1,3°
Mn (mg/L) 38+02¢% 2,9+ 0,08°
Zn (mg/L) 0,59 + 0,04 * 0,46 + 0,07 ®
Cu (mg/L) 0,44 + 0,042 0,43 = 0,05 *
Fe (mg/L) 128 +13¢ 110+ 1,18

* Médias + desvio padrio, seguidas de letras iguais nas linhas
indicam ndo haver diferenca significativa a 5% (Teste Tukey);
amostras de dgua de maceragdo de milho (AMM,) e melago de
cana-de-agtcar (M, ,) pré-tratadas com dcido e sem pré-tratamento
(AMM, e M)).

vez que a maioria dos metais possui elevada solubilidade em solu-
¢des dcidas'®, portanto néio precipitam e ao fato da remog¢do de me-
tais pelo processo de adsor¢do (extragdo sélido-liquido) do tipo
batelada ser mais eficiente que na extragdo liquido-liquido'®'s.

Bioproducio de carotendides: efeitos dos pré-tratamentos dos
substratos e da composicio do meio

Substratos agroindustriais sem pré-tratamento

O primeiro planejamento realizado consistiu em utilizar os
substratos melago de cana-de-agucar e dgua de maceracdo de mi-
lho sem o pré-tratamento de clarificacdo, para que fosse possivel
verificar o comportamento da producdo de carotendides. A matriz
do planejamento completo 23, com os substratos agroindustriais
sem pré-tratamento, e o respectivo resultado em termos de produ-
¢do de carotendides estd apresentado na Tabela 4, que mostra tam-
bém os valores codificados de cada nivel utilizado.

O valor de carotendides totais mdximo obtido foi de 479 ug/L
para o ensaio 6. Porém, verificou-se nos ensaios, também a extra-
¢do de pigmentos dos substratos agroindustriais (clorofila,
xantofilas, melanoidinas etc.), o que indica a necessidade de pré-
tratamento de remocdo de impurezas e/ou metais pesados da dgua
de maceragdo de milho e do melago de cana-de-agucar, para que
estes substratos sejam utilizados na bioproducio de carotendides.
Segundo Roukas?, altas concentragdes de metais pesados e de im-
purezas no meio causam problemas criticos durante a fermenta-
¢do, tais como inibi¢do do crescimento microbiano, influenciam
no pH do substrato e do meio de fermentagio, e estdo envolvidos na
inativacdo das enzimas associadas com a biossintese do produto.

Substratos agroindustriais pré-tratados com carvdo ativo
Inicialmente, realizou-se um planejamento completo 23, com os
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Tabela 4. Matriz do planejamento experimental completo (valores
reais e codificados) utilizando substratos brutos (sem pré-
tratamento) e a resposta da produc@o de carotendides totais

Ensaios Varidveis Independentes* Resposta
X, X, X,  Carotendides totais (lg/L)
1 10 (-1) 0 (-1) O(-1) 149,6
2 40 (1) 0(-1) 01 197,1
3 10 (-1) 10 (1) O (-1) 390,3
4 40 (1) 10 (1) O (-1) 227,6
5 10 (-1) 0 (-1) 10 (1) 230,9
6 40 (1) 0 (1) 10(D) 479,1
7 10 (-1) 10 (1) 10 (1) 278,4
8 40 (1) 10 (1) 10 (1) 265,6
9 25(0) 5(0) 5(0) 154,9
10 25(0) 5(0) 5(0) 185,0
11 250) 5(0) 50 174,5

X, = Melago de cana-de-agucar (g/L); X, = AMM (g/L); X , =
Hidrolisado de levedura (g/L).

substratos agroindustriais pré-tratados com carvao ativo (4%, 70 °C,
1 he 150 rpm), seguidos de centrifugacdes (10.000 xg, 5 °C, 15 min)
e filtragdes (celulose, Whatman n°l). Observou-se que as
microparticulas de carvdo ativo permaneciam no meio mesmo apés a
filtrac@io, podendo ter ocasionado um efeito inibidor na produgio de
biomassa e carotendides, uma vez que estas microparticulas perma-
neceram aderidas nas células, dificultando as etapas de recuperacio
e extracdo dos carotendides totais. Nesse sentindo, o pré-tratamento
com carvao ativo mais adequado para o melago e a 4gua de maceragio
de milho foi obtido com 8% (m/v) de carvdo ativo, 1 h de agitagcdo
em frascos agitados (150 rpm) a 90 °C, seguidos de centrifugacdes
(10.000 xg, 5 °C, 15 min), filtracdo em papel (Whatman n°l) e mem-
branas de acetato de celulose de 0,8 e 0,2 um.

A matriz do segundo planejamento completo 23, com os
substratos agroindustriais pré-tratados com carvéo ativo (8%, 90 °C,
1h e 150 rpm) e os respectivos resultados em termos de concen-
tracdo de carotendides totais estdo apresentados na Tabela 5, que
mostra também os valores codificados de cada nivel utilizado.

Tabela 5. Matriz do planejamento experimental completo (valores
reais e codificados) utilizando substratos pré-tratados com carvao
ativo e a resposta em carotendides totais

Ensaios Varidveis Independentes® Resposta
X, X, X, Carotendide Totais(ug/L)
1 10 (-1) 0(-1) O(-1) 39,7
2 40 (1) 0(-1) O(1 87,8
3 10 (-1) 10 (1) O (-1) 62,7
4 40 (1) 10 (1) O (-1) 78,0
5 10 (-1) 0 (-1) 10 (1) 152,4
6 40 (1) 0 (1) 10(D) 141,5
7 10 (-1) 10 (1) 10 (1) 208,6
8 40 (1) 10 (1) 10 (D) 202,2
9 25(0) 5(©) 50 120,6
10 25(0) 5(©) 5(0) 119,7
11 25(0) 5(©) 5(0) 118,4

*X, = Melago de cana-de-agicar (g/L); X, = AMM (g/L); X ,=
Hidrolisado de levedura (g/L).

A Tabela 6 apresenta os coeficientes de regressdo, desvio pa-
drdo, valores de p e t, e a Equacdo 1 o modelo codificado nio linear
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de primeira ordem, que descreve a concentragdo de carotendides
totais em fung@o das varidveis independentes analisadas (melaco
de cana-de-agtcar, d4gua de macera¢do de milho e hidrolisado de
levedura), dentro da faixa estudada. O modelo foi validado pela
andlise de variancia (Tabela 7), onde o coeficiente de correlacio
obtido foi de 0,99 e o F calculado foi 16,6 vezes maior que o valor
tabelado. Os pardmetros que ndo foram significativos foram adicio-
nados a falta de ajuste para a andlise de variancia.

Tabela 6. Resultados do coeficiente de regressdo e desvio padrdo
provenientes do planejamento fatorial completo com os substratos
pré-tratados com carvdo ativo, para os carotendides totais

Coef. de  Desvio t(2) p

regressdo  padrdo
Média* 121,1 0,33 361,7 0,00001
(1) Melago (L)* 11,5 0,78 14,7 0,00463
(2) AMM (L)* 32,5 0,78 41,4 0,00058
(3) Prodex Lac® (L)* 109,1 0,78 138,9 0,00005
1L. 2L* -7,1 0,78 -9,0 0,01210
1L. 3L* -20,2 0,78 -25,7 0,00150
2L. 3L* 25,9 0,78 33,0 0,00091

*fatores estatisticamente significativos (p<0,05).

Coue= 12L1 + 11,5.X, + 32,5.X + 109,1.X, -

7,1.X,.X,-20,2.X . X, +25,9.X, X, (1)
onde C_ . € a concentragdo de carotendides totais (g/L), X, € a
concentragido de melago de cana-de-agticar, X, € a concentragdo de
dgua de maceragio de milho e X, € a concentragdo de hidrolisado
de levedura.

Tabela 7. Andlise de variancia para os carotendides totais com
substratos pré-tratados com carvdo ativo

Fontes de Somas dos  Graus de Quadrados F
Variagao Quadrados Liberdade @ Médios  calculado
Regressao 28454,1 6 47423 102,4
Residuos* 185,3 4 46,3

Falta de ajuste 182,8 2

Erro puro 2,5 2

Total 28639.,4 10

* Residuos = Falta de Ajuste + Erro puro; F . = 6,2; Coeficiente

de correlagdao: R= 0,99.

Observa-se pela Tabela 6, que todas as varidveis independentes
estudadas exercem influéncia significativa positiva (p<0,05), o que
indica que um deslocamento dos niveis de concentragdes de
hidrolisado de levedura, d4gua de maceragdo de milho e melaco de
cana-de-agucar para valores superiores acarretaria em um incremen-
to no teor de carotendides totais. Porém, constatou-se que quando os
niveis de hidrolisado de levedura e dgua de maceracdo de milho fo-
ram aumentados (terceiro planejamento fatorial completo 2%), ndo
foi possivel otimizar a concentragdo de carotendides totais, pois ocor-
reu inibicdo do crescimento celular e da produg@o de carotendides
totais. Possivelmente a inibicdo estd relacionada a composi¢do des-
tes substratos e/ou a bioproducdo de compostos secunddrios, pois a
dgua de maceracdo de milho e o melago de cana-de-aguicar (varidvel
fixada) possuem uma composicdo bastante complexa (Tabela 2),
contendo nutrientes (nitrogénio, potdssio, magnésio, manganés, ferro
etc), que individualmente podem influenciar positivamente na
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bioproducdo de carotendides, porém a interacdo e o aumento da con-
centrag@o destes pode resultar em um excesso de alguns destes nu-
trientes e causar uma inibi¢do indesejada, tanto no crescimento
microbiano como sobre as enzimas associadas com a biossintese de
carotendides. Isto também pode ter ocorrido devido a quantidade de
microparticulas de carvdo que permanecem no meio, mesmo apds a
filtracdo em membranas (0,2 wm), o que pode ter dificultado a trans-
feréncia de nutrientes, potencializando o efeito inibidor do cresci-
mento e da bioprodugdo de carotendides.

Quando se utilizaram substratos agroindustriais pré-tratados com
carvao ativo (8% /90 °C/60 min), a mdxima concentracdo de
carotendides totais obtida foi de 208,6 mg/L, no ensaio nimero 7 (Ta-
bela 5), com concentragdo de melago de cana-de-agtcar de 10 g/L, dgua
de macerac@o de milho de 10 g/L, hidrolisado de levedura de 10 g/L,
agitacdo de 180 rpm, 25°C e pH, . de 4,0.

Substratos agroindustriais pré-tratados com dcidos

Através dos resultados do planejamento completo 2° com os
substratos agroindustriais pré-tratados com &cidos, na faixa de con-
centrac@o investigada (melago de 10 a 40 g/L; AMM de O a 10 g/L e
hidrolisado de levedura de 0 a 10 g/L), verificou-se que o teor de
carotendides totais diminui com o aumento das concentracdes de mela-
¢o de cana-de-agticar e hidrolisado de levedura. Os efeitos das varia-
veis demonstraram que a concentragdo de melago de cana-de-agtcar
foi a varidvel de maior influéncia na producéo de carotendides, seguida
do hidrolisado de levedura e da interagdo destas duas varidveis inde-
pendentes. Este fato pode ser melhor observado na Figura 1, onde os
efeitos das varidveis estdo representados. Estas trés varidveis tiveram
efeito negativo significativo no intervalo de confianca de 95%, o que
indica que um deslocamento dos niveis de concentragdes de melago e
hidrolisado de levedura para valores inferiores acarretaria em um in-
cremento na producdo de carotendides totais. Como o objetivo princi-
pal desta etapa foi de incrementar a concentragiio de carotendides to-
tais (ug/L), o planejamento fatorial completo 2*foi baseado nas respos-
tas desta varidvel dependente. Portanto, a concentragdo de dgua de
maceracdo de milho foi fixada em 5 g/L, por esta varidvel independen-
te ndo apresentar significancia (p<0,05) sobre a concentra¢do de
carotendides totais. Os niveis das varidveis independentes melago de
cana-de-agticar e hidrolisado de levedura foram deslocados para valo-
res inferiores.

(1)melago(L)

(3)Prodex(L)

melago(Q) \

1Lx 3L | -6,85729
|

(2AMM(L) -4,00624

'
'
1Lb x 2L -1,69129 H
'
'
'
'
'

2Lb x 3L ‘,5124879

p=,05
Efeito estimado (valor absoluto)
Figura 1. Grdfico de pareto com o efeito estimado (valor absoluto) das
varidveis estudadas no planejamento experimental 2° — pré-tratamento com
dcido, para os carotendides totais.

A matriz do segundo planejamento fatorial completo 2%, com
os substratos agroindustriais pré-tratados com acidos, e o respecti-
vo resultado em termos de concentrag@o de carotendides totais estd
apresentado na Tabela 8, que mostra também os valores codificados
de cada nivel utilizado.
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Tabela 8. Matriz do planejamento experimental completo (valores
reais e codificados) utilizando substratos pré-tratados com dcidos
e a resposta de carotendides totais

Ensaios Varidveis Independentes® Resposta
X, X, Carotendides
totais (ug/L)
1 29 (-1) L4 (-1) 88,5
2 17,1 (1) 1,4 (-1) 246,8
3 29 (-1) 8,5 (1) 131,4
4 17,1 (1) 8,5 (1) 195,9
5 0 (-1,41) 5(0) 2329
6 20 (1,41) 5(0) 155,2
7 1(0) 0(-1,41) 36,6
8 1(0) 10 (1,41) 102,0
9 10 (0) 5(0) 5244
10 10 (0) 50 580,6
11 10 (0) 5(0) 519.9

*X, = Melago de cana-de-agticar (g/L); X, = AMM (5 g/L); X | =
Hidrolisado de levedura (g/L).

A Tabela 9 apresenta os coeficientes de regressdo, desvio pa-
drdo e valores de p e t, para os carotendides totais e a Equacdo 2 o
modelo codificado ndo linear de segunda ordem, que descreve a
resposta da concentragdo de carotendides totais em funcdo das va-
ridveis independentes analisadas (melago de cana-de-agicar e
hidrolisado de levedura), dentro da faixa estudada. Verifica-se que
a producdo de carotendides totais foi influenciada significativamente
pelos efeitos quadraticos do melago de cana-de-agucar pré-tratado
com 4cido (acido sulfirico) e do hidrolisado de levedura. O modelo
foi validado pela andlise de varidncia (Tabela 10), com coeficiente
de correlagdo de 0,97 e F calculado de 12,8 vezes maior que o valor
tabelado. Os parametros que ndo foram significativos foram adicio-
nados a falta de ajuste para a andlise de variancia.

Tabela 9. Resultados do coeficiente de regressdo e desvio padriao
provenientes do planejamento fatorial completo para os substratos
pré-tratados com 4cidos, para a concentra¢do de carotendides totais

Coef. de Desvio t(2) p

regressao padrdo
Média* 541.,5 19,5 27,7 0,0013
(1) Melaco (L) 28,4 23,9 1,2 0,3573
Melaco (Q)* -331,1 28,6 -11,6 0,0073
(2) Prodex Lac® (L) 21,2 23,9 0,88 0,4699
Prodex Lac® (Q)* -456,7 28,6 -15,9 0,0039
1L. 2L -46,9 33,8 -1.4 0,2996

*fatores estatisticamente significativos (p<0,05).

C = 5415 - 331,1.(X))* - 456,7.(X,) 2)

totais

onde C_ . € a concentragdo de carotendides totais (lg/L), X, € a
concentragdo de melago de cana-de-agticar e X, € a concentragdo
de hidrolisado de levedura.

A maxima concentracio de carotendides totais encontra-se nos
ensaios correspondendo ao ponto central de concentragdo dos dois
substratos (Tabela 8) que compdem o meio de fermentagdo e com
a concentragdo de dgua de maceracdo de milho fixada em 5 g/L,
caracterizando a otimizagdo da produgio de carotendides em
substratos agroindustriais pré-tratados com acidos, o qual pode ser
visualizado pela curva de contorno (Figura 2).
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Tabela 10. Andlise de variancia para a concentragdo de carotendides
totais com os substratos pré-tratados com dcidos

Fontes de Somas de  Graus de Quadrados F
Variagao Quadrados Liberdade @ Médios  calculado
Regressao 352171,4 2 176085,7 57,0
Residuos* 24713,5 8 3089,2

Falta de ajuste 22429,3 6

Erro puro 22842 2

Total 3768849 10

*Residuos = Falta de Ajuste + Erro puro; F = 4.,5; Coeficiente

de correlagdo: R= 0,97.

tab,95%

-
o

Prodex Lac® (g/L)
o

0 10 20
Melago (g/L)
Figura 2. Curva de contorno para a concentragdo de carotendides totais
(ug/L) em fungdo da concentragdo de hidrolisado de levedura (Prodex Lac®)
e melago de cana-de-agiicar pré-tratado com dcido

Em relac@o aos substratos pré-tratados com édcidos, observa-se
que a concentragio de carotendides totais ao final da fermentacio
(120 h) € superior a obtida com os substratos pré-tratados com car-
vao, de 541,5 e 208,6 nug/L, respectivamente. Isto pode ter ocorri-
do devido a quantidade de microparticulas de carvdo que permane-
cem no meio, mesmo apods a filtragdo em membranas (0,2 um), o
que pode ter ocasionado um efeito inibidor e ter prejudicado a trans-
feréncia de massa entre as células e o meio, conforme comentado
anteriormente. Além disso, durante os pré-tratamentos com carvao
ativo pode ocorrer ndo somente a retirada de compostos indesejd-
veis, mas também a remogdo de nutrientes importantes para a fer-
mentagdo (nitrogénio, magnésio, manganés, potdssio e agticares),
como foi verificado na Tabela 2.

Na literatura, alguns trabalhos relatam a utilizagdo de substratos
agroindustriais na bioprodugéo de carotendides. Shih e Hang' usa-
ram residuo da produgdo de chucrutes como substrato para 0 meio
de fermentacdo de Rhodotorula rubra e a producio de carotendides
totais foi de 1041 pg/L. Mantzouridou ef al.” avaliaram o efeito da
aeragdo (0.5-1.5 vvm) e agitagdo (150-500 rpm) na produgio de B-
caroteno por Blakeslea trispora em biorreator, em meio de fermenta-
¢do composto por dgua de maceragdo de milho (80 g/L), 6leo de oliva
(10 g/L) e dleo de soja (10 g/L) suplementado com glicose (50 g/L),
extrato de levedura (1,0 g/L), hidrolisado de caseina (2,0 g/L),
asparagina (2,0 g/L)), KH,PO, (1,5 g/L), MgSO, (0,5 g/L)) e tiamina
(0,5 g/L)). A méxima produgdo de B-caroteno foi de 1,6 kg/m* apds
19 dias de fermentago, a 150 rpm, 1,5 vvm de aeracdo, 26 °C e pH
inicial de 7,0. Simova et al.*' estudaram a producdo de carotendides
por Rhodotorul rubra GEDS8 co-cultivada com Lactobacillus
bulbaricus 2-11 e Streptococcus thermophilus 15SHA, em meio de
fermentagdo composto de ultrafiltrado de soro de leite (45 g/L de
lactose), suplementado com (NH,),SO, (6,0 ¢/L.), KH,PO, (5,5 g/L),
NA HPO,.(3,0 g/L), Mg SO, (0,5 ¢/L) e extrato de levedura (5,0 g/L).
A mdxima producdo de carotendides totais foi de 4,7 mg/L. Em outro
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estudo Buzzini e Martini* avaliaram a produg¢io de carotendides por
Rhodotorula glutinis em diferentes substratos agroindustriais (mosto
de uva, xarope de glicose, melaco de beterraba, hidrolisado de fari-
nha de milho e soja). A mdxima concentracdo de carotendides foi de
5,95 mg/L ou 630 ug/g em relagdo ao peso celular seco, apés 120 h
de crescimento a 30 °C e 180 rpm, quando se utilizou mosto concen-
trado de uva (820 g/L carboidratos totais).

CONCLUSOES

O pré-tratamento com carvdo ativo mais adequado para os
substratos agroindustriais melago de cana-de-aguicar e dgua de
maceragdo de milho foi com 8% (m/v) de carvdo ativo, 1 h de
agitacdo (150 rpm) em frascos agitados a 90 °C, seguidos de
centrifugacdo (10.000 xg, 5 °C, 15 min) e filtragdo (celulose,
Whatman n° 1 e membrana de acetato de celulose 0,2 um).

Na bioprodugédo de carotendides com substratos pré-tratados
com carvdo ativo, a maxima concentragdo de carotendides totais
obtida foi de 208,6 g/, com concentragdes de melago de cana-
de-agicar de 10 g/L, dgua de macerag@o de milho de 10 g/L e
hidrolisado de levedura de 10 g/L, agitacdo de 180 rpm, tempera-
tura de 25 °C e pH inicial de 4,0.

O planejamento completo composto central rotacional permi-
tiu a obtengdo de um modelo de segunda ordem que caracterizou a
otimizag¢@o da concentragido de carotendides em substratos indus-
triais pré-tratados com dcidos (sulftrico e/ou fosférico), obtendo-
se um teor de carotendides totais de 541,5 pug/L, com concentra-
¢des de melago de cana-de-agucar de 10 g/L, dgua de maceracio
de milho 5 g/L e hidrolisado de levedura de 5 g/L, agitagdo de
180 rpm, temperatura de 25 °C e pH inicial de 4,0.
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