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RESUMO

As leveduras do género Rhodotorula destacam-se na producéo de 6leo microbiano enriquecido
com carotenoides. Essas leveduras oleaginosas podem apresentar elevada velocidade de
crescimento, com a sintese simultanea de lipidios e carotenoides. podendo esses bioprodutos
serem utilizados como aditivos na inddstria de alimentos. No entanto, para extrair os
biocompostos de interesse ¢ necessaria uma ctapa de ruptura da parede celular. Existem diversos
métodos de ruptura e/ou extracao celular que podem ser utilizados para a obtencdo de lipidios
e carotenoides, porém muitos destes ndo sdo escalonaveis e utilizam solventes orgdnicos com
alto grau de toxicidade. Diante disso, o presente trabalho teve como objetivo aplicar métodos
de ruptura celular e extragdo eficientes, utilizando técnicas escalondveis, para obter 6leo
microbiano enriquecido com carotenoides produzidos por Rhodotorula mucilaginosa CCT
7668. Os cultivos toram conduzidos em meio de produgao previamente otimizado com 70 g.L.™!
de melaco de cana de actcar e 3.4 ¢.L. " de dgua de maceracdo de milho. adicionados de 10 %
(v/v) do inoculo. incubados a 25 °C. 180 rpm por 144 h. A biomassa foi recuperada por
centrifugacdo (1745 xg por 10 min) e lavada com agua destilada obtendo-se assim a biomassa
umida. O método de Bligh Dyer modificado foi utilizado para determinar os lipidios. A fim de
avaliar a eficiéncia de pré-tratamentos, como secagem e congelamento na recuperacdo de
lipidios e carotenoides. utilizando a técnica de ruptura com homogeneizador a alta velocidade,
foram realizadas as avaliagdes das biomassas Umida, seca e seca e congelada. O uso da
biomassa seca e congelada foi selecionada e resultou em 7,0+0,19 % de conteudo lipidico,
0,5+0,01 g.I."! de lipidios totais ¢ concentragdo especifica de carotenoides totais de 33,3+0,5
pg.g' (258, 0£8.5 pg.L.7"). A ferramenta de plancjamento experimental foi aplicada em estudos
para avaliar a ruptura da parede celular da levedura através da técnica com homogeneizador a
alta velocidade, sendo avaliados os parametros razdo biomassa:solvente (0.3:100 a 1.2:100),
tempo de operagdo (0.6 a 7.4 min) e velocidade de rotagdo (9280 a 22720 rpm), alcangando de
9.56 a 35.24% ¢ 0.80 a 2,96 ¢.[.' de conteudo lipidico e lipidio total em condi¢des distintas.
respectivamente. As variaveis independentes biomassa (0,5 a 0.7 g), tempo de operacio (20 a
40 min) e poténcia (8 a 14 W) foram avaliadas através de um delineamento experimental para
verificar o rompimento celular utilizando outra técnica, com plasma frio usando o ar sintético
como gas de trabalho, alcancando, respectivamente, 20.65 a 34.87% ¢ 1.81 a 3,06 g.L."! de
conteado lipidico ¢ lipidio total em diferentes condi¢des. Portanto, foi possivel definir
condi¢oes para dois métodos de ruptura celular eficientes, utilizando técnicas passiveis de
escalonamento industrial para obter 6leo microbiano, semelhante a ruptura quimica (DMSQO)
com o método controle.

Palavras-chaves: Lipidios microbianos. Rompimento celular. Ultra-turrax. Plasma frio.



ABSTRACT

MICROBIAL OIL RECOVERY USING SCALABLE PHYSICAL METHODS FOR
CELL DISRUPTION OF Rhodotorula mucilaginosa

Yeasts of the genus Rhodotorula are outstanding in the production of microbial oil enriched
with carotenoids. These oleaginous veasts can grow at a high rate. with the simultaneous
synthesis of lipids and carotenoids. and these bioproducts can be used as additives in the food
industry. However, in order to extract the biocompounds of interest, the cell wall must be
broken. There are several cell rupture and/or extraction methods that can be used to obtain lipids
and carotenoids, but many of these are not scalable and use organic solvents with a high degree
of toxicity. In view of this, the aim of this study was to apply efficient cell rupture and extraction
methods, using scalable techniques. to obtain microbial oil enriched with carotenoids produced
by Rhodotorula mucilaginosa CCT 7668. Cultivations were conducted in a previously
optimized production medium with 70 ¢.I.”! of sugar cane molasses and 3.4 g.I.”! of corn
steeping water. added to 10% (v/v) of the inoculum, incubated at 25 °C. 180 rpm for 144 h. The
biomass was recovered by centrifugation (1745 xg for 10 min) and washed with distilled water
to obtain the wet biomass. The modified Bligh Dyer method was used to determine lipids. In
order to assess the efficiency of pre-treatments such as drying and freezing in recovering lipids
and carotenoids, using the high-speed homogenizer disruption technique, evaluations were
carried out on the wet, dry and dry and frozen biomass. The use of dried and frozen biomass
was selected and resulted in 7.0+0.19 % lipid content, 0.5+0.01 g.1.! total lipids and a specific
concentration of total carotenoids of 33.3+0.5 pg.g ' (258, 0+8.5 pg.l.'). The experimental
planning tool was applied in studies to evaluate the rupture of the yeast cell wall using the high-
speed homogenizer technique, evaluating the parameters biomass:solvent ratio (0.3:100 to
1.2:100), operating time (0.6 to 7.4 min) and rotation speed (9280 to 22720 rpm). achieving
9.56 10 35.24% and 0.80 10 2.96 g.L. ' of lipid content and total lipid under different conditions,
respectively. The independent variables biomass (0.5 to 0.7 g), operating time (20 to 40 min)
and power (8 to 14 W) were cvaluated using an experimental design to verify cell disruption
using another technique. with cold plasma using synthetic air as the working gas, achieving
20.65 10 34.87% and 1.81 to 3.06 g.L.! of lipid content and total lipid under different conditions,
respectively. It was therefore possible to deline conditions for two eflicient cell rupture
methods, using techniques that can be scaled up industrially to obtain microbial oil, similar to
chemical rupture (DMSQO) with the control method.

Keywords: Microbial lipids. Cell disruption. Ultra-turrax. Cold plasma.
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1 INTRODUCAO

Os oleos microbianos sio fontes de lipidios que podem ser produzidos por bactérias
(Castro et al., 2017), fungos (Vicente ef al., 2009) ¢ microalgas (Song et al., 2013). Outro
bioproduto de interesse produzido por micro-organismos, como as leveduras. sdo os
carotenoides, que sdo compostos pigmentados lipossoliveis, dos quais ja foram isoladas ¢
caracterizadas mais de 600 moléculas ¢ apresentam uma série de beneficios para a saiade
humana: atividade pro-vitamina A (Mesquita; Teixeira; Servulo, 2017), reducéo do risco de
doencas cardiovasculares (Barbosa, 2020) ¢ desenvolvimento de doengas degenerativas
(Mesquita; Torquilho, 2016), além da capacidade antioxidante (Jomova; Valko, 2013).

Na industria quimica, os dleos ¢ os carotenoides sdo obtidos principalmente a partir de
fontes vegetais. no entanto, a obtencdo de 6leos vegetais € totalmente dependente do clima ¢
dos requisitos especiticos do solo (Kot et al., 2018; Mata-Gomez et al., 2014). Outro processo
para obten¢do de carotenoides ¢ a sintese quimica, que tem sido criticada pela toxicidade dos
reagentes ¢ pela formagdo de subprodutos indesejaveis (Cheng; Yang, 2016). Diante da
problematica acima mencionada, novas pesquisas estdo surgindo com o objetivo de propor
diferentes alternativas para a obtencdo de lipidios e carotenoides, sendo os bioprocessos
utilizando células microbianas a abordagem mais citada para esse fim, uma vez que ndo
dependem de fatores climaticos ¢ da qualidade do solo (Costa ef al, 2020; Garay et al., 2014;
Mata-Gomez et al., 2014).

As leveduras oleaginosas sdo capazes de acumular mais de 20% de lipidios em massa
seca (Meng ef al., 2009:; Ageitos et al.. 2011). Nesse cendrio. o género Rhodotorula apresenta
grande potencial de produgio de 6leo microbiano enriquecido com carotenoides ao utilizar uma
determinada cepa em condig¢des de cultivo favoraveis (Rodrigues ef al.. 2019). Sendo assim., o
perfil de acidos graxos do 6leo microbiano pode apresentar uma semelhanga ao de dleos
vegetais, dependendo dos parametros de cultivo ¢ do substrato utilizado podendo esse ser os
coprodutos agroindustriais (Kanzy er al., 2015: Ribeiro et al., 2017; Silva et al., 2018,
Rodrigues et al., 2019). A utilizagdo desses coprodutos agroindustriais agrega valor aos
mesmos, consequentemente reduz a geracdo dos residuos oriundos dos processamentos ¢
diminui o impacto ambiental (Romero er al.. 2001).

O género Rhodotorula vem sendo estudado pelo nosso grupo de pesquisa atuante no
Laboratorio de Analise Sensorial e Controle de Qualidade conjuntamente com o Laboratorio de
Engenharia de Bioprocessos da Universidade Federal do Rio Grande, devido ao seu potencial

para produgao de carotenoides ¢ também pela possibilidade do uso de substratos de baixo custo
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como melago de cana-de-agucar (Cipolatti er al., 2019; Rodrigues et al., 2019), adgua de
maceragdo de milho (Cipolatti er al., 2019; Rodrigues et al., 2019) ¢ agua de parboilizacio de
arroz (Otero et al.. 2019). Utilizando a mesma cepa da levedura e aproveitando o glicerol bruto
oriundo do processo de obten¢do do biodiesel, a produgdo de lipidios também vem sendo
avaliada (Pereira ef al.. 2019; Spier ef al., 2015).

A produgdo do oleo microbiano enriquecido de carotenoides pelas leveduras ocorre
intracelularmente, onde a rigidez da parede celular limita a extratibilidade destes biocompostos.
Com isso, se faz necessario o uso de técnicas de ruptura celular para a liberacdo dos compostos
produzidos (Michelon e al., 2012). No geral, a parede celular das leveduras ¢ composta por
proteinas, polissacarideos e glicoproteinas interligadas, formando uma estrutura complexa. A
camada mais externa ¢ constituida de polissacarideo contendo manose sobrepondo uma camada
de glucana insoluvel, e a camada interna seria responsavel pela resisténcia mecanica da parede
celular (Klis ef al., 2002).

Diferentes técnicas sdo utilizadas para liberar os compostos intracelulares, incluindo
métodos mecanicos, quimicos e enzimaticos, podendo ser feita uma combinagdo deles. Embora
os métodos mecdnicos ndo apresentem especificidade quando comparado aos demais,
apresentam uma eficiéneia elevada podendo ser aplicado de forma mais ampla, diminuindo o
uso de solventes de elevado grau de toxicidade proibidos pelas industrias de alimentos
(Geciova; Bury; Jelen, 2002). Alguns pesquisadores tém utilizado os métodos mecénicos nédo
convencionais para extragdo de compostos fendlicos oriundos de leveduras, utilizando a
agitacdo a alta velocidade através do equipamento utra-turrax (Lima, 2019) ¢ também a téenica
do plasma a frio (Bao ef al., 2020). Nesses métodos podem influenciar variaveis como relagao
biomassa:solvente, velocidade de rotagdo, tempo de processo ou tensdo do equipamento.

Nesse sentido, o presente trabalho propoe estudar técnicas alternativas de ruptura
celular, como o plasma a frio ¢ homogeneiza¢do a alta velocidade com ultra-turrax, para

Rhodotorula mucilaginosa CCT 7668, visando obter o maior rendimento de 6leo microbiano.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar os métodos de ruptura celular, utilizando a técnica de homogeneizacgio a alta

velocidade ou com aplicagdo de plasma a frio. a fim de extrair 6lco microbiano produzido por

Rhodotorula mucilaginosa CCT 7668.

2.2 Objetivos especificos

e Avaliar a influéncia dos pré-tratamentos de secagem ¢ congelamento na biomassa da
levedura para romper a parede celular através da agita¢do por alta velocidade, obtendo
como resposta o conteudo lipidico, lipidios totais e carotenoides totais;

e Aplicar a técnica de homogeneizacio a alta velocidade, utilizando o equipamento ultra-
turrax, para romper a parede celular da levedura avaliando a razdo biomassa:solvente,
tempo de operacio ¢ velocidade de rotagiio, obtendo como resposta o conteudo lipidico
¢ lipidios totais.

e Utilizar a técnica de plasma a frio para romper a parede celular da levedura variando a
quantidade de biomassa, tempo ¢ tensdo, obtendo como resposta o conteudo lipidico e

lipidios totais.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Lipidios

Os lipidios séio um componente bésico de todas as células vivas, também sdo conhecidos
como gorduras. sdo insoliveis em agua ¢ outros solventes polares ¢ constituidos por uma série
de substancias, entre elas os acidos graxos (Fahy et al., 2005). Para a industria alimenticia os
lipidios possuem grande valor nutricional, oferecem aroma, sabor ¢ palatabilidade ao produto.
Na natureza podem ser encontrados em forma de gorduras, oleos, algumas vitaminas ¢
hormonios (Voet; Voet, 2013).

Oleos ¢ gorduras sdo provenientes de fontes vegetais ¢ animais sendo o 6leo de soja,
algodao, girassol, milho e amendoim os principais 6leos de origem vegetal comercializados
pela industria de alimentos. Estes sdo dependentes do plantio agricola podendo sofrer alteragdo
em suas safras anuais, dependendo do clima de cada estagdo, o que afcta o valor econdmico do
produto final (Carvalho. 2017). As gorduras animais vém dos bovinos, ovinos ¢ suinos ou sao
de origem marinha (Ornelas, 2010). Uma nova fonte de lipidios que vem sendo estudada e
desenvolvida, sdo os de origem microbiana, que podem apresentar semelhanga com os 6leos
vegetais em termos de composi¢do de acidos graxos e, portanto, podem ser usados como bons
substitutos dos oleos vegetais (Wei ef al., 2021).

Os acidos graxos poliinsaturados sdo amplamente utilizados, por exemplo, como
suplementos alimentares ¢ podem ser obtidos a partir de plantas e de micro-organismos. Varios
estudos tém demonstrado a produgdo de importantes acidos graxos, como o acido
docosahexaenoico (DHA) e o dcido araquidonico (ARA), que sfo encontrados no tecido
cerebral ¢ também no leite materno e sdo importantes para o neurodesenvolvimento ou efeito
funcional, que reduz os niveis de colesterol e diminuem os riscos de ataque cardiaco ¢ derrame
cerecbral. O DHA pode ser usado para ajudar a prevenir doengas cardiacas. doengas
degenerativas (doenca de Alzheimer) e até tratar a sindrome de déficit de atencio em criangas
(Ratledge, 2004).

Do ponto de vista bioldgico, o papel desempenhado pelos lipidios ¢ bastante importante,
pois, além de sua participagdo como fonte de energia para o organismo, essas biomoléculas
podem atuar como cofatores enzimaticos. transportadores de elétrons. agentes surfactantes no
trato intestinal, mensageiros intracelulares, pigmentos e antioxidantes (Lottenberg, 2009). Os

acidos graxos ¢ os carotenoides sdo exemplos de lipidios com valor industrial, nos ultimos anos
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existem alguns produtos utilizando carotenoides em suas composicdes sendo eles: sorvetes,
complexos vitaminicos, sucos industriais e balas (Mesquita et al., 2017).

A principal vantagem relacionada a producdo de lipidios por catalise microbiana é o fato
de que esses processos podem ser realizados utilizando diferentes residuos agricolas ou
industriais como substratos principais. A escolha da fonte de carbono ¢/ou nitrogénio adequada
tem sido um dos principais pardmetros estudados para fins de otimizacdo (Mata-Gomez ef al..

2014).

3.2 Carotenoides

O nome "carotenoide" ¢ derivado do latin Daucus carota que significa cenoura (Britton
et al, 1995). Sao de grande interesse em estudos cientificos, pois sdo utilizados como corantes
naturais em produtos alimenticios ¢ vém ganhando a preferéncia do consumidor que tem
buscado a utilizacdo de um corante natural (Chandi; Gill, 2011).

Os carotenoides sao um grupo de pigmentos naturais soluveis em gordura responsaveis
pela cor amarela, laranja e vermelha, especialmente em frutas, vegetais e flores, sua coloragdo
tem essa variagdo de cor devido ao grande niimero de insaturagdes conjugadas presentes na
molécula. Esses biocompostos também podem ser encontrados em certas raizes, algas
marinhas, invertebrados, peixes, cascas de crustaceos, peles, passaros, bactérias, fungos e
microalgas (Damodaran; Parkin: Fennema, 2010).

O interesse em carotenoides foi estimulado por estudos epidemiologicos que sugerem
fortemente que o consumo de alimentos ricos em carotenoides reduz a incidéncia de vdrias
doencas como cancer (Gomes, 2007), doengas cardiovasculares (Barbosa, 2020), catarata,
doengas relacionadas a baixa fun¢do imunoldgica ¢ outras doengas degenerativas (Mesquita;
Torquilho, 2016).

Estas biomoléculas sdo constituidas por tetraterpeno de quarenta carbonos, tformado por
oito unidades isoprenoides. de cinco carbonos de modo que a molécula € linear e simétrica onde
estdo inclusos as xantofilas e o caroteno. Na Figura 01 € possivel observar algumas estruturas
de carotenoides e nas extremidades o anel ciclico ¢ denominado de B-ionona (Damodaran;
Parkin; Fennema, 2010). O esqueleto basico dos carotenoides pode ser moditicado de varias
maneiras, como hidrogenagdo, desidrogenacdo, ciclizagdo, migracdo de ligagdo dupla,
encurtamento ou extensdo da cadeia, rearranjo, isomerizacdio, introducdo de fungdes de
oxigénio ou combina¢des desses processos. resultando em uma grande diversidade de estruturas

(Bobbio: Bobbio. 1992; Ribeiro; Seravalli, 2004).
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Figura 01 - Estrutura quimica de alguns carotenoides.
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Fonte: Rodriguez-Amaya: Kimura; Amaya-Farfan, 2008.

Na biossintese de carotenoides os mesmos sdo derivados da via terpenoide geralmente
envolvendo trés etapas: (1) formacio de isopentenilo pirofosfato (IPP), (i1) formacgao de fitoeno
e (111) ciclizacdio e outras reacdes de licopeno (Marova; Certik; Breierova, 2015). Comegando
com os compostos simples acetil-CoA, gliceraldeido-3-fosforo e piruvato, que sio formados
através da via metabdlica do micro-organismo, o intermediario-chave o difosfato de
isopentenilo ¢ formado por duas rotas independentes. E entiio convertido por bactérias, fungos,
plantas e animais em milhares de produtos que ocorrem naturalmente.

Cabe salientar que nos fungos. os carotenoides sdo derivados por reagoes de sequéncias
através da biossintese do mevalonato. O principal produto 3-hidroxi-3-metilglutaril-CoA
(HMG-CoA) ¢ reduzido para o acido mevalonico. Essa reducdo de dois passos de HMG-CoA
para mevalonato ¢ altamente controlado e também ¢ um fator de controle principal da sintese
de esterois (Marova: Certik; Breierova, 2015).

Os carotenoides tém propriedades de absor¢do de luz, que vém de cromdforos com
ligagdes duplas conjugadas responsaveis por suas cores de tons alaranjados a vermelho
(Rodriguez-Amaya; Kimura: Amaya-Fartan, 2008). Derivados de carotenoides sintéticos que
sdo semelhantes aos derivados de carotenoides naturais sdo produzidos em massa para uso
industrial. Geralmente. o proposito de usar carotenoides como corantes na induastria de
alimentos ¢ devido a perda de cor durante o processamento earmazenamento (Valduga er al.,
2009), sendo os corantes naturais mais utilizados o J-caroteno ¢ a astaxantina conferindo uma
aparéncia mais natural ao produto (Kirti ef al.. 2014). Algumas pesquisas tém sido realizadas
sobre a aplicagdo de carotenoides em alimentos, como massa de tomate (Pelosi et al., 2014),
iogurte (Krigger, 2019; Rutz er al., 2016), pdes e maioneses (Zaragoza, 2015), suco de fruta,
bebida, sopa, tempero para salada, xarope (Kirti er «/.. 2014), margarina, manteiga ¢ sorvete

(Kaur er al., 2016).
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Dentre os 600 tipos de carotenoides conhecidos cerca de 50 apresentam atividade
provitamina A. sendo o }-caroteno a molécula que apresenta maior atividade pro-vitaminica. A
provitamina A ¢ fundamental para promover o crescimento dos ossos do corpo humano,
desempenhando um papel essencial durante o desenvolvimento embriondrio do feto e
importante para manter as atividades vitais do nosso organismo (Hof et al.. 2000).

A atividade antioxidante também ¢ considerada uma propriedade funcional dos
carotenoides, a eliminagdo de radicais livres & feita por compostos que tem duplas ligacdes
conjugadas, possuindo assim o efeito antioxidante. Os carotenoides podem ser facilmente
oxidados devido a inativacdo do oxigénio singlete (Damodaran; Parkin; Fennema, 2010;
Stringheta ef al., 2006). O uso na dieta, seja para ingestdo de medicamentos ou alimentos ricos
em carotenoides, pode proteger o corpo humano dos danos oxidativos as células, ao isolar ¢
climinar os radicais livres, reduzindo o risco de certas doengas cronico-degenerativas (Stahl;
Sie, 2003; Stringheta et al., 2006).

Entre as fontes microbianas de carotenoides, além das microalgas, as leveduras
pigmentadas sdo de interesse especial para pesquisadores (Kitcha; Cheirsilp, 2011). Essas
leveduras tém vantagem sobre algas devido a alta taxa de crescimento com a utilizagdo de meios

de cultivo de baixo custo (Costa ef al., 2020).

3.3 Produc¢io microbiana de lipidios e carotenoides

A industria vem apresentando interesse nos oleos microbianos, também conhecidos
como “Single cell oils™ (SCO), devido as suas caracteristicas bioquimicas ¢ tisico-quimicas
especificas (Ageitos ef al., 2011). O 6leo microbiano ¢ um triglicerideo produzido por micro-
organismo, sendo semelhante ao 6leo vegetal no que diz respeito a sua composi¢do de acidos
graxos. que tamb¢ém pode ser transesterificados em glicerol ¢ ésteres metilicos de acidos graxos
(Wynn; Ratledge, 2005).

Um micro-organismo ¢ considerado oleaginoso quando pode acumular mais de 20%
(m/m) de sua biomassa na forma de lipidios (Khot er al., 2012). Atualmente, pesquisas
intensivas estdo sendo conduzidas em todo o mundo sobre a possibilidade de produzir lipidios
derivados de micro-organismos, em escala industrial, como fontes suplementares de oleos
convencionais (Kot ef a/., 2020; Tang et al., 2020; Yu ef al.. 2020). Isso decorre principalmente
do fato de que esse processo € independente das condi¢des climaticas, requer menos intervengio

manual, tem um ciclo de produgdo curto (Bharathiraja et al., 2017).



As leveduras oleaginosas sdo excelentes produtoras de lipidios microbianos devido ao
seu alto teor de biomassa celular ¢ a capacidade de produzir um dleo com o perfil de acidos
graxos semelhante ao de dleos vegetais (Bharathiraja er al., 2017). A composicdo de acidos
graxos pode ser modificada alterando os meios de cultivo usando uma mistura de agua de
maceragdo de milho com melago de cana de agticar (Rodrigues ef al., 2019), dgua de residuo
de batata em conjunto com o glicerol (Kot et al., 2020), somente melago de cana de actcar
(Costa et al., 2020) ¢ glicerol bruto (Pereira et al., 2019), com essas mudancas do meio foi
possivel observar nos trabalhos uma diferenga de biomassa de cultivo.

Comparando os resultados obtidos no trabalho de Kot ¢ al. (2020) que determinaram o
perfil de acidos graxos do ¢leo microbiano sintetizado pela levedura Rhodotorula gracilis em
meio contendo dgua de batata e glicerol verificou-se um pertfil semelhante ao encontrado por
Santiago (2019) que determinou a porcentagem de acidos graxos no azeite de oliva da Regido
da Campanha do Rio Grande do Sul, sendo o conteudo de 18,5% de dcido palmitico, 55,4% de
acido oleico ¢ 11.7% de acido linoleico. Além disso, a participagdo geral de acidos graxos
saturados (SFA) (18.9%), acidos graxos monoinsaturados (MUFA) (65.3%) ¢ acidos graxos
poli-insaturados (PUFA) (12,0%) no azeite foi semelhante a dos lipidios sintetizados por R.
gracilis: SFA  (aproximadamente 19%), MUFA (aproximadamente 67%) e PUFA
(aproximadamente 14%).

A vantagem de utilizar a cepa Rhodotorula mucilaginosa é que além de obter um oleo
microbiano rico em dacidos graxos insaturados com alto teor de acido oleico, tem-sc o
enriquecimento do mesmo com os carotenoides (Rodrigues, 2020). O uso de leveduras na
producio de 6leo microbiano enriquecido com carotenoides pode trazer muitos beneficios. Os
mais importantes sdo a capacidade da levedura de crescer rapidamente e a possibilidade de usar
matérias-primas baixo custo e residuais como fontes de nitrogénio e carbono. A produgio
lucrativa de carotenoides a partir de micro-organismos requer a scle¢iio de cepas adequadas,
caracterizadas pela biossintese intensiva desses compostos (Mata-Gomez et al., 2014; Kot et
al.,2018). A Tabela 01 apresenta trabalhos encontrados na literatura utilizando diferentes cepas

de Rhodotorula para a producdo de carotenoides e lipidios.
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Tabela 01 - Producéo de carotenoides e lipidios por diferentes cepas de Rhodotorula utilizando diferentes meios
de producio.

) Lipidios
Micro- Meio de Acido graxo Carotenoides
totais
organismo producao majoritario . (ng LY
(gL
Melaco de cana
R. de agucar e dgua )
Oleico 6.43 3726
mucilaginosa®  de maceracio de
milho
Glicerol bruto e
R.
i sulfato de Linoleico 10.72 2843
mucilaginosa- .
magnesio
Agua residual
R. gracilis® de batata e Oleico 4.26 6240

glicerol

Fonte: Rodrigues et al., (2020)', Pereira ef al., (20]9}2, Kot et al., (2020)3.

Usando meio de cultura previamente otimizado com 70 g L' melago de cana de agucar
e 3.4 ¢ L' dgua de maceragdo de milho (Rodrigues ef al., 2019), Rodrigues (2020) estudou a
producdo de dleo microbiano enriquecido com carotenoides por Rhodotorula mucilaginosa
CCT 7688. O oleo microbiano produzido em 144 h de cultivo apresentou concentragdes de
lipidios totais de 6.43 g L', carotenoides totais de 3726 pg L', biomassa de 14.78 g L' e
contetdo lipidico de 43,23 % (m/m). Nessas condi¢des, o perfil de 4dcidos graxos da biomassa
de R. mucilaginosa foi analisado ¢ identificou-se 15 acidos graxos nos quais o dcido oleico
(69.89 % m/m) ¢ o palmitico (23,18 % m/m) apresentaram maior relevancia.

Pereira et al. (2019) estudaram uma estratégia de cultivo em batelada alimentada de
Rhodotorula mucilaginosa CCT 7688 para acumular lipidios e carotenoides de alto valor
agregado, com potencial de contribuir para a viabilidade econdmica de 6leos microbianos em
comparacdo com oleos vegetais. Em scu estudo foram avaliadas as quantidades de carotenoides
totais, lipidios totais ¢ o perfil de acidos graxos produzidos pela levedura. O cultivo em batelada
alimentada com alimentacao de glicerol bruto as 24 h, 96 h ¢ 144 h, com a adi¢do de sultato de
magnésio ao meio de cultura inicial, resultou em um teor de carotenoides totais (2843 pg L)
¢ lipidios totais (10,72 g L") apds 96 h de cultivo. Dentre os 15 acidos graxos que foram
identificados o principal acido graxo encontrado nos dleos produzidos pela levedura R.
mucilaginosa foi o acido linoleico.

Kot et al. (2020) avaliaram a possibilidade de usar agua residual de batata ¢ glicerol
como componentes do meio para produgiio de carotenoides por levedura Rhodotorula gracilis

ATCC 10788 em biorreator de laboratorio BioFlo 3000, com capacidade total de 5 L. Os
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cultivos foram realizados em 20 e 28 °C. A biossintese do carotenoide por células de levedura
cultivadas em biorreator durou 120 h, a producio de carotenoides foi 6240 pg I em 96 h de
cultivo. Apés 120 h de cultivo, os niveis de f-caroteno (47%) ¢ toruleno (51%) foram
semelhantes. O valor da concentragdo mais elevado para os lipidios totais 4.26 g L' foi
encontrado em 96 h apds a cultura. Foram identificados 6 principais acidos graxos, no qual o

acido oleico (54,5 % m/m) apresentou maior relevancia.

3.4 Extracao de carotenoides e éleos

Mediante a presenga de dupla ligagdo em sua estrutura, os carotenoides sio altamente
sensiveis a alta temperatura, luz ¢ oxigénio. Quando produtos que apresentam um teor
significativo de carotenoides sdo submetidos a processamentos que os expdem a tais fatores,
estes compostos usualmente passam pelo processo de isomerizagdo cis/trans, ou podem se
degradar, dependendo da intensidade do tratamento. Sendo assim, os carotecnoides ndo podem
ser expostos a fatores que causam degradagio e perda de funcdo (Strati: Oreopoulou, 2011).

Estas mesmas preocupacdes devem ser levadas em consideragido quando os carotenoides
sdo extraidos de fontes microbianas para aplicagdes posteriores. Os processos de extracio
exaustiva de carotenoides geralmente envolvem trés etapas. A primeira etapa consiste na ruptura
da parede celular a fim de liberar compostos intracelulares como os lipidios e os carotenoides,
a segunda etapa consiste na extracdo das biomoléculas de interesse e a terceira etapa cstd
relacionada a recuperagdo do bioproduto extraido (Saini; Keum, 2018: Rodriguez-Amayaz,
2001).

No processo de extracdo de o6leos e carotenoides, um fator importante ¢ a escolha do
solvente. Os solventes orgdnicos mais utilizados para a extracdo de oleos e carotenoides sdo
acctona (log P = -0.26). clorotormio (log P = +2.00), hexano (log P =+3.50), metanol (log P =
-0.69) e acetato de etila (log P = 0.23) (Yara-Varon et al., 2016).

A escolha do solvente tem relagdo direta com a polaridade dos carotenoides e oleos alvos
da extrac¢do. Por exemplo, o f-caroteno, licopeno ¢ os dcidos graxos s@o altamente lipofilicos.
Portanto no geral., solventes ndo polares, como hexano, éter de petrdleo ou tetrahidrofurano
(THF), sdo uma excelente escolha para extragio de dleos ¢ carotenoides ndo polares ou
xantofilas esterificadas. enquanto solventes polares. como acetona, etanol e acetato de etila sdo
mais apropriados para extragao de carotenoides polares (Amorim-Carrilho ef al.. 2014).

Silva ef al. (2018), estudaram em seu trabalho a produgio de lipidios totais utilizando

Rhodotorula mucilaginosa CCT 7688, em cultivo submerso em frascos agitados a 200 rpm,
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30°C por 120 h. Para o romper a parede celular foi utilizado uma solugio de HCI 2 mol.L”
sendo o teor de lipidios determinado através do método de Bligh e Dyer (1959). obtendo uma

produgao de lipidios totais variando entre 8,47 ¢ 13,33 2.100g7".

3.5 Métodos de ruptura

As células vegetais ¢ os micro-organismos sio compostos por paredes celulares
complexas e rigidas, que constituem um obstaculo a entrada de solventes na célula. Além disso,
a associacdo dos carotenoides com outras macromoléculas, como proteinas e acidos graxos,
impede a transferéncia de massa dos carotenoides durante a extracdo (Singh er al., 2015).
Assim, a primeira ctapa antes da extragio, ¢ o rompimento da parede celular podendo ocorrer
por meios fisicos (secagem, choque osmético, congelamento-descongelamento, moagem
criogénica), quimicos (acido, base, surfactantes) e enzimaticos para facilitar a extrago eficiente
de bioprodutos. Cabe salientar que a selecdo de um método apropriado de rompimento celular
esta diretamente relacionada com as caracteristicas da matriz celular ¢ da parede celular (Saini;
Keum. 2018).

Além das técnicas convencionais de ruptura da parede celular empregando agentes
quimicos (SINGH ef al., 2015) ou utilizando meios fisicos como maceragao (Michelon ef al.,
2012), diversas tecnologias emergentes tém surgido nas Gltimas décadas, dentre elas ¢ possivel
citar a ruptura por liquido pressurizado, campo elétrico pulsado. fluido supercritico, ultrassom,
ruptura enzimatica (Saini; Keum, 2018), homogeneizagdo a alta velocidade (Lima, 2019) e
plasma a frio (Bao et al., 2020).

Lopes ef al. (2017) estudaram ¢ compararam a cficacia de diferentes téenicas quimicas
¢ mecanicas utilizadas para romper a parede celular de leveduras de Sporidiobolus pararoseus
¢ Rhodotorula mucilaginosa isoladas de amostras ambientais de Ecossistemas Gatchos. Dentre
as téenicas em estudo, o banho ultrassonico ¢ a abrasdo com pérolas de vidro apresentaram os
resultados mais promissores para S. pararoseus (84.8 ¢ 76,9 ng.g-'. respectivamente). O banho
ultrassonico proporcionou a maior concentracdo de carotenoides para R. mucilaginosa (193.5
pg.g-"). A liofilizagdo aumentou as concentracdes especificas de carotenoides de S. pararoseus
e R mucilaginosa em 20 ¢ 13.7%, respectivamente.

Kim ef al. (2016) fizeram uma analise sistematica de varios métodos de ruptura e
extracdo da parede celular das microalgas Chlorella e Haematococcus para obtencao de lipidios
e astaxantina. Os autores concluiram que, embora varias técnicas de ruptura da parede celular

utilizando meios fisicos e quimicos estejam disponiveis, muitos problemas criticos, como
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consumo de energia, toxicidade, estabilidades de metabolitos ¢ aumento de escala, ainda
precisam ser investigados. Um processo de extracdo perfeitamente otimizado pode ajudar na
produgio econdmica de carotenoides naturais.

Michelon et al. (2012) empregaram para ruptura da parede celular da levedura Phaffia
rhodozyma, diferentes técnicas mecanicas, quimicas ¢ enzimaticas de ruptura celular para
extragao de carotenoides. Dentre as técnicas estudadas. a maior concentragio de carotenoides
(190,35 pg.g’) resultou das téenicas combinadas de maceracdio de biomassa congelada com
terra diatomacea e lise enzimatica em pH do meio reacional de 4.5 a 55 °C.

Rodrigues (2023) demonstrou que a etapa de ruptura da parede celular de leveduras
oleaginosas ¢ muito importante para recuperagio de lipidios e carotenoides. Em seu estudo foi
avaliado o efeito de diferentes métodos de rompimento da parede celular da levedura
Rhodotorula mucilaginosa (hidrolise dcida, micro-ondas e ultrassom) na eficiéncia da extragdo
de lipidios. No qual o método mais eficiente foi a hidrolise acida, comparando aos demais
métodos estudados, onde houve baixa recuperacgio de lipidios de 9.9, 16,7 ¢ 16,1% para micro-
ondas, ultrassom e ponteira ultrassonica, respectivamente. Com os resultados obtidos revelou-
se que 0 método de tratamento com agua quente catalisada por acido (condic¢io de 2.4 mol HCI,
80°C ¢ 60 min) aumentou significativamente em cerca de 20% em comparagio com o controle
(condicdo de 2M HCI, a 80°C por 60 min.) a extragdo de lipidios. Com o presente estudo,
também foi possivel avaliar o contetudo de carotenoides presentes no 6leo microbiano. no qual
foram obtidos. 302.9 ng.g™ de éleo. Cabe salientar que um aspecto importante do oleo extraido
da levedura foi scu conteudo de carotenoides, um oleo enriquecido com carotenoides pode ser
usado para aumentar o valor agregado ao oleo, por exemplo, em produtos alimenticios,
cosméticos ¢ farmacéuticos. combinando o 0leo microbiano com as propriedades benéficas a

saude ¢ agente corante dos carotenoides.

3.5.1 Ruptura celular por agitagdo em alta velocidade

O ultra-turrax consiste em um equipamento homogencizador que opera com altas
velocidades de rotagoes. Este aparelho ¢ versatil podendo ser utilizado em diferentes aplicagdes
como a homogeneizacdo de sistemas imisciveis liquido/liquido, formacdo de emulsdes.
dispersdo de cristais em fase aquosa, dentre outras (Scholz: Keck. 2015).

A ruptura por dispersdo utilizando o equipamento ultra-turrax (UTE) é uma técnica que
pode ser aplicada em matrizes alimenticias com o objetivo de se recuperar compostos bioativos

de interesse, sendo o mecanismo de funcionamento do ultra-turrax bastante eficiente para a
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liberag@o de compostos alvos de uma gama de materiais. () aparelho atua fornecendo alta forca
de cisalhamento devido a rotagdo em alta velocidade. o que leva ao rompimento das paredes
celulares do material. liberando os compostos alvos ¢ permitindo sua transferéncia para o
solvente de extragdo (Xu er al., 2016).

Na literatura, ainda ndo existem estudos sobre o rompimento celular da levedura R.
mucilaginosa para a extracdo de déleo microbiano enriquecido de carotenoide utilizando a
homogeneizacgio a alta velocidade. Entretanto, alguns estudos (Lima, 2019; Timotheo. 2018;
Taipong et al., 2006) abordaram a extracdo de compostos bioativos usando dispersao por ultra-
turrax. Thaipong et al. (2006) extrairam os compostos fendlicos de amostras de polpa e casca
de goiaba por homogeneizacio a alta velocidade utilizando metanol como solvente. Com este
método, toi possivel obter teor de fendlicos totais de até 344,9 mg AGE 100 g-' no extrato, uma
alta recuperagdo de fendlicos levando-se em consideragdo que a fruta nio passou por um
processo prévio de desidratacdo.

Lima (2019) extraiu compostos fenolicos a partir da polpa e do residuo de goiaba por
meio de diferentes téenicas verdes de extragdo: extragio assistida por ultrassom (EALU),
extragcdo por liquido pressurizado (PLL) e extragdo por homogeneizacio a alta velocidade
(UTE). Os fenodlicos foram extraidos com uma mistura etanol ¢ agua (30:70, v/v) como
solvente, na propor¢do de 1 g de amostra para 15 mL de solvente por UTE (1 h, 25 °C). AUTE
foi 0 método de extragcdo que apresentou o maior teor de fenolicos totais para a polpa de goiaba

2348.2 mg AGE 100 g7).

Timothco (2018) avaliou diferentes metodologias para a lise celular para a extragdo de
lipideos das leveduras Yarrowia lipolytica ¢ Meyverozyma guilliermondii. As duas cepas foram
cultivadas em tanque biorreator de 5 L em meio a base de glicose e sais inorganicos, em 120 h,
agitacdo de 400 rpm e temperatura de 26 °C. Apos o cultivo de 120 h foi realizado a extragdo
de lipidios da biomassa. utilizando o ultra-turrax para romper a parede celular, liberando os
biocompostos de interesse, o equipamento foi programado, com ciclos de homogeneizagdo
durante 6 min a 4000 rpm. conseguindo extrair [ 1% de lipidios totais para a levedura Yarrowia
lipolytica e 12% de lipidios totais para a levedura Meverozyma guilliermondi.

Com base no exposto, o presente trabalho visa um estudo diferencial que aborda a
utilizagdo de técnicas ndo convencionais para realizar a ruptura celular ¢ extrair o oleco
microbiano enriquecido de carotenoides, avaliando o potencial para aplicagdo futura em escala

industrial.
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3.5.2 Ruptura celular por plasma a frio

O plasma frio ¢ um tipo de plasma normalmente gerado em um ambiente com pressiao
atmostérica com baixo custo de energia durante a conversdo de gases a um estado altamente
reativo. O plasma pode gerar varios tipos de espécies de gases reativos, radiag@o ultravioleta,
fons energéticos ¢ particulas carregadas que podem induzir reacdes fisico-quimicas com
materiais tratados (Hoffmann er a/., 2013). Essas reag¢oes sdo influenciadas pelo tipo de plasma,
tensfo aplicada, gas de trabalho, tempo de tratamento e umidade relativa (Lotty er al., 2020).

Para aplicacdes em alimentos, plasma frio tem sido usado para esteriliza¢do comercial,
no qual as espécies reativas de plasma atacam a membrana celular de bactérias, induzindo sua
ruptura ¢ resultando na lise celular (Han ef al., 2016). O plasma frio também tem a capacidade
de manipular caracteristicas de superficie de produtos alimenticios. As superficies de alface e
uva branca fresca tornaram-se mais hidrofilicas apos os tratamentos de plasma devido a
degradacdo da camada de cuticula, que consiste em ceras cuticulares hidrofobicas
(Grzegorzewski e al., 2010; Huang et al., 2019). Os danos celulares ¢ modificagdes superficiais
causados pelo plasma indicam seu potencial para diminuir a resisténcia a difusio de moléculas
internas. com isso aumentando a capacidade de extracdo de compostos intracelulares (Huang et
al., 2019), que podem facilitar a recuperacdo de oOleos microbianos enriquecidos de
carotenoides.

O plasma frio foi utilizado na extrac¢do de nutrientes por Kodama et al., (2014) em scus
estudos sobre 6leo essencial. no qual uma descarga de plasma de barreira dielétrica foi usada
para o tratamento da superficie da casca do limao, seguido por destilagdo a vapor. para melhorar
a extracdo do oleo essencial. Os efeitos do tratamento da superficie do plasma da casca do limao
no rendimento ¢ composi¢do do dleo essencial foram investigados sendo o rendimento do oleo
essencial melhorado pelo tratamento com plasma. Na literatura consultada até o presente
momento ndo se tem relatos sobre a aplicacio do plasma a frio para romper células de leveduras.
Portanto, neste trabalho esta sendo aplicada esta técnica de forma inovadora até o presente.

Bao et al. (2020) utilizaram o plasma frio atmosférico de alta tensdo com diferentes
gases de trabalho (ar, Ar, He e N2). para modificar a superficie do bagago de tomate. visando
facilitar a migra¢do de compostos fenolicos durante o processo extracdo. As amostras tratadas
com plasma de hélio e nitrogénio apresentaram rendimentos de extragdo fendlica
significativamente maiores do que o controle, em 8.9% (1.025 + 0,036 mg GAL g7) e 9.8%
(1.033 £ 0,020 mg GAE g"). dessa forma. os compostos fenolicos foram extraidos utilizando a

téenica de ruptura com plasma frio.
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O efeito do pré-tratamento com plasma frio de descarga luminescente (CPT) foi
investigado por Faria ef al. (2020) na extracdo de compostos fenolicos do aspargo marinho
Salicornia neei. Os compostos extraidos foram aplicados em salame italiano. Verificou-se que
o pré-tratamento com CPT (poténcia de descarga de 14 W por 5 min) antes da extragdo dos

compostos fendlicos aumentou a atividade antioxidante em 22%.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Micro-organismo, inéculo e condi¢des de cultivo

A levedura Rhodoturula mucilaginosa, depositada na Cole¢do de Cultura André Toselo
(CCT 7668) isolada por Otero et al., 2019, foi utilizada para a obten¢do do 6leo microbiano
enriquecido de carotenoides. O micro-organismo foi mantido em agar inclinado em meio
extrato de malte e levedura moditicado (YM) composto por 3 g.I.' de extrato de levedura, 3
g.L " de extrato de malte. 5 g.LL "' de peptona, 10 g.L."! de glicose e adicionados de 0,2 g.1.”! de
KNO3 a 4 °C (Parajo; Vazquez, 1998). Para a reativa¢do, a partir da cultura estoque foi
realizado repiques para tubos de ensaio com o mesmo meio ¢ incubados por 48 h a 25 °C.

O pré-inoculo foi realizado a partir da biomassa nos tubos da etapa de reativagdo que
foi ressuspendida em 1 mL de dgua peptonada 0,1%, transferida para tubos de ensaios com 9
mL no meio YM ¢ incubados por 48 h a 25 °C (Silva et al., 2012).

Os indculos foram preparados em frascos agitados de 250 mL contendo 90 ml. do meio
de cultivo YM modificado (Silva et al., 2012), previamente esterilizado a 121 °C por 15 min. e
adicionado de 10 mL do pré-indculo, sendo incubados a 25 °C, 150 rpm por 48 h ou tempo
necessario para atingir no minimo [ x10® células mL-', contadas através de camara de Neubauer
(Michelon ef al., 2012).

Os cultivos foram conduzidos em frascos Erlenmeyer de 500 mL contendo 225 mL do
meio de produgiio previamente otimizado contendo 70 g [.7' de melaco de cana de agucar ¢ 3.4
g 7' de dgua de maceracdo de milho, adicionados de 10 % (v/v) do indculo, incubados a 25
°C, 180 rpm por 144 h (Rodrigues ef al., 2019). A biomassa foi recuperada do caldo fermentado
por centrifugagdo (1745 xg por 10 min) e lavada com agua destilada obtendo-se assim a
biomassa umida.

A dgua de maceragdo de milho foi obtida da empresa Corn Products (Balsa Nova - PR)

e o melaco de cana de agucar foi adquirido da empresa Melagos Brasileiros (Saltinho- SP).

4.2 Influéncia de pré-tratamentos no rompimento celular

Para avaliar a influéncia dos pré-tratamentos de secagem ¢ congelamento na biomassa

da levedura no rompimento da parede celular através homogeneizagdo por alta velocidade com

ultra-turrax. foram considerados:
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e [Biomassa umida (recuperada do caldo fermentado por centrifugacio a 1745 xg por 10
min e lavada com dgua destilada);

e Biomassa seca (apds obtencdo da biomassa umida foi submetida a secagem por 35°C ¢
48 h em estufa de circulacdo de ar for¢ado (Fonseca et al.. 2011), sendo macerada e
peneirada (mesh 115) conforme Cipolatti (2012);

e Biomassa seca ¢ congelada (apos a obtengéio da biomassa seca, esta foi submetida ao
congelamento por -18°C ¢ 48 h (Moraes, Burkert; Kalil, 2010).

e (ada ensaio preliminar foi realizado em triplicata com 0,5 g de biomassa, 100 mL. de
hexano em um béquer de 250 mL. e submetido ao ultra-turrax a 3000 rpm por 4 min.

e Nos testes preliminares o processo de rompimento celular denominado controle foi
realizado com ruptura quimica utilizando dimetilsulfoxido (DMSO), segundo a
metodologia de Michelon ef a/. (2012). Em tubos contendo 0,05 g de biomassa foram
adicionados 2 mL de DMSO a 55°C ¢ homogeneizadas por 1 min em vortex, cm
intervalos de tempo de 15 min, até completar 1 h de contato. Posteriormente, aos

processos de ruptura foram realizadas a extragdo dos lipidios e carotenoides.

4.3 Ruptura celular com ultra-turrax

As variaveis independentes razdo biomassa:solvente (0.3:100 a 1.2:100), tempo de
operacdo (0,6 a 7.4 min) ¢ velocidade de rota¢do (9280 a 22720 rpm) foram avaliadas através
de um delincamento composto central rotacional (DCCR) 23, totalizando 18 ensaios, sendo 4
pontos centrais, € as respostas avaliadas foram os valores de conteudo lipidico e os lipidios
totais que estdo apresentados na Tabela 02. Para cada ensaio, em béqueres (250 mL) foram
colocadas amostras de biomassa seca e congelada da levedura (Tabela 02), diluidas em 100 mL
de hexano ¢ levadas ao ultra-turrax.

Para a validagdo dos modelos selecionou-se condigdes experimentais de razdo
biomassa:solvente, tempo de operagdo ¢ velocidade de rotagdo que se encontra dentro da faixa

Otima para as respostas contetdo lipidico e lipidios totais, sendo realizadas em triplicatas.

4.4 Ruptura celular com plasma a frio

A ruptura celular foi realizada por técnica mecanica utilizando o plasma frio de descarga

luminescente, conforme a metodologia descrita por Faria ef al. (2020) apresentado na Figura
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(2. Para cada ensaio a biomassa seca e congelada fol colocada dentro da cimara de plasma em
um suporte de amostra ¢ o tratamento foi realizado entre dois eletrodos com uma distancia de
13 em entre eletrodos. Inicialmente, a camara de plasma foi ajustada para 2 x 10-2 mbar, em
seguida, o ar atmosférico seco foi preenchido para o procedimento do processo. Apds a
estabilizacdo da pressdo, o plasma da descarga luminescente foi gerado pela aplicacdo de
energia. Um dos eletrodos foi conectado a terra ¢ a entrada de alta tensdo de 46 V foi aplicada
entre dois eletrodos.

As variaveis independentes biomassa (0,5 a 0,7 g), tempo de operacdo (20 a 40 min) ¢
poténcia (8 a 14 W) foram avaliadas através de um delineamento composto central (DCC) 27,
totalizando 12 ensaios. sendo as respostas avaliadas os valores de conteudo lipidico ¢ os lipidios

totais que estido apresentados na Tabela 07.

Figura 02 - Diagrama esquematico do sistema de plasma.

(1) Plasma camara de vacuo, (2) eletrodos, (3) amostra de biomassa e plasma, (4) sonda HV, (5) Fonte de
alimentagdo (0-15 kV), (6) Ar seco do cilindro, (7) resistor de derivacio (medig¢do de corrente), (8) Medidor de
vacuo, (9) Osciloscopio, (10) Vacuo mecénico da bomba, (11) Bomba de vacuo molecular turbo, (12) Vacuo
medidor, (13) Suporte de amostra de vidro.

Fonte: Faria er af. (2020).

4.5 Métodos analiticos

4.5.1 Determinacdo da concentracdo de biomassa

A concentragdo de biomassa (g.1.7") foi determinada através de gravimetria apOs as 144

h de cultivo. A partir de amostras em quadruplicata, 10 mL do caldo fermentado foi

centrifugado (1745 xg) por 10 min., a biomassa foi lavada com é4gua destilada. agitada em



vortex, centrifugada novamente nas mesmas condigdes ¢ scca a 105 °C até peso constante para

determinagdo da mesma por gravimetria (Apha, 2005).

4.5.2 Determinacio de carotenoides totais

Nos testes preliminares foi determinado a concentragdo de carotenoides totais de acordo
com Fonseca e al. (2011), modificado por Cipolatti et a/. (2015). Primeiramente, 0,05 g de
biomassa seca (35°C por 48 h) foi macerada, peneirada (Tvler 115) e congelada (-18°C por 48
h). Apos, misturada com 2 mL de dimetilsulfoxido (55°C). A mistura foi homogeneizada em
vortex por 1 min a cada 15 min por 1 h. Posteriormente, 6 ml. de acetona foram adicionados ¢
a amostra foi centrifugada (1745 x g por 10 min) para remover o solvente. O procedimento foi
repetido até o branqueamento das células. Em seguida. o extrato solvente foi misturado com 10
mL de NaCl 20% (p/v) ¢ 10 mL de éter de petroleo. Apds agitagdo e separagdo de fases, o
excesso de dgua foi removido com sulfato de sdédio (Michelon er al., 2012). A absorbancia foi
entido medida por um espectrofotémetro a 448 nm (Machado; Burkert, 2015) ¢ a concentrag¢do
especifica de carotenoides foi calculada pela Equacdo 1, conforme relatado por Davies (1976).
O carotenoide foi expresso como seu componente principal (p-caroteno em éter de petroleo
com absorbincia especifica de = 2592). Para calcular a concentragdo volumétrica de
carotenoides (pg.L™), foram utilizados valores de concentracdo especitica de carotenoides e

concentracdo de biomassa (Cipolattit ef al., 2019).

AxV+10°

CT =

3 1
Ai'@’m*lﬂﬂ* Mamostra L
Onde: CT = concentracio especifica de carotenoides totais (pug g'); A = absorbancia; V

= volume (mL): mamostra= massa celular seca (g); Alcm|%= absortividade especifica.

4.5.3 Extracdo de lipidios

Apds o processo de ruptura da biomassa em estudo, os lipidios foram extraidos ¢
quantificados. conforme proposto por Bligh ¢ Dyer (1969). modificado por Manirakiza et al.
(2001). Cerca de 0.3 a 0.5 g de biomassa foram adicionados de 5 mL de HC1 2 M, em banho-
maria a 80°C por 60 min, sendo resfriado e centrifugado por 10000 rpm por 15 min. A extragdo

dos lipidios polares e apolares foi realizada com a adi¢do de 4 mL de metanol, 2 mL de
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cloroférmio. e mais 2 ml de cloroformio, intercalando agitacdes de 2 min entre as adi¢des.
Também foram adicionados 3.6 mL de dgua destilada, ¢ apos agitagdo o tubo foi entdo
centrifugado por 5 min a 10414 x g. Desta centrifugag¢do, resultou um sistema bifasico
constituido de metanol e dgua (fase superior), biomassa (interface) e cloroformio (fase inferior).
Os lipidios ficaram solubilizados no clorotormio, na fase inferior. sendo separado do sistema.
Uma segunda extracio foi necessaria, com adi¢do de 4 mL de uma solugéo de 10 % de metanol
em clorotormio ao residuo contido no tubo. Apds agitagdo, este foi centrifugado por S min a
10414 = ¢, retirando-se o extrato ¢ juntando-o ao primeiro. Este extrato foi evaporado em um
rotacvaporador ¢ o contetdo lipidico (%) foi quantificado por gravimetria. A producio de
lipidios totais (g L. ') foi calculada multiplicando a concentragio de biomassa em 144 h. tempo

de cultivo do processo, pelo teor de lipidios (Spier er al., 2015).

4.5.4 Analise estatistica

A andlise de variancia (ANOVA) foi utilizada, quando necessario. para avaliar as

diferengas entre as médias sendo estas comparadas pelo Teste de Tukey a 5% de signiticancia.

As superficies de contorno foram construidas de acordo com Rodrigues; lemma, (2014).



5 RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1 Influéncia da secagem e congelamento na biomassa para recuperacio de lipidios e

carotenoides

A Tabela 02 apresenta os valores de conteudo lipidico, lipidios totais, concentragdes
especifica ¢ volumétrica de carotenoides totais para diferentes condigdes na biomassa apos o
cultivo. Trés ensaios utilizaram o ultra-turrax com diferentes condi¢des para a biomassa (umida,
seca e seca e congelada) e o quarto ensaio denominado controle utilizou a ruptura quimica com
DMSO sendo a biomassa seca ¢ congelada. A maior recuperacdo de lipidios (32.5% ¢ 2.5 g.L™")
¢ carotenoides (73.7 pg.g-' ¢ 572.3 pg.L") foram observadas no ensaio controle sendo
estatisticamente (p<0,05) diferente dos demais. A ruptura celular com ultra-turrax utilizando a
biomassa seca ¢ congelada para recuperacio de lipidios e carotenoides foi significativamente
superior que a biomassa seca ¢ a biomassa umida, respectivamente. Um incremento de
aproximadamente mais de 5 vezes pode ser observado ao comparar o contetdo lipidico com a
aplicagcdo do pré-tratamento da secagem na biomassa, e 45% a mais obtido com o efeito do
congelamento na biomassa. Ao associar os dois pré-tratamentos secagem e congelamento o
aumento na recuperacio do conteudo lipidico € cerca de 7 vezes superior comparado a biomassa
umida. Apesar da recuperagio de lipidios (7% e 0.5 g L") e carotenoides (33.3 ng g-1 e 258 pg
™'y com o ultra-turrax utilizando a biomassa seca e congelada. ter sido significativamente
(p<0.05) inferior quando comparado ao controle essa condic¢do foi selecionada em fung¢do da
maior toxicidade do agente quimico DMSO de ruptura celular, ser utilizado no método controle.
Portanto, visando futuras aplicagdes do extrato lipidico foi selecionado a recuperagio de
lipidios e carotenoides com ultra-turrax e a biomassa seca e congelada.

Meullemiestre er al. (2016) em seu presente estudo, testou um pré-tratamento com o
congelamento da biomassa ¢ depois scu descongelamento a fim de intensificar a eficiéncia da
extracdo de lipidios da levedura Yarrowia lipolytica aplicando vérias técnicas modernas de
extracdo, incluindo ultrassom. micro-ondas ¢ moagem de esferas. O pré-tratamento com o
congelamento da biomassa mostrou resultados satistatorios quando comparado aos resultados
da extraciio sem o congelamento, no processo de congelamento ¢é formado cristais de gelo que
sdo capazes de romper a estrutura da parede celular da levedura. facilitando a extracio de
biocompostos de interesse como o0s 6leos microbianos.

Meullemiestre ef al. (2016) em seu presente estudo, testou um pré-tratamento com o

congelamento da biomassa ¢ depois scu descongelamento a fim de intensificar a eficiéncia da
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extracdo de lipidios da levedura Yarrowia lipolytica aplicando varias técnicas modernas de
extragdo, incluindo ultrassom, micro-ondas ¢ moagem de esferas. O pré-tratamento com o
congelamento da biomassa mostrou resultados satisfatorios quando comparado aos resultados
da extrac@io sem o congelamento, no processo de congelamento ¢ formado cristais de gelo que
sdo capazes de romper a estrutura da parede celular da levedura, facilitando a extracdo de

biocompostos de interesse como os 0leos microbianos.

Tabela 02 - Testes preliminares utilizando o Ultra-turrax.

o Conteudo Lipidios Carotenoides Carotenoides
nsaio
lipidico (%) totais (g.LY) totais (ng.g™) totais (ug.L™")

Controle 32.5+0.21% 25+0.02* 73.7+20°* 5723+320°
Biomassa

0.9 £ 0,024 0.1 £<0.01¢ - -
umida*
Biomassa :

48+0.17° 0.4 =0.02° 293+ 0.5° 227.0+5.1¢
seca*
Biomassa seca

7.0 £0.19° 0.5=0.01° 33.3+0.5° 258.0+8.5°

e congelada™

*Ultra-turrax. Valores médios + desvio padrio (n=3). Letras mintsculas diferentes na mesma coluna indicam
diferenca significativa (p <0,05) pelo teste de Tukey.

5.2 Delineamento composto central rotacional para avaliacdo da ruptura celular com

agitacio a alta velocidade

Primeiramente para a otimizagdo da recuperacgio de lipidios, foi necessario efetuar um
delinecamento composto central (DCC) 2° no entanto as analises ¢ interpretagdes de estudo
apontaram a necessidade de realizar um delineamento composto central rotacional (DCCR) 27
a fim de avaliar a ruptura celular com homogenciza¢do a alta velocidade utilizando o
equipamento ultra-turrax, estudando as variaveis razdo biomassa:solvente (X1). tempo de
operacdo (X2) e velocidade de rotacdo (X3). A Tabela 03 mostra a matriz do planegjamento com
os valores reais e codificados das variaveis investigadas e as respectivas respostas quanto ao
conteudo lipidico (Y1) e lipidios totais (Y2). E possivel verificar uma varia¢iio de 9.56% (ensaio
11)a35,24% (ensaio 10) no contetudo lipidico, ¢ nas mesmas condigdes de ensaio o lipidio total
variou de 0,80 a 2.96 g.L ™.

Em funcdo das concentragdes das variaveis biomassa:solvente (X1), tempo de operacio

(X2) e velocidade de rotacao (X3), a verificagdo do modelo de segunda ordem foi realizada
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para as diferentes respostas. Para a veriticacdo do modelo. os efeitos, desvio padrio e limites
de confianga foram calculados. assim como a analise de variancia (ANOVA) ¢ os coeficientes
de regressdo apresentados na Tabela 04,

Para a resposta conteudo lipidico € possivel verificar que os termos lineares foram
significativos (p<0,05) ¢ positivos, enquanto os termos quadraticos dos coeficientes do modelo
foram significativos (p<0,05) e negativos, ja as intera¢des entre 0s mesmos ndo apresentaram
efeitos significativos e foram adicionadas a falta de ajuste para o calculo da ANOVA (Tabela
03). O coeticiente de correlagdo (R) de 0.94 assim como a relagdo Fcalculado/Ftabulado de 5,2
foram calculados (Tabela 04). Com base no teste F ¢ R, os modelos sdo preditivos (Rodrigues:
lemma, 2014) ¢ significativos, respectivamente. Portanto, pode-se concluir que os dados
experimentais se ajustam ao modelo codificado de segunda ordem (Eqg. 2), sendo o mesmo

usado para gerar as curvas de contorno (Figura 03) que descrevem o conteudo lipidico (%).

Y1(%)=32.47+4,63 X1-3.22X12+4,81 X2-3,69 X22+5.75X3-3.,45X32 (2)

Onde: Y1 ¢ o conteudo lipidico, X1 a razdo biomassa:solvente, X2 o tempo de operagdo

¢ X3 a velocidade de rotagdo.

Tabela 03 - Niveis codilicados e valores reais (entre parénteses) do delineamento composto central rotacional 2°.

Ensai X1 X2 X3 Y1 Y2 DRYl] DRY2
o (gmL™) (min) (rpm) (%) (gL (%) (%)
1 -1(0.5:100) -1(2) -1(12000) 12.75 1.07 4573 4579
2 1(1:100) 1(2)  -1(12000) 1452 122 -1143  -1148
3 -1(0.5:100) 1(6) -1(12000) 1528 128  -825  -7.81
4 1(1-100) 1(6) -1(12000) 2627 221 179 226
5 -1(0.5:100) -1(2) 1(20000) 2336 1.96 21.15 2143
6 1(1:100) -1(2) 1(20000) 2580 2.17 -71.29 -691
- -1(0.5:100) 1(6) 1(20000) 2501 210 -1212 -1143
S 1(1:100) 1(6) 1(20000) 3347 2.81 -1144 -11.03
9 -1.68(0.3:100) 0(4) 0(16000) 11,65 098 -3391 -3265
10 1.68(1.2:100) 0(4) 0(16000) 3524 296 11.58 11.82

11 0(0.75:100)  -1.68(0.6) 0(16000) 9.56 0.80 -46,13  -46.25
12 0(0.75:100) 1.68(7.4) 0(16000) 34.65 291 13.02 13.40

13 0(0.75:100) 0(4) -1.68(9280) 1097 092  -19.14 -19.57
14 0(0.75:100) 0(4) 1.68(22720) 3457  2.90 6.31 6.55
15 0(0.75:100) 0(4) 0(16000) 3332  2.80 2.55 2.86
16 0(0.75:100) 0(4) 0(16000) 3220 270 -084 -0.74
17 0(0.75:100) 0(4) 0(16000) 3287 2.76 1.22 1.45
18 0(0.75:100) 0(4) 0(16000) 3149 265  -311 -264

X 1= razio biomassa:solvente (g:mL), X2 = tempo de operagdo (min), X3= velocidade de rotagio (rpm). Y1
Conteudo Lipidico (%), Y2 = Lipidios Totais (g.L ') e DR=Desvio relativo.
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Na Figura 03 ¢ possivel verificar que a otimiza¢do do conteudo lipidico ocorre com o
aumento do tempo de operagdo entre 4 a 6 min, a razdo biomassa:solvente na faixa de 0.8:100
a 1:100 g.ml. ! ¢ a velocidade de rotagfo de aproximadamente de 20000 rpm.

Para a resposta dos lipidios totais & possivel verificar que os termos lineares foram
significativos (p<0,05) ¢ positivos, enquanto os termos quadraticos dos coeficientes do modelo
foram significativos (p<0,05) e negativos, ja as intera¢des entre 0s mesmos ndo apresentaram
efeitos significativos ¢ foram adicionadas a talta de ajuste para o calculo da ANOVA (Tabela
05). O coeticiente de correlagdo (R) de 0.94 assim como a relagdo Fcalculado/Ftabulado de 5,2
foram calculados (Tabela 05). Com base no teste F ¢ R, os modelos sdo preditivos (Rodrigues:
lemma, 2014) ¢ significativos, respectivamente. Portanto, pode-se concluir que os dados
experimentais se ajustam ao modelo codificado de segunda ordem (Eq. 03), sendo o mesmo

usado para gerar as curvas de contorno (Figura 04) que descrevem os Lipidios totais (/1.).

Y2(g/L)=2.72+0.78 X1 -0.54 X12+0.80 X2 - 0.62 X22 + 0,96 X3 - 0.58 X32 (3)

Onde: Y2 sdo os lipidios totais, X1 a razdo biomassa:solvente, X2 o tempo de operagdo

¢ X3 a velocidade de rotagdo.

Tabela 04 - Coeficiente de regressdo (CR), erro padriio (EP), valor t, valor p e ANOVA para contetdo de lipidios

(%a).
Efeitos CR EP 1(8) D
Meédia 32.47 32.47 2.10 15.49 <0.01
Xi(L) 9.28 4.64 2.27 4.08 <0,01
Xi(Q) -6.44 -3.22 2.36 -2.72 <0.02
Xo(L) 9.64 4.82 227 4.24 <001
X2(Q) -7.39 -3.69 2.36 -3.12 <0.01
X3(L) 11.50 5.75 2,27 5.06 <0,01
X3(Q) -6.92 -3.46 2.36 -2.93 <0.01
X1Xa 3.81 1.91 2,97 1,28 0,23
XiX; -0.46 -0.23 2.97 -0.16 0.88
KX, -1.24 -0.62 2.97, -0.42 0.69
Fonte de . Soma Meédia
variacao Grausde Hherdade Quadratica Quadratica K alnlta
Regressao 6 1382.906 252.611 16.01
Residuos 11 173.552 15.777 -
Total 17 1556.458 - -

X1= razdo biomassa:solvente (g:ml.), X2 = tempo de operacio (min), X3= velocidade de rotacdo (rpm), R’=
88.85%, Fops:en1 = 3,09,
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Figura 03 - Curvas de contorno do conteudo de lipidios utilizando homogeneizador a alt velocidade: tempo de
utilizagdio do homogeneizador a alta velocidade versus razdo biomassa: solvente (a), rotagéo utilizada no
homogeneizador a alta velocidade versus tempo de utilizagdo do homogeneizador a alta velocidade (b) ¢ razéo

biomassa:solvente.
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Tabela 05 - Coeficiente de regressiio (CR), erro padriio (EP), valor t, valor pe ANOVA para lipidios totais
- - (gL _
Efeitos CR EP #8) P
Meédia 2.72 32.47 2.10 15.51 <0.01
Xi(L) 0.78 4.63 2,27 4.09 <0.01
Xi(Q) -0.54 -3.22 236 -2,72 <0.02
Xo(L) 0.80 481 2,27 424 <0,01
XH(Q) -0.62 -3.69 2.36 -3.13 <0.01
Xi(L) 0.96 5.75 2,27 5.06 <0.01
X3(Q) -0.58 -3.45 2.36 -293 <0.01
XiXo 0.32 191 296 1.28 0,23
XX -0.04 -0.23 2.96 -0.16 0.87
XoXs -0.10 -0.62 2,96 -0.42 0.68
Fonte de . Soma Meédia
variacao Shes de Mhierdade Quadratica Quadratica Fomtuise
Regressiao 6 9.767 1.784 16.07
Residuos 11 1.222 0.111 -
Total 17 10,989 - -

X 1= raziio biomassa: solvente (g:mL-"), X2 = tempo de operacdo (min). X3= velocidade de rotaciio (rpm); R*=
88.87%, Fops.e1— 3,09,
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Figura 04 - Curvas de contorno dos lipidios totais para experimento com homogeneizador a alta velocidade:
tempo de utilizaco do homogeneizador a alta velocidade versus razio biomassa: solvente (a), rotagdo utilizada
no homogeneizador a alta velocidade versus tempo de utilizagdo do homogeneizador a alta velocidade (b) e
raz&o biomassa:solvente.
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5.2.1 Valida¢ao dos modelos utilizando ruptura celular com homogeneizador a alta velocidade

Para a validag@o dos modelos obtidos através do DCCR 23 para homogeneizagio a alta
velocidade utilizando o equipamento ultra-turrax selecionou-se a condi¢do do ensaio 8 que se
encontra dentro da faixa de otimizagdo do processo (Figuras 3 ¢ 4). onde as variaveis sdo: razao
biomassa:solvente (1:100 g.mL™"), tempo de operag¢do no equipamento (6 min) ¢ velocidade de
rotagdo (20000 rpm). A Tabela 06 apresenta os resultados da validacdo para as respostas
contetido lipidico (33,36%) e lipidios totais (2,92¢g.1.7"), onde todas obtiveram desvios inferiores
a 20%, se adequando bem ao modelo proposto (Rodrigues; lemma, 2014).

Ao comparar a ruptura utilizando o método controle com DMSO para o rompimento

celular foi obtido 32.50% de conteudo lipidico e 2.50 g..™" de lipidios totais (Tabela 02), ou

scja. para a condi¢do de processo otimizada, utilizando homogencizagio a alta velocidade por
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meio do equipamento ultra-turrax, foi possivel obter um resultado semelhante ao teste controle,

sem utilizar agente quimico para a ruptura celular.

Tabela 06 - Ensaios para validagdo do modelo empirico do DCCR 27 para homogeneizagio a alta velocidade.

Conteudo lipidico (%) Lipidios totais (g.L'l)
Resposta prevista 37.30 3.12
Resposta experimental 33.36 £0.60 2.92+0.,05
Desvio do modelo (%) 11.81 6.85

Valores médios + desvio padrao (n=3).

Garay, Boundy-Mills e German (2014) estudaram a produ¢ao de compostos oleaginosos
por leveduras que estd relacionada com a limitacdo da matriz fonte de nitrogénio, essa
constataco encontra-se outorgada na literatura e pode ser confirmada na pesquisa de Costa,
2020) que demonstra uma discrepancia de quase 75 % entre o acumulo de lipidios obtidos entre
os cultivos no meio sintético com glicerol e cultivo com melaco ¢ extrato de levedura. Esta
discrepancia esta relacionada a razdo carbono-nitrogénio no meio de cultivo, quanto maior a
razdo, maior a produc¢do de oleos microbianos pela levedura.

Liu ef al. (2015) por intermédio de seus experimentos mostrou que em sua melhor
condicéio de cultivo, a levedura Rhodotorula gluitinis acumulou 36,4 % de lipidios, contendo
em seu meio hidrolisado de sabugo de milho como fonte de carbono a uma razdo carbono-
nitrogénio (C/N) equivalente a 75. No presente estudo, utilizando uma outra cepa de
Rhodotorula mucilaginosa, o acimulo de lipidios foi de 33.36% (Tabela 06) apresentando uma
razdo (C/N) no meio de cultivo previamente otimizado superior e equivalente a 143.6
(Rodrigues ef al., 2019).

Os pesquisadores Reyna-Martinez ef al. (2014) cultivaram Rhodotorula mucilaginosa,
com uma razdo C/N de 12.5, no qual obteve um actimulo de contetdo lipidicos de 20,0%,
diferente do presente estudo que obteve um aciamulo de 33.36% de conteudo lipidico,
comprovando o estudo de Garay. Boundy-Mills e German (2014), ja que a baixa razdo C/N ¢
um fator limitante a produgdo dos compostos lipidicos.

Lima (2019) em seu estudo para obter compostos fenolicos e carotenoides. utilizando
tecnologias de extracio consideradas verdes (extracdo assistida por ultrassom (EAU), extragio
por liquido pressurizado (PLE) e extragao por ultraturrax (UTE)), a partir da polpa e do residuo
de goiaba no meio. Os extratos foram caracterizados quanto ao teor de fitoquimicos. perfil de
fenolicos, teor de P-caroteno ¢ licopeno, ¢ atividade antioxidante in vifro. Os resultados
apontaram para dados interessantes, uma vez que os compostos fenolicos da polpa foram

extraidos em maior niimero ¢ quantidade quando foi aplicada a extragdo por homogeneizagdo
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a alta velocidade. Embora o estudo nao apresente dados da extragdo de lipidios, mas mostra a
eficiéneia da utilizagdo do homogeneizador a alta velocidade como método para uma alternativa
mais verde.

Pino-Maureira ef al. (2021) utilizaram as cepas marinhas de Rhodotorula NCYC4007 ¢
NCYC1146 para determinar a biossintese de acidos graxos ¢ carotenoides por biotransformagio
de glicerol bruto (produto residual do biodiesel). Para avaliar a presencga de lipidios, as amostras
foram cultivadas na presenca de glicerol de grau analitico e glicose como a principal fonte de
carbono. A ruptura celular foi realizada com ultra-turrax por 1 min. Utilizando o ultra-turrax
assim como no presente trabalho foi possivel obter resultados satisfatorios semelhantes a
utilizagdo do método controle com DMSO, na extraciio e depois recuperacdo do biocompostos

de interesse que apresentou entre 19 a 23% de conteudo lipidio na amostra.

5.3 Delineamento composto central para avalia¢io da ruptura celular com plasma a frio

Para a otimiza¢do da recuperaciio de lipidios, a ruptura celular com plasma a frio foi
estudada através de um delineamento composto central (DCC) 2* tendo como variaveis
biomassa (X1), tempo (X2) ¢ poténcia (X3). A Tabela 07 apresenta a matriz do plancjamento
com os valores reais ¢ codificados das variaveis investigadas ¢ as respectivas respostas quanto
ao contetdo lipidico (Y1) e lipidios totais (Y2). I possivel verificar uma variacdo de 20,65%
(ensaio 1) a34,87% (ensaio 8) no contetdo lipidico, ¢ nas mesmas condi¢des de ensaio o lipidio
total variou de 1.81 a 3.06 g.L.!

Em fungdo das concentracdes das variaveis biomassa (X1), tempo (X2) & poténcia
utilizada no equipamento (X3), a verifica¢do do modelo de primeira ordem foi realizada para
as diferentes respostas. Para a verificacdo do modelo, os efeitos, desvio padrdo e limites de
confianca foram calculados, assim como a analise de variancia (ANOVA) ¢ os coeficientes de

regressdo apresentados na Tabela 08.
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Tabela 07 - Niveis codilicados e valores reais do delineamento composto central (DCC) 27 para o plasma a frio.

. X1 X2 X3 Y1 Y2 DR Y1 DR Y2
Ensaio 3 : ; a1 ;

(2) (min) (W) (%) (gL (%) (%)

1 -1(0.5) -1 (20) -1(8) 20.7 1.8 348 343
2 1(0.7) -1 (20) -1(8) 249 2.2 11.6 11.0
3 -1 (0.5) 1(40) -1(8) 245 22 9.8 10.2
4 1(0.7) 1(40) -1(8) 28.5 2.5 -7.5 -7.6
5 -1(0.5) -1(20) 1(14) 25.5 22 1.5 1.3
6 1(0.7) -1(20) 1(14) 30.5 2.7 -10.4 -10.8
7 -1(0.5) 1 (40) 1(14) 31.0 2.7 -9.0 -8.5
8 1(0.7) 1(40) 1(14) 349 3.1 214 -21.2
9 0 (0.6) 0 (30) 0(11) 28.8 25 3.0 3.2
10 0 (0.6) 0 (30) 0(11) 29.0 25 3.6 3,5
11 0 (0.6) 0 (30) 0(11) 28.7 25 28 28
12 0 (0.6) 0 (30) 0(11) 279 2.5 0.1 0.0

X 1= Biomassa (g), X2 = Tempo (min), X3= Poténcia (W), Y1 = Contetdo lipidico (%), Y2 = Lipidios totais
(g.1.-") e DR = Desvio relativo.

Com o resultado para a resposta do contetido lipidico foi possivel verificar que os termos
lineares foram significativos (p<0,05, Tabela 08) e positivos enquanto que as interagdes entre
0s mesmos ndo apresentaram efeitos significativos ¢ foram adicionadas a falta de ajuste para o
calculo da ANOVA (Tabela 08). O coeficiente de correlacio (R) de 0,98 assim como a relagdo
Fcalculado/Ftabulado de 20.7 foram calculados (Tabela 08). Com base no teste I ¢ R, os
modelos sdo preditivos (Rodrigues; lemma, 2014) ¢ significativos, respectivamente. Portanto,
pode-se concluir que os dados experimentais se ajustam ao modelo codificado de primeira
ordem (Eq. 04), sendo o mesmo usado para gerar as curvas de contorno (Figura 05) que

descrevem o conteudo lipidico (%).
Y1(%)=2790+4.27 X1+432X2+5,84 X3 (4)
Onde: Y1 ¢ o conteudo lipidico, X1 a biomassa. X2 o tempo ¢ X3 a poténcia.
Nas Figuras 5 ¢ 6 ¢ possivel verificar que ocorre um incremento no conteudo lipidico ¢
lipidios totais. respectivamente, com o aumento do tempo de operacdo do equipamento de 20

para 40 min. com a maior concentra¢do de biomassa (0.7 g) e associada a maior poténcia do

equipamento (14 W).
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Tabela 08 - Coeficiente de regressio (CR), erro padrdo (EP). valor t, valor p e ANOV A para contetido de lipidios
%) para o plasma a frio.

Efeitos CR EP K5) P
Meédia 27.90 27.90 0.24 11481 <0,01
Xi(L) 4.27 2.13 0.59 7.17 <0.01
Xo(L) 4.32 2.16 0.59 7.25 <0,01
Xa(L) 5.84 2,92 0.59 9.81 <0.01
XX -0.33 -.016 0.59 -0.56 0.60
XiXa 0.15 -0.07 0.59 0.26 0.80
NX; 0.58 0.29 0.59 0.98 0.40
Fon.te f‘e Graus de liberdade Som’a' ;\Ied’xa. Fcaicalado
variacao Quadratica Quadratica
Regressao 3 142.0018 47.33 84.13
Residuos 8 4.5006 0.56258 -
Total 11 146.5024 - -

Tabela 09 - Resultados do coeficiente de regressdo (CR), erro padrao (EP), valor t, valor p e ANOVA para
Iipidios totais (g/L).

Efeitos CR EP 1(5) P
Meédia 245 2.45 0.02 113.75 <0.01
Xi(L) 0.38 0.19 0.05 7.15 <0.01
XH(L) 0.38 0.19 0.05 7.15 <0.01
Xa(L) 0.51 0.25 0.05 9.71 <0,01
Xaxe -0.03 -0.01 0.05 -0.61 0.56
XaiXa 0.01 -0.006 0.05 0.23 0.82
XNXs 0.05 -0.02 0.05 0.99 0.36
Fonte de - Soma Média
variacao e e Quadratica Quadratica Festcatans
Regressio 3 1.095 0.365 91.27
Residuos 8 0.035 0.004 -
Total 11 1.131 - -

X 1= biomassa (g), X2 = tempo (min), X3= poténcia (W), R>= 96.83% F‘U,Ui;‘g 4.07.

Para a resposta dos lipidios totais ¢ possivel verificar que os termos lineares no modelo
foram significativos (p<0,05) e positivos, enquanto as interacdes entre 08 mesmos nao
apresentaram efeitos significativos ¢ foram adicionadas a falta de ajuste para o calculo da
ANOVA (Tabela 09). O coeficiente de correlacio (R) de 098 assim como a relagdo
Fcalculado/Ftabulado de 22.4 foram calculados (Tabela 09). Com base no teste IF e no valor de
R. os modelos sdo preditivos (Rodrigues: Temma, 2014) ¢ significativos. respectivamente.
Portanto, pode-se concluir que os dados experimentais se ajustam ao modelo codificado de
primeira ordem (Eq. 05). sendo o mesmo usado para gerar as curvas de contorno (Figura 06)

que descrevem os lipidios totais.



Y2 (g.L )=245+038 X1+ 0.37 X2+0.51 X3 (3)

Onde: Y2 sido os lipidios totais, X1 a biomassa. X2 o tempo ¢ X3 a poténcia.

Figura 05 - Curvas de contorno do contetdo de lipidios para experimento com plasma frio: tempo de operagio
do equipamento versus biomassa (a). poténcia utilizada no equipamento versus tempo de operagio do
equipamento (b) e biomassa versus poténcia utilizada no equipamento (c).
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Figura 06 - Curvas de contorno dos lipidios totais para experimento com plasma frio: tempo de operacéo do
equipamento versus biomassa (a), poténcia utilizada no equipamento versus tempo de operacio do equipamento
(b) e biomassa versus poténcia utilizada no equipamento (c).
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Através do DCC foi possivel analisar o processo e verificar que o ensaio 8 na Tabela
07, com o conteudo lipidico (34,87%) e lipidios totais (3.06 g.L™'), ao comparar o controle
utilizando o DMSO para o rompimento celular se obteve, contetdo lipidico (32,50%) e lipidios
totais (2,50 g.I.7"), ou seja, para a condi¢do de processo otimizada, utilizando o plasma a frio
foi possivel obter um resultado superior ao comparado com o controle, sem utilizar agente
quimico para a ruptura celular.

Cubas et al. (2020) em seu estudo para aumentar a eficiéncia e reduzir o tempo de
extragdo, melhorando a qualidade do dleo extraido da borra de café, avaliaram uma nova técnica
para extracdo do oOleo da borra de caté, utilizando uma tecnologia de plasma frio como um
procedimento de pré-extragdo antes da extra¢do Soxhlet. Para fins de comparac@io, também
foram realizados experimentos usando um procedimento de pré-extragido de ultrassom antes da

extragdo de Soxhlet. Observou-se que o uso da pré-extragdo com o plasma mais que dobrou o
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rendimento da extracdo em comparagdo com a cxtracdo Soxhlet isoladamente. Além disso,
aumentou o rendimento em cerca de 30% em comparacdo com o uso de ultrassom como

procedimento de pré-extragio.



6 CONCLUSOES

No presente estudo a partir da sele¢do do pré-tratamento de secagem ¢ congelamento da
biomassa produzida pela levedura foi possivel obter uma extracdo de 6leo microbiano rico em
carotenoides produzido por Rhodotorula mucilaginosa (7.0£0,19 % de conteudo lipidico,
0,5+£0.01 g..-! de lipidios totais e concentracdo de carotenoides totais de 33.3+0.5 pg.g! ou
238, 0£8.5 pg.I.™), isento do uso de DMSO. A otimizagdo através da téenica de planejamento
experimental permitiu com a aplicacdo da homogencizagio a alta velocidade alcangar, através
de um modelo validado. 33.36% de contetdo lipidico ¢ 2,92 ¢.I. ' de lipidios totais com razio
biomassa:solvente de 1:100 g.mL ', tempo de operacdo no equipamento de 6 min e velocidade
de rotacdo de 20000 rpm. A ruptura celular utilizando plasma a frio ¢ ar sintético em um
plancjamento experimental, nas condi¢des com 0,7 g de biomassa, durante 40 min e 14 W de
poténcia atingiu 34.87% ¢ 3.06 ¢.L ! de conteudo lipidico ¢ lipidio total, respectivamente. [
possivel verificar que as duas técnicas propostas apresentaram resultados superiores quanto a
extra¢do de lipidios, com auséncia do uso do agente de ruptura quimica DMSO. Portanto,

podem tornar-se¢ alternativas menos agressivas quimicamente no processo de ruptura da célula

microbiana.



7 RESIDUOS GERADOS E DESTINO

Os residuos gerados na pesquisa foram solventes orgénicos (acetona, etanol.
dimetilsulfoxido e éter de petroleo) além de solugdes aquosas salinas diluidas (cloreto de sodio
¢ sulfato de sodio). Todos os residuos citados foram colocados em frasco ambar, estdo
devidamente identificados ¢ acondicionados, aguardando atingir a quantidade minima para

solicitacao de recolhimento pela Coordenacio de Gestdo Ambiental (PROINFRA-FURG).
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