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Resumo: Os carotenoides podem ser obtidos por processos quimicos ou biologicamente por micro-
organismos, com destaque para Sporidiobolus pararoseus, apresentando crescente interesse nesta via de
obtencdo em funcdo da grande aplicabilidade desses biocompostos. Esta levedura é promissora para
cultivos submersos, apresentando facil assimilacdo de coprodutos agroindustriais, fontes alternativas de
carbono e nitrogénio, usados como substratos nos meios de producdo. Neste estudo, avaliou-se o uso de
um pré-tratamento quimico (&cido sulfdrico ou fosférico) ou fisico (carvdo ativo) nos substratos
alternativos para a bioprodugdo de carotenoides, usando a S. pararoseus. Nas condi¢des de processo a 25
°C, 180 rpm em 168 h com o meio de producgdo agroindustrial 40 g/L de melaco de cana de agucar e 6,5
g/L de 4gua de maceracdo de milho pré-tratado com acido sulfurico foi possivel alcangar 936,35 ug/L
(79.63 pg/g) de carotenoides totais, 12,02 g/L de biomassa e produtividade em carotenoide (Pc) de 5,57
pg/L.h (0.47 pg/g.h). A bioproducdo de carotenoides alcancou 812,32 pg/L (72,35 pg/g), 11,27 g/L de
biomassa e Pc de 4,83 pg/L.h (0,43 pg/g.h) para acido fosférico. Portanto, os pré-tratamentos com &cido
sulfarico e &cido fosférico nos substratos agroindustriais foram promissores e promoveram incrementos
superiores a 55% e 79% na concentracédo de carotenoides totais, respectivamente.

Palavras-chave: Agua de maceracio de milho, cultivo submerso, melago de cana de aglcar, levedura
vermelha.

INFLUENCE OF PRE-TREATMENTS IN THE PRODUCTION
OF CAROTENOIDS IN AGRO-INDUSTRIAL MEDIUM BY
SPORODIOBOLUS PARAROSEUS

Abstract: Carotenoids may be either obtained by chemical processes or yielded biologically by
microorganisms, mainly Sporidiobolus pararoseus. The latter has drawn much interest lately because
biocompounds are widely applicable. This yeast is promising in submerged cultures since it easily
assimilates agroindustrial byproducts, which are alternative sources of carbon and nitrogen that are used
as substrates in production media. This study aimed at evaluating the use of chemical (sulfuric and
phosphoric acids) and physical (activated carbon) pre-treatments of alternative substrates in the
bioproduction of carotenoids by S. pararoseus. In process conditions at 25°C and 180 rpm for 168h with
the agroindustrial production medium which consisted of 40 g/L sugarcane molasses and 6.5 g/L corn
steep liquor, pre-treated with sulfuric acid, the following values were found: 936.35 pg/L (79.63 ug/g)
total carotenoids; 12.02 g/L biomass; and 5.57 pg/L.h (0.47 pg/g.h) productivity in carotenoid (Pc).
Bioproduction of carotenoids reached 812.32 pg/L (72.35 ug/g), biomass was 11.27 g/L and Pc was 4.83
Mo/L.h (0.43 ug/g.h) for phosphoric acid. Therefore, pre-treatments of agroindustrial substrates with both
sulfuric and phosphoric acids were promising and led to increments of around 55% and 79% in the
concentration of total carotenoids, respectively.

Keywords: Corn steep liquor, submerged cultive, sugar cane molasses, red yeast.

1. Introducgéo

Os carotenoides sdo pigmentos lipossoliveis que apresentam coloracdo variando do
amarelo ao vermelho amplamente aplicados na industria farmacéutica, como
suplementos dietéticos e corantes alimentares (NIU et al., 2017). Devido sua capacidade
de colorir, os carotenoides podem influenciar a aceitabilidade de muitos alimentos
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(KONOPACKA et al., 2017). Os carotenoides sdo conhecidos pela promocdo da saude
devido a sua atividade anticancerigena (HOU e CUI, 2018), prevencdo de doencas
cardiovasculares (KULCZYNSKI et al., 2017), catarata (KAUR et al., 2017) e certos
tipos de diabetes (ROOHBAKHSH et al., 2017). Entretanto estes beneficios sdo
observados em uma alimentacdo variada de produtos contendo estes pigmentos, ou
através de suplementos.

O faturamento da comercializacdo dos carotenoides foi de 1,24 bilhdes em 2016, tendo
expectativas para 2021 de 1,53 bilhdes, apresentando uma taxa anual de 3,78% de 2016
para 2021 (MARKETS e MARKETS, 2016). Entretanto, o mercado mundial vem sendo
abastecido por compostos quimicos sintéticos que apresentam estruturas semelhantes
aos corantes naturais, porém, a sintese destas moléculas podem apresentar risco
potencial & saude, desencadeando processos alergénicos e/ou cancerigenos (FEKETEA
e TSABOURI, 2017). Portanto, ampliando a procura por novas fontes naturais de
carotenoides e impulsionando a importancia da pesquisa da obtencdo biotecnoldgica
microbiana, como uma fonte alternativa/sustentavel para obtencéo de corantes naturais.

O uso de micro-organismos em especial as leveduras é potencial para aplicagdo na
obtencdo de carotenoides (CIPOLATTI et al., 2015; LOPES et al., 2017; MACHADO e
BURKERT, 2015; RIOS et al., 2015; SILVA et al., 2016), uma vez que oferecem
algumas vantagens em comparacdo as fontes convencionais de obtencdo (vegetais): A
producdo ndo € sazonal, exige pouca area de cultivo, ndo é influenciada pelas condi¢des
exogenas e apresenta exigéncia nutricional simples, podendo assimilar residuos
agricolas para producéo de diferentes compostos (CHENG; YANG, 2016). Além disso,
as leveduras vém recebendo atencdo pelos varios biocompostos benéficos que podem
ser obtidos paralelamente ao biocorante, como lipideos, vitaminas, acidos graxos poli-
insaturados, antimicrobianos e exopolissacarideos (HAN et al., 2016;
MANOWATTANA et al., 2018; YOO; ALNAEELI e PARK, 2016).

O Brasil apresenta uma diversidade de coprodutos agroindustriais em abundancia como
melaco de cana de aclUcar e agua de maceracdo de milho (CSL), com grande apelo
econémico e ecoldgico, podendo ser utilizado como substratos para meio de cultivo,
como fontes de carbono e nitrogénio alternativas, por diferentes micro-organismos para
obtencdo de bioprodutos (MACHADO e BURKERT, 2015; VALDUGA et al., 2014).

O melacgo de cana de agucar é um subproduto da industria agucareira que vem sendo
empregado como meio de cultivo nos processos fermentativos, produzindo uma
variedade de bioprodutos como etanol (ARSHAD et al.,, 2017), biohidrogénio
(KAYAHAN; et al., 2017), acido orgéanicos (PAN et al., 2017), &cidos graxos (ZHENG
et al., 2015) e solventes organicos (DESHMUKH et al., 2016). Este substrato contém
aproximadamente 20% de &gua, 50% de acucar total (sacarose, glicose e frutose), 10%
de sais inorganicos, contendo ions tais como K*, Na*, Ca®*, Mg?*, Mn?*, Fe?*, Zn?*, CI,
SO4%, etc., 10% de cinzas, proteinas, vitaminas e é&cidos organicos (TASKIN et al.,
2016). A producdo de melaco de cana de aglcar no Brasil é estimada para o ano de 2018
em 0,24 bilhdes de toneladas (MISCHOPOULOU et al., 2016).

A 4gua de maceracdo de milho ¢ um coproduto da moagem do milho Umido, que
contém 40-50% de solidos sollveis, constitui de uma mistura de agUcares redutores,
aminoéacidos, vitamina do complexo B e uma variedade de mineiras como K, P, Mg, Na,
Ca, Fe, Zn, Mn, Cr, Cu (GAO e YUAN, 2011; VECINO et al., 2015). O potencial desse
coproduto j& foi verificado para obtencdo de biossurfactantes (VECINO et al., 2015),
vitaminas do complexo B (XIA et al.,, 2015), acidos (YU et al., 2015), alcoois
gordurosos (FILLET et al., 2015), enzimas (WANG et al., 2014b) e biocombustivel
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(FARIAS et al., 2016) por diferentes micro-organismos. A combinacdo dessa fonte de
nitrogénio com melago de cana de acucar pode desenvolver um meio cultivo eficiente
por apresentar uma mistura rica de diferentes nutrientes.

Dessa forma, 0 reaproveitamento destes coprodutos oriundos das cadeias produtivas
podem possibilitar a minimizagdo de custos com o0 meio de producdo, representando
uma forma de sustentabilidade, permitindo um equilibrio entre producdo e qualidade
ambiental. Portanto, promovendo uma diminuic¢do da necessidade de biorremediacéo e
desintoxicacdo biologica desses coprodutos, minimizando os volumes de rejeitos
industriais gerados, além de sua conversao em produtos de maior valor agregado
(EZEJIOFOR et al., 2014; NASCIMENTO et al., 2007).

Por outro lado, os meios agroindustriais possuem composicao variavel devido a sua
complexidade e agUcares de dificil acesso, 0 que pode ser responsavel pela inibicdo de
algumas leveduras (SGUAREZI et al., 2009). Altas concentracBes de metais pesados
nos meios de cultivo podem resultar graves problemas durante o processo, tais como
retardamento do crescimento microbiano, producédo de outros bioprodutos que podem
ocasionar intoxicagdo do inoculo e interferéncia do pH (BERWANGER et al., 2006;
ROUKAS, 1998). Entretanto estes contaminantes encontrados nos meios agroindustriais
podem ser removidos parcialmente com pré-tratamentos adequados possibilitando
meios com aspecto clarificado, ndo provocando interferéncia no cultivo submerso e
promovendo uma produtividade maior que 0s meios sem pré-tratamentos.

O é&cido sulfurico, &cido fosférico, ferrocianeto de potassio, fosfato tricalcico, e
ethylenediamine tetraacetic acid (EDTA), sal dissodico, carvao ativo, filtragdo (gases e
algoddo), resina de troca catidnica e membrana modificada sdo relatados como pré-
tratamentos aos coprodutos agroindustriais constituintes de meios de cultivos como
melaco de cana de acucar, melago de beterraba, residuo texturizado de soja, agua de
maceracao de milho e palha de arroz, em diferentes condi¢fes de processo, alcangcando
um incremento da producdo comparado ao meio sem pré-tratamento (Al et al., 2015;
COLET etal., 2017; SGUAREZI et al., 2009; VALDUGA et al., 2014).

Assim, a correta adaptacdo destes pré-tratamentos para 0s meios de cultivo tem grande
relevancia, podendo garantir um aumento da viabilidade econdmica para obtencéo dos
bioprodutos. Nesse contexto, o objetivo desse trabalho foi utilizar trés pré-tratamentos
no melaco de cana de agucar e na agua de macera¢do de milho, de modo a promover
uma melhor clarificacdo e remocdo de possiveis interferentes para potencializar uma
eficiéncia na bioconversdo em carotenoides pela levedura S. pararoseus.

2. MATERIAL E METODO
2.1. Microrganismo

A levedura S. pararoseus utilizada neste trabalho foi previamente isolada de amostras
ambientais do ecossistema da regido do Escudo Sul-Rio-Grandense (Rio Grande do
Sul), identificadas e depositadas na Colecdo de Culturas Tropicais André Toselo (CCT
7689). estuda em trabalhos anteriores (LOPES et al., 2017; MACHADO e BURKERT,
2015).

2.2. Manutencio e reativagcdo do micro-organismo
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O microrganismo foi mantido em tubos de ensaio contendo agar GYMP inclinado (2,0
g/L de glicose, 1,0 g/L de extrato de malte, 0,5 g/L de extrato de levedura, 0,2 g/L de
NaH2POs e 1,8 g/L de agar) recoberto com uma camada de 6leo mineral acima do agar,
mantido sob refrigeracdo a 4 °C por 3 meses (FONSECA e RAFAEL, 2011). Para a
reativacdo, as col6nias recobertas pela camada de 6leo mineral foram repicadas em
tubos com &gar YM inclinado e incubadas a 25 °C durante 48 h, repetindo esse processo
por duas vezes. Apos este periodo, foi adicionado 1 mL de 4gua peptonada estéril para
obter uma suspensdo celular, que foi transferida para tubos de ensaio com 9 mL de
caldo YM (3,0 g/L de extrato de levedura, 3,0 g/L de extrato de malte, 5,0 g/L de
peptona, 10,0 g/L de glicose, adicionado a 0,2 g/L de KNO3), mantidas & 25 °C por 48 h
(PARAJO et al., 1998).

2.3. Substratos Agroindustriais

Os substratos agroindustriais usados foram fornecidos pela indUstria na regido. A fonte
de carbono foi 0 melago de cana-de-aclcar (Guimardes Industria e Comércio Ltda. -
RS) e a 4gua de maceracdo de milho (Balsa Nova - PR) proveniente da moagem de
milho Umido, foi utilizada como fonte de nitrogénio, anteriormente caracterizado
(CIPOLATTI et al., 2015).

2.4. Preparacéo de Inoculo

Um mililitro de agua peptonada (0,1%) estéril foi prepara para realizar uma suspensao
de células a partir dos tubos contendo o S. pararoseus em &gar YM inclinado e
adicionada a 9,0 mL de meio YM e incubada a 25 °C durante 48 h. O inoculo foi
cultivado em frascos Erlenmeyers de 250 mL contendo 90 mL de meio YM,
previamente esterilizado a 121 °C por 15 min, a suspensdo celular foi adicionada e
incubada a 25 °C, 150 rpm por 48 h ou o tempo necessario para atingir 1x10’
células/mL, contas por meio da cAmara de Neubauer (MICHELON et al., 2012).

2.5. Pré-tratamentos nos substratos com carvao ativo

Nos ensaios que usaram pré-tratamento com carvdo ativo granular 1-2mm (Labsynth)
foi utilizado uma concentracdo de 8% (p/v) em frascos com agitacdo 150 rpm durante 1
h de contato a 90 °C segundo Valduga et al. (2007). Esta condicdo de pré-tratamento foi
aplicada para meio previamente otimizado (MACHADO e BURKERT, 2015) com o0s
substratos melaco de cana de aclcar (MEL = 40 g/L) e agua de maceracdo de milho
(CSL = 6,5 g/L), separadamente. Apds 0 pré-tratamento o0s substratos foram
centrifugados (3439 x g) por 10 min e filtrados por um funil sobre um baldo kitasato,
adaptando uma coluna de filtragdo, composta de papel de filtro, 3,5 g de terra
diatoméacea (tendo um efeito de filtro fisico) e uma camada de algodao, acoplado a uma
bomba a vacuo, para remocao de particulas de carvao.

2.6. Pré tratamento nos substratos com acido sulfuirico ou acido fosforico

Os ensaios com tratamento &cido foram realizados de acordo com Sguarezi et al. (2009)
e Valduga et al., (2007). O meio formulado com os substratos melago de cana de agUcar
(MEL = 40 g/L) e agua de maceracdo de milho (CSL = 6,5 g/L) foram ajustados a pH
3,0 com acido sulfarico 1IN ou &cido fosforico 1N, separadamente. Os meios
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permaneceram em repouso por 24 h a temperatura ambiente, e apos foi realizado uma
centrifugacdo a 3439 x g por 10 min, ajustando seu pH para 6.0 com solugdo de NaOH
(ROUKAS, 1998).

2.7. Cultivo em frascos agitados

As culturas para a bioprodugdo de carotenoides foram preparadas em frascos
Erlenmeyers de 500 mL com 250 mL de meio de cultura previamente otimizado
(MACHADO e BURKERT, 2015) pré-tratados e sem pré-tratamentos. A esterilizacdo
do meio foi a 121 ° C por 15 min, com adi¢do de 10% de indculo (cultivo inicial com
1x10" células/mL), sob condicBes de operagdo a 25 °C, 180 rpm (agitador orbital,
modelo Tecnal TE 424), sem iluminacdo por 168 h (FONSECA e RAFAEL, 2011,
MICHELON et al., 2012). As amostras foram coletadas a cada 24 h para monitorar a
concentracdo de biomassa, o pH e os carotenoides totais.

2.8. Recuperacao de carotenoides totais

A recuperacdo dos carotenoides totais comegou com a centrifugagdo da biomassa (3439
X g por 10 min), que foi entdo transferida para uma placa de Petri e colocada em um
estufa de circulacdo de ar (35 °C por 48 h) (FONSECA e RAFAEL, 2011). A parti da
amostra seca foi macerada em um grau, padronizada em uma peneira de malha 115 e
congelado a —18 °C por 48 h (CIPOLATTI et al.,, 2015). Uma vez congelada, a
biomassa foi rompida por um agente de ruptura dimetilsulféxido - DMSO ((CH3) 2S0),
seguido por vortex durante 1 min em intervalos de 15 min, um total de 1 h (FONSECA
e RAFAEL, 2011). Ap6s a ruptura, adicionou-se acetona, seguida de centrifugacéo
(3439 x g durante 10 min). O sobrenadante foi separado e sucessivas extracées foram
realizadas até o branqueamento total da célula.

Nas fases de solvente, obtidas a partir da centrifugacdo, foram adicionados 20% de
solucdo de NaCl (p/v) e éter de petréleo. Apds a formacdo das duas fases, a fase polar
foi coletada e a agua foi removida com sulfato de s6dio (Na2SO4), formando extratos
carotenogénicos (MICHELON et al., 2012).

2.9. Determinacao de carotenoides totais

A concentracdo de carotenoides totais nos extratos foram determinadas utilizando um
espectrofotdmetro (Biospectro SP-220, China) através da absorbancia média maxima a
448 nm expressa em termos de carotenoide majoritario (B—caroteno em éter de petroleo

com absortividade especifica de A* = 2592) usando a equacdo 1 (DAVIES, 1976).

ARV QP
=A% *100*m 1)

amostra

Onde CT ¢ a concentragdo especifica de carotenoides totais (ug/g), A é a absorvancia, V
é 0 volume (ML), ™amestr= € a massa celular seca (g) e Aii 6 a absorvancia especifica.
Para o calculo da concentracdo volumétrica de carotenoides totais (ug/L), foi realizada
uma conversdao de unidades utilizando o resultado de concentracdo de carotenoides
totais (ng/g) e da concentracao da biomassa (g/L).
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2.10. Determinacéo do pH

O pH foi determinado pela leitura da amostra em um potenciémetro, de acordo com a
AOAC (2012).

2.11. Determinagao da concentragéo de biomassa

A concentracdo celular ao longo da bioproducdo de carotenoides foi estimada pela
leitura da absorbancia a 620 nm, através de uma curva padrdo previamente construida
(KUSDIYANTINI et al., 1998).

2.12. Determinacdo dos minerais

Os micronutrientes Mn, Zn, Fe e Cu nos substratos agroindustriais foram determinados
por espectrometria de absorcdo atbmica de chama-FAAS (Varian Spectra AA-55), de
acordo com AOAC (2012).

2.13. Andlise estatistica

Todos os tratamentos foram realizados em triplicado. Os resultados foram avaliados
pela anélise de variancia (ANOVA) e teste de Tukey para verificar a existéncia de
diferencas significativas nos tratamentos com nivel de confianca de 95%, utilizando o
software Statistica® (versdo 10.0), StatSoft, Inc., EUA.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Influéncia dos pré-tratamentos sobre 0s minerais presentes nos meios de
producéo agroindustriais

O meio agroindustrial sem pré-tratamento (MEL+CSL,) apresentou concentracdes de
Fe, Cu, Zn e Mn superiores aos meios com os pré-tratamentos (Tabela 1). Uma perda de
aproximadamente 68% do Fe para ambos pré-tratamentos com &cidos foi verificada.
Enquanto que para o Cu foi observado uma reducdo de 26% e 13%, quando pré-tratado
com acido sulfurico e cido fosforico, respectivamente.

Tabela 1 — Componentes minerais do meio de cultivo agroindustrial antes e apds os pré-tratamentos

Pre-treatments

Minerais MEL+CSL, MEL+CSL, MEL+CSL, MEL+CSLs
Fe (mg/L) 2.04820.012° 0.660+£0.009° 0.64420.033° 0.058+0.017°
Cu (mg/L) 0.070+0.001° 0.052+0.003° 0.061+0.002° 0.053+0.001%¢
Zn (mg/L) 0.333+0.002° 0.078+0.002° <LOD <LOD
Mn (mg/L) <LOD <LOD <LOD <LOD

Média + desvio padrdo (n=3); Letras diferentes nas mesmas linhas representam diferencas significativas
(p<0.05); CSL = &gua de maceracdo de milho; MEL = mela¢o de cana-de-aglcar; MEL+CSL = sem pré-
tratamento. MEL+CSL; = tratamento com acido sulfdrico; MEL+CSL; = tratamento com acido fosférico
e MEL+CSL; -tratamento com carvao ativo. LOD = limite de deteccéo.

O pré-tratamento com carvdo ativo (MEL+CSL3) para o meio de cultivo (Tabela 1)
promoveu o0 maior sequestro ou perdas totais de minerais, além das particulas de carvao
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que permaneceram nos substratos apds a etapa de filtracdo (observado visualmente), o
que poderia dificultar substancialmente o0 seu uso para este processo em um
escalonamento industrial.

O carvédo ativo é considerado como um tratamento superior nos processos de adsorcéo,
devido a sua area de superficial elevada, reatividade da superficie, volume de poro
elevado, estrutura porosa bem desenvolvida e presenca de grupos funcionais na sua
superficie, promovendo a eficiéncia na remoc¢édo de alvos de solucBes aquosa. Porém,
uma desvantagem da adsorcdo é a falta de sua seletividade na remocdo de constituintes
nutricionais (SARIOL et al., 2016), comportamento observado neste trabalho para Fe,
Cu, Zn e Mn.

3.2. Bioprodugéo de carotenoides

O comportamento do pH ao longo da bioproducéo de carotenoides no meio com melaco
(40 g/L) e agua de maceracao de milho (6,5 g/L) em geral apresentou uma queda inicial
caracteristica nas primeiras horas de cultivo (até 12 h), exceto para o pré-tratamento
com carvdo ativo, aumentando até aproximadamente 48 a 72 h e permanecendo
praticamente constante até o final do processo (Figura 1b). Machado e Burkert (2015),
verificaram este mesmo comportamento utilizando meios de produgdo sem pré-
tratamento, onde a queda nas primeiras horas € devido a adaptacdo da levedura a uma
condicdo de agitacdo e o desenvolvimento do crescimento celular, que provoca a
liberacdo de compostos organicos como acido acético, alcool ou intermediarios do clico
do &cido citrico, ocasionando a queda do pH. Esse intermediério & posteriormente
reassimilado e estimula uma intensa carotenogénese, que resultard no aumento do pH. A
partir dai o pH permanece constante indicando o final do cultivo. Este comportamento
similar ja foi observado anteriormente para outros micro-organismos produtores de
carotenoides (FRENGOVA et al., 1994; RIOS et al., 2015; SILVA et al., 2016).
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Figura 1 — Cinética do crescimento celular (a), evolu¢cdo do pH inicial (b), producdo especifica de

carotenoides (c) e produgdo volumétrica de carotenoides (d) por S. pararoseus ao longo de 168h, a 25 °C

e 180rpm, com melaco (40 g/L) e &gua de maceragdo de milho (6,5 g/L) nos meios de cultivo sob

diferentes pré tratamentos, sendo realizado em triplicata. SP: sem pré - tratamento no meio.
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Dentre os trés pré tratamentos o carvao ativo apresentou um aspecto de maior
clarificacdo visual dos coprodutos agroindustriais, porém, alcangou 0 menor
crescimento celular que ocorreu até as 48 h (5,04 g/L em Figura la e Tabela 2)
permanecendo constante até o final do processo. Além disso, alcangcou a menor
producdo de carotenoides deste estudo com 206,84 ug/L e 41,17 pg/g (Figura 1c, Figura
1d e Tabela 2). Provavelmente, o pré-tratamento fisico além de remover possiveis
metais pesados pode ter absorvido nutrientes importantes, como o Cu e Fe (Tabela 1 em
MEL+CSL3) que sofreram uma diminuicdo em cerca de 24% e 72%, respectivamente,
apos este pré-tratamento, e Zn que ndo foi possivel determinar as perdas, em funcéo do
limite de detec¢do do método. Outro fator que pode promover a baixa produgdo de
células foi a presenca de particulas de carvdo, ndo totalmente removidas com a coluna
de filtracdo e a centrifugacdo. Possivelmente, estas particulas solidas no meio de
producdo promoveram um retardo na biossintese celular, bem como também o
cisalhamento da parede celular das leveduras, devido o processo de constante agitacao.
Comportamento similar de inibicdo na producdo de carotenoides por S. salmonicolor
CBS 2636 para um meio com melaco, hidrolisado de levedura e 4gua de maceracao de
milho pré tratados com carvéo ativo (5% por 60 min a 90 °C) também foi observado por
Valduga et al., (2007), constatando perdas consideradas de minerais como Zn (92%), N
(80%), P (80%), Cu (70%) e Fe (70%) além de K (18) e Mg (24%). Este mesmo efeito
também foi verificado para outras leveduras e outros bioprodutos pré-tratados com
carvao ativo (SGUAREZI et al., 2009).

Tabela 2 — Teste de Tukey para os diferentes pré tratamentos no meio de cultivo para bioproducéo de
carotenoides.

Carotenoides Biomassa Produtividade
SP* 522.62 £ 3.74° 66.87 + 0.48° 7.85+0.02° 3.11 £0.02¢ 0.398 + <0.01°
H3PO4 812.32+537° 7235+537*% 11.27+0.16% 4.83+0.36" 0.430 + 0.03%
H2SO4 936.35 + 3.072 79.63 £ 3.07° 12.02+£0.71* 5,57 +0.22° 0.474 +0.022
Carvéo 206.84 + 0.87¢ 41.17 +0.87°¢ 5.04 £ 0.06° 1.73 £ 0.04¢ 0.343 £ 0.01°

Média + desvio padrdo (n=3); Letras diferentes nas mesmas linhas representam diferengas significativas
(p<0.05). SP* = sem pré tratamento no meio de cultivo.

Os pré-tratamentos acidos (Figura 1a e Tabela 2) proporcionaram uma maior producao
de biomassa de 11,27 g/L e 12,02 g/L, para &cido fosférico e sulfurico representando
um ganho de aproximadamente 43% e 53% em relacdo ao cultivo sem pré-tratamento
em 168h. Estes pré-tratamentos acidos também possibilitaram uma maior producédo
carotenogénica (Figura 1c, Figura 1d e Tabela 2) de 936,35 pg/L (79,63 pg/g) e 812,32
pg/L (72,35 ug/g) para o acido sulfurico e acido fosférico, respectivamente, superiores
a 55% e 79% ao cultivo sem pré-tratamento. Portanto, as perdas de minerais ocorridas
com estes pré-tratamentos ndo influenciaram negativamente na producdo de biomassa e
carotenoides. Possivelmente ocorreu uma redugdo de contaminantes presentes nos
substratos agroindustriais como alguns metais pesados, também observado por Valduga
et al., (2007), beneficiando a bioprodugdo carotenogénica.

O aproveitamento de substratos alternativos de menor custo com a utilizacdo de pre-
tratamentos tem atraido a atencdo de muitos pesquisadores, porque possibilita ganhos
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significativos e a reducéo de custos na bioproducéo de diferentes compostos. O uso de
acido sulfurico para pré-tratamento no melago de cana de aglcar na obtengdo de gomas
por Alcaligenes sp. proporcionou um aumento de 50% na producéo (Al et al., 2015).

Comportamento similar ao deste trabalho quanto ao efeito positivo da aplicagcdo de
diferentes pré-tratamentos provavelmente provocando uma reducdo de contaminantes,
como metais pesados nos substratos agroindustriais, que interferiam no crescimento
microbiano foi verificado por Roukas (1998). O acido sulfdrico apresentou destaque no
pré-tratamento do melaco de beterraba para producdo de pululana por Aureobasidium
pullulans alcancando um incremento na producdo de 47%. Por outro lado, o pré-
tratamento com &cido acético na casca de arroz usada como fonte de carbono na
producdo de pululana por Aurantiochytrium sp. exerceu efeito negativo (WANG et al.,
2014a).

A producdo de carotenoides obtida neste trabalho com o uso do pré-tratamento com
acido sulfarico (936,35 pg/L) e &cido fosforico (812,32 ug/L) por S. pararoseus foi
superior ao alcancado por Valduga et al. (2007) com o pré-tratamento &cido
(541,5 pg/L), em meio de producdo contendo melaco de cana de agucar, dgua de
maceracdo de milho e hidrolisado de levedura, porém, com 0 micro-organismo
Sporidiobolus salmonicolor (CBS 2636).

4. Concluséao

O uso dos pré-tratamentos com &cido sulfarico ou acido fosforico nos substratos
agroindustriais melago de cana de aclcar e &gua de maceracdo de milho para
bioproducdo de carotenoides por S. pararoseus foram promissores possibilitando um
incremento de 55% e 79% na concentracdo de carotenoides totais, respectivamente.
Portanto, provavelmente contribuindo para minimizacdo dos custos com o meio de
producdo para obtencéo de carotenoides microbianos.
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