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Introducao

A astaxantina € um carotendide amplamente distribuido na natureza, utilizada
para prover coloracfes caracteristicas em alguns animais. Suas fun¢des biologicas tém
proporcionado um alto valor no mercado para industrias nutracéuticas e de alimentos.
Apesar da disponibilidade de astaxantina sintética, esta pode conter compostos
indesejaveis, o que ndo ocorre na producao a partir de fontes naturais, como a levedura
Phaffia rhodozyma. (Ni et al., 2008).

Por outro lado, o Brasil € um dos maiores produtores de arroz, sendo sua
parboilizacdo um dos processos mais importantes, resultando em um volume
consideravel de efluente rico em matéria organica e nitrogénio, podendo ser utilizado
como nutriente para aumentar a composi¢cao bioquimica de biomassas (Queiroz et al.,
2007).

O objetivo deste trabalho foi avaliar a influéncia das variaveis concentracdes de
extrato de levedura, extrato de malte, peptona, sacarose, agua de parboilizacdo do arroz
e do pH inicial do meio, durante o cultivo para a bioproducdo de astaxantina pela
levedura P. rhodozyma utilizando planejamento experimental 2,,°.

Metodologia

Foi utilizado a cepa P. rhodozyma NRRL Y-17268, com aprovagdo GRAS
(Generally Recognized As Safe). No in6culo foram adicionados 10 mL da cultura
armazenada em glicerol 20% a -18°C, previamente descongelado, em 90 mL de caldo
YM (g.L™": extrato de levedura 3, extrato de malte 3, peptona 5, glicose 10, KNO3 0,2 ),
durante 48 h, em 25° C e 150 rpm para atingir 1x108 células.mL™.

Os cultivos foram realizados com a adi¢cdo de 10% de inéculo, totalizando 180 mL
com a composicdo variando de acordo com o planejamento experimental 2,,°2, a 150
rpm, 25° C por 168 h.

A concentracdo celular foi estimada por leitura da absorbancia a 620 nm,
utilizando-se uma curva padrao (Silva, 2009).

Para a determinacdo da concentracdo de astaxantina, foi realizado o método de
ruptura com dimetilsulféxido, e apds a extracdo utilizando éter de petréleo (Bonfim et al.,
1999).

Resultados e Discusséo

O planejamento experimental 2,,°? apresentado na Tabela 1 foi realizado para
avaliar o efeito das variaveis independentes nas respostas maximas obtidas na
producdo de biomassa, producao especifica e volumétrica de astaxantina.

A partir da Tabela 1 foi observado que os maximos para as diferentes respostas
foram alcancados em ensaios distintos. O maximo para a concentracao celular foi de
8,9 g.L" 120 h e 168 h (ensaios 15 e 16), respectivamente, para astaxantina especifica
foi 505,3 pg.g* em 168 h (ensaio 4) e, para concentracdo volumétrica de astaxantina foi
3,1 pg.mLtem 144 h (ensaio 15).



Tabela 1: Matriz do planejamento experimental fracionario 2,,°% com valores reais e codificados.

Ensaio Extrato Extrato  Peptona Sacarose Efluente pH Biomassa ATX ATX
de de (g.L™h (g.L™h (g.L™hH  inicial (g.L™h especifica  volumétrica
Levedura  Malte (Mg.g ™) (ng.mL™)
@L)H  (@LH
1 1(-1) 1(-1) 1(-1) 5 (-1) 0(-1) 4(-1) 1,8 317,5 0,4
2 10 (+1) 1(-1) 1(-1) 5(-1) 180 (+1) 4(-1) 3,4 375,0 1,0
3 1(-1) 10 (+1) 1(-1) 5 (-1) 180 (+1) 6 (+1) 41 402,7 1,5
4 10 (+1) 10 (+1) 1(-1) 5(-1) 0(-1) 6 (+1) 4,3 505,3 1,6
5 1(-1) 1(-1) 10 (+1) 5(-1) 180 (+1) 6 (+1) 3,2 423,9 0,8
6 10 (+1) 1(-1) 10 (+1) 5 (-1) 0 (-1) 6 (+1) 2,3 538,4 1,3
7 1(-1) 10 (+1) 10 (+1) 5 (-1) 0 (-1) 4(-1) 4,7 482,7 1,8
8 10 (+1) 10 (+1) 10 (+1) 5 (-1) 180 (+1) 4 (-1) 45 378,6 1,7
9 1(-1) 1(-1) 1(-1) 20 (+1) 0 (-1) 6 (+1) 3,2 370,0 0,9
10 10 (+1) 1(-1) 1(-1) 20 (+1) 180 (+1) 6 (+1) 6,8 323,0 18
11 1(-1) 10 (+1) 1(-1) 20 (+1) 180 (+1) 4 (-1) 7.6 348,1 2,5
12 10 (+1) 10 (+1) 1(-1) 20 (+1) 0(-1) 4(-1) 7.1 364,3 2,6
13 1(-1) 1(-1) 10 (+1) 20 (+1) 180 (+1) 4 (-1) 7.1 350,8 2,1
14 10 (+1) 1(-1) 10 (+1) 20 (+1) 0 (-1) 4(-1) 5,6 410,4 2,3
15 1(-1) 10 (+1) 10 (+1) 20 (+1) 0 (-1) 6 (+1) 8,9 379,5 31
16 10 (+1) 10 (+1) 10 (+1) 20 (+1) 180 (+1) 6 (+1) 8,9 307,1 1,4
17 55(0)  5,5(0) 5,5 (0) 12,5 (0) 90 (0) 5 (0) 5,3 399,9 1,8
18 5,5 (0) 5,5 (0) 5,5 (0) 12,5 (0) 90 (0) 5(0) 5.2 396,8 18
19 5,5 (0) 5,5 (0) 5,5 (0) 12,5 (0) 90 (0) 5(0) 54 435,5 2,0
20 5,5 (0) 5,5 (0) 5,5 (0) 12,5 (0) 90 (0) 5(0) 4,5 448,9 1,7

ATX= astaxantina.

A andlise dos efeitos das variaveis dos componentes do meio de cultivo e do pH
inicial, esta apresentada na Figura 1.
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Figura 1. Efeitos principais na bioprodugéo de astaxantina no crescimento celular (a), produgéo
especifica de astaxantina (b), producéo volumétrica de astaxantina (c). *p<0,1

Através da Figura 1 verificou-se que o aumento na concentracdo do extrato de
levedura ndo mostrou-se significativo, na faixa analisada, em nenhuma das respostas
estudadas.

O incremento do extrato de malte de 1 para 10 g.L™ apresentou efeito positivo e
estatisticamente significativo, para as respostas concentracdo de biomassa e producéo
volumétrica de astaxantina, aumentando respectivamente em média 2,1 g.L* e 0,7
pg.mL™t,

A modificacdo na variavel independente concentracdo de peptona de 1 para 10
g.L?, resultou num efeito positivo e significativo para as respostas estudadas,
incrementando em média 0,9 g.L™* na biomassa, 33,2 pg.g™ na producéo especifica de
astaxantina e 0,3 pg.mL™ na producéo volumétrica de astaxantina.



O efeito mais significativo apresentado foi pelo incremento na concentracdo de
sacarose. Para a concentragcdo de biomassa e producdo volumétrica do carotendide
esse efeito foi positivo, aumentando em média 3,4 g.L™ e 0,8 ug.mL™, respectivamente.
Para a producao especifica ocorreu o inverso, apresentando um decréscimo em média
de 71,4 ug.g™.

Na variavel efluente de parboilizacéo do arroz, quando houve incremento do nivel
de -1 para +1, a producdo da biomassa aumentou em média 1 g.L™, e na producéo
especifica e volumétrica de astaxantina ocorreu um decréscimo em média 57,4 ug.g™ e
0,1 ug.mL'l, respectivamente.

O incremento do pH inicial do meio de cultivo de 4,0 para 6,0 apresentou efeito
significativo apenas para a concentracdo volumétrica de astaxantina, diminuindo em
média 0,2 ug.mL™ na bioproduc&o do carotendide.

Conclusdes

Pode-se concluir que o aumento da concentracdo de sacarose foi a variavel que
mais influenciou no cultivo de astaxantina, o contrario ocorreu para a concentracdo do
extrato de levedura, que ndo apresentou efeito para nenhuma das respostas estudadas.
A partir dos resultados obtidos no planejamento experimental fracionario 2,°?
selecionou-se as variaveis extrato de malte (8,75 a 16,25 g.L™), peptona (8,75 a 16,25
g.L ™), sacarose (15 a 35 g.L™), efluente de parboilizacdo do arroz (87,5 a 162,5 g.L™),
para o sequienciamento da maximizacéo da bioproducao do carotendide.
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