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β

e taxa de alimentação 
de 0,2 kg. h- 1. A biomassa foi caracterizada quanto sua composição centesimal, FTIR, 
estabilidade da cor e recuperação de carotenoides com o tempo de armazenagem. A extração do 
óleo por Bligh e Dyer, sua caracterização quanto ao perfil de ácidos graxos e parâmetros físico-
químicos foi realizada. Para aplicação em balas de goma foram feitas 3 formulações: com 
biomassa seca integral, com extrato etanólico a partir da biomassa seca e com adição de 
β- caroteno comercial, as quais foram avaliadas quanto a cor, recuperação de carotenoides e 
composição centesimal. Assim, em 144h de cultivo foi obtido 12,59 g·L⁻¹ de biomassa, com 
1941,97 µg·L⁻¹ de astaxantina e 1081,67 µg·L⁻¹ de β-caroteno. A secagem por leito de jorro foi 
a mais eficiente para conservação e recuperação de carotenoides atingindo umidade de 3,9% e 
perda de cor inferior a 12% após 90 dias de armazenamento sob refrigeração(4ºC). A biomassa 
seca apresentou lipídeos (34,9%), proteínas (23,3%) e carboidratos (37,0%) O óleo microbiano 
extraído apresentou perfil graxo majoritariamente com 67,0 % de ácido oleico. Na aplicação da 
bala de goma a biomassa integral resultou em coloração intensa e estável com 0,61 µg·g⁻¹ de 
astaxantina e 0,41 µg·g⁻¹ de β-caroteno, a textura foi adequada similar com balas de goma 
comerciais e a composição centesimal apresentou grande potencial como suplemento alimentar. 
Com isso a biomassa de P. rhodozyma possui grande potencial nutricional, técnico e sustentável 
na aplicação de bala de goma a base de gelatina como corante alimentício, podendo torná-la 
funcional. 
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BIOMASS POTENTIAL OF Phaffia rhodozyma NRRL Y-17268 FOR USE IN FOOD 
FORMULATIONS

β

cultivated in a 5L bench bioreactor with 100 g·L⁻¹ of soybean molasses, an agro

temperature of 95°C, an outlet temperature of 65°C, and a feed rate of 0.2 kg·h⁻¹. The biomass 

β

144 hours of cultivation, 12.59 g·L⁻¹ of biomass was obtained, containing 1941.97 µg·L⁻¹ of 
astaxanthin and 1081.67 µg·L⁻¹ of β

gumdrops, the whole biomass produced an intense and stable coloration, with 0.61 µg·g⁻¹ of 
astaxanthin and 0.41 µg·g⁻¹ of β
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(Guimarães et al., 2023a)

(Guimarães et al., 2023a)

(Rossi et al., 2021)

 

β

 valor agregado q

 

 contribui no 

(Silva et al., 2022)  

(Luiz et al., 2021). Com isso é 
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(Feng et al., 2025a)
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2.1 OBJETIVO GERAL 

β

2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

- Avaliar a produção de óleo por P. rhodozyma cultivada em biorreator de bancada com melaço 

de soja como substrato no cultivo e caracterizar parcialmente o óleo produzido

β
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3.1 CORANTES ALIMENTÍCIOS E SUA RELEVÂNCIA NA INDÚSTRIA 

ALIMENTÍCIA

Segundo ANVISA (Agência Nacional de Vigilância Sanitária) corante é a substância ou 

a mistura de substâncias que possuem a propriedade de conferir ou intensificar a coloração de 

alimentos e bebidas, entre eles estão os corantes orgânicos naturais, corantes orgânicos 

sintéticos (corante artificial, corante orgânico sintético idêntico ao natural), corantes 

inorgânicos, caramelo, e caramelo por processo amônia (Brasil, 1977). 

Os corantes alimentícios sintéticos foram desenvolvidos por volta do século XIX, 

inicialmente destinados a indústria têxtil, mas rapidamente sendo aplicado na indústria 

alimentícia, gerando alarmes para químicos que tinham alertado cerca dos riscos do consumo, 

e implicou desafios nos métodos de detecção e de avaliação da toxicidade. O problema agravou, 

pois, a mistura de corantes com componentes da matriz dos alimentos produzia novos 

compostos químicos de forma constante, dificultando seu uso e controle (Cobbold, 2020). 

Entre os impactos do risco de consumo destes corantes destaca-se o consumo deles por 

crianças, nas quais podem ocasionar alergias, Transtorno do Déficit de Atenção e 

Hiperatividade, retardo do crescimento, asma, genotoxicidade e câncer. Fatos que tem 

demandado uma nova abordagem de mercado para o uso de corantes naturais (Campanholi; 

Souza, 2024).

Corantes naturais surgem como alternativa de substituição aos corantes sintéticos com 

destaque para seus recursos tecnológicos e funções bioativas, que estão incluídos em produtos 

sólidos e líquidos, aumentando o valor organoléptico e a cor dos produtos, sendo uma opção 

saudável (Rossi et al., 2021).

3.2 CAROTENOIDES: ESTRUTURA, PROPRIEDADES E APLICAÇÕES
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González-Peña et al., 2023

Spagnuolo et al., 2023)

(Meléndez-Martínez et al., 2022).

(Silva et al., 2022) Luiz et al. (2021)

Na indústria alimentícia, carotenoides como astaxantina, cantaxantina, β

(Peña et al., 2023)

(Rodriguez-Amaya et al., 2023a)

3.3 PRODUÇÃO DE CAROTENOIDES POR LEVEDURAS
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Tabela 1: Produção de carotenoides por leveduras

β
(da Silva et al., 

2020)

(Gong et al., 2020)

– – (Song et al., 2020)

peptona, D‐glicose (Bian et al., 2023)

 
(Tran et al., 2023)

(Kingkaew et al., 

2023)

(Duan et al., 2024)

L/24‑26‑1
β

(Ochoa-Viñals et 

al., 2024)
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(Gupta et al., 2022)

β

(Flores-

Cotera et al., 2021)

Mussagy et al. (2024)
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Tabela 2: Carotenoides produzidos por P. rhodozyma

Meio YM (glicose, malte, peptona e 

extrato de levedura)

Biomassa: 4,4 g.L-1,

Carotenoides totais expressos como 

Astaxantina: 272 µg.g-1

β

(Cipolatti et 

al., 2015)

P. rhodozyma

Meio 1 (M1): YM (glicose, malte, 

peptona e extrato de levedura),

Meio 2 (M2): Água de coco, extrato de 

broto de feijão verde e melaço.

Meio 3 (M3): Água de coco e sacarose.

150
β

(Nurkanto et 

al., 2021)

peptona, D‐glicose) com ácido salicílico

Agitador tipo shaker:

96 h, 22°C, 300 rpm

(Jia et al., 

2023)

P. rhodozyma 

NRRL Y17268

Meio YM (glicose, malte, peptona e 

extrato de levedura) com campos 

magnéticos

 g.L-1
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 s

(Mahamad et al., 

2025)

Borro et al., 

2023
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Tabela 3: Cultivo de P. rhodozyma em biorreator de bancada

Condições de cultivo

P. rhodozyma 

NRRL Y-17268

Água de maceração de 

milho, água parboilizada 

de arroz, glicerol bruto e 

extrato de levedura

25°C, 250 rpm e 

1,5 vvm, 96 h

Biomassa: 2,75 g.L-1 

Carotenoides totais: 

2380µg.L-1

(Urnau et al., 

2019)

P. rhodozyma 
CBS 6938

Meio YM (glicose, 

malte, peptona e extrato 

de levedura)

20°C, 250 rpm e 

batelada alimentada

Carotenoide totais: 1 g.L-1

Biomassa: 100 g.L⁻¹

(Luna-Flores et 

al., 2022)

P. rhodozyma 

NRRL Y-17268

YM com campos 

magnéticos

22°C, 1 vvm, 300 rpm, 

96 h, 140 mT

Biomassa: 8,1 g.L- 1, 

β- caroteno:4,67 mg.L-1 

astaxantina: 4,51 mg.L- 1

(Silva et al., 

2023a)

P. rhodozyma 
SFAS-TZ08

suco de batata doce
20°C, 120h, 400 rpm, 

1,17 vvm

Biomassa: 45,2 g.L-1, 

Carotenoides: 19,50 mg.L- 1

(Zhang et al., 

2023a)

P. rhodozyma 
NRRL Y-17268

Meio YMP

22°C, 1 vvm, 300 rpm, 

168 h, 50 W, feixe de 

luz de 75 lm. W-1, 

temperatura de cor de 

6500 K

75 μg.g

β

μg.g

(Mussagy et al., 

2024b)
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(Tschope et al., 2024)

(Fernandes et 

al., 2024)

(Tschope et al., 2024)

Natividade et al. (2025)
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o aumento da concentração de melaço de soja de 30 g·L⁻¹ para 50 g·L⁻¹ tenha favorecido o 

β

Pacheco et al. (2025)

β

3.4 SECAGEM DE ALIMENTOS

(Has et al., 2020)

(Kang et al., 2025)
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Muenaram et al. (2024)  

Kang et al. (2025)
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Oliveira et al. (2008)

Rocha et al. (2008)

ma de jorro (0,1676 m/s

e 0,220 m/s, alcançando mais de 0,2 g/min. O produto final apresentou 50–

–

3.5 COMPOSIÇÃO PROXIMAL DE BIOMASSAS MICROBIANAS
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A segurança alimentar diz respeito a qualidade nutricional, a proteção da saúde pública 

e os aspectos sociais, econômicos e ambientais relacionados à produção e ao consumo de 

alimentos. Essa abordagem integral é fundamental para assegurar o direito humano a uma 

alimentação adequada e saudável (Lisbôa; Fonseca, 2020). Sendo sustentada por práticas que 

garantem que os alimentos sejam mantidos sem riscos de contaminação microbiológica, 

química ou física (Pandolfi et al., 2020). Dentre essas tem-se a análise da composição proximal 

que é fundamental para caracterizar alimentos, otimizar processos, criar tabelas nutricionais e 

assegurar a qualidade, verificando componentes como umidade, proteínas e lipídeos e 

garantindo conformidade com padrões nutricionais e legais (Soligo et al., 2022), uma vez que 

são fatores cruciais que influenciam sua adequação e segurança como ingrediente alimentar 

(Graziani et al., 2012). Essas informações são complementares para garantir a segurança 

alimentar. 

3.6 OBTENÇÃO DE BIOPRODUTOS 
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Óleos unicelulares ou lipídeos microbianos são produtos de biomassa de 

microrganismos oleaginosos, que incluem bactérias, leveduras, fungos filamentosos e 

microalgas. Estes microrganismos têm a capacidade de acumular lipídeos intracelularmente em 

concentrações superiores a 20% do seu peso seco, podendo chegar a até 80% em condições 

específicas. Esses lipídeos, apresentam grande potencial como alternativa sustentável para a 

produção de biocombustíveis de hidrocarbonetos intermediários. Além disso, os 

microrganismos oleaginosos podem coproduzir outros compostos de interesse biotecnológico, 

tornando-os candidatos ideais para processos integrados de biorrefinaria, que visam otimizar a 

produção de múltiplos produtos a partir de uma única fonte microbiana (Gallego-García et al., 

2023). Entre os microrganismos produtores de lipídeos tem-se as leveduras carotenogênicas 

que além de produzir lipídeos de alto valor, produzem também carotenoides.

Estudos com lipídeos foram pesquisados por Rodrigues et al. (2025) com Rhodotorula 

mucilaginosa CCT 7688 cultivada em melaço de cana de açúcar e água de maceração de milho, 

alcançando o teor de lipídeos intracelulares de 46,7% e 6,4 g.L−1 de biomassa em 120h de 

cultivo, dos quais o ácido oleico (média de 60 a 78%), seguido pelo ácido palmítico (média de 

14 a 24%) foram encontrados majoritariamente. Outros estudos com a mesma levedura foram 

realizados por Arrieira et al. (2025) que produziram óleo microbiano para elaboração de 

oleogéis obtendo no lipídeo extraído apresentou 41,1 µg.g−1 de carotenoides totais e teor de 

lipídeos de 23,8%, com perfil graxo similar a Rodrigues et al. (2025) sendo o ácido oleico com 

54,67% o majoritário. Outro estudo com Lipomyces starkeyi cultivadas em ramas de batata doce 

hidrolisadas obtiveram 15,88% de lipídeo e 20,91 g.L-1 de biomassa celular (Feitosa da Silva 

et al., 2025). Demonstrando, portanto, que é viável produzir lipídeos por meio de rotas 

biotecnológicas e aplicá-los na indústria, seja na forma de óleos microbianos ou 

biocombustíveis.

Outro produto das leveduras é o uso de biomassa composta por proteínas, carboidratos, 

minerais, RNA e lípideos totais (Caballero-Córdoba; Pacheco; Sgarbieri, 1997) .

Entre os artigos que aplicaram a biomassa de P. rhodozyma encontra-se Mussagy et al. 

(2023a) que utilizaram a biomassa após a extração de carotenoides na produção de biogás como 

metano obtendo o potencial de geração de 86,88 kWh.ano-1, 225.774,95 kcal.ano-1 e 

10287,53 kg/ano de eletricidade, sugerindo que a biomassa é benéfica para a produção de 

biogás.
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Mai et al. (2024) cultivaram a P. rhodozyma em tabaco para melhorar as qualidades 

sensoriais, tendo os componentes aromáticos importantes, como álcoois, cetonas e ésteres, 

aumentados em 37,39%, 265,39% e 266,27%, respectivamente. A avaliação sensorial revelou 

melhora de 0,5 ponto em aroma e sabor, 1 ponto em sabor e 1,5 pontos na avaliação global, 

resultando em 83,0 pontos, com características desejáveis como doçura torrada, fumaça 

elegante e aroma frutado. Mostrando que a fermentação com P. rhodozyma poderia melhorar 

efetivamente a avaliação sensorial e qualidade do tabaco. Estudos em alimentos com adição de 

biomassa de P. rhodozyma ainda precisam ser explorados para o aproveitamento integral deste 

bioproduto.
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aumentou a concentração de carotenoides, alcançando 57,5 µg.g⁻¹ de luteína na formulação 

(β

μg.g

com licopeno e β

3.7 BALAS DE GELATINA  
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(Pizzoni et al., 

2015)

(Rivero et al., 2023)

 

na
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Este estudo foi estruturado em três artigos, sendo que no primeiro artigo foi abordado a 

secagem da biomassa de P. rhodozyma por leito de jorro visando encontrar métodos de 

conservação da biomassa microbiana para futuras aplicações. O segundo artigo foi focado no 

óleo microbiano obtido da biomassa de P. rhodozyma, avaliando o potencial do melaço de soja 

para produzir este bioproduto, assim como avaliar a qualidade nutricional através do seu perfil 

de ácidos graxos e parâmetros físico-químicos. O artigo 3 vem apresentando a aplicabilidade 

da biomassa microbiana em balas de goma avaliando seu potencial como corante alimentício. 

Artigo 1: Leito de jorro como método de secagem da biomassa de Phaffia rhodozyma cultivada 

em melaço de soja: Preservação, caracterização e estabilidade.

PONCE, S. D. C.; HAN, L. H.; PINTO, L. A. A.; BURKERT, C. A. V.; BURKERT, J.F.M

Artigo 2: Melaço de Soja: Sustentabilidade na produção de óleo microbiano por Phaffia 

rhodozyma 

PONCE, S. D. C.; HAN, L. H.; PINTO, L. A. A.; BURKERT, C. A. V.; BURKERT, J.F.M

Artigo 3: Biomassa de Phaffia rhodozyma cultivada em meio agroindustrial: Potencial como 

corante alimentício em bala de goma

PONCE, S. D. C.; BURKERT, C. A. V.; BURKERT, J.F.M
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“LEITO DE JORRO COMO MÉTODO DE SECAGEM DA BIOMASSA DE 

Phaffia rhodozyma CULTIVADA EM MELAÇO DE SOJA: PRESERVAÇÃO, 

CARACTERIZAÇÃO E ESTABILIDADE”

PONCE, S. D. C.; HAN, L. H.; PINTO, L. A. A.; BURKERT, C. A. V.; BURKERT, J.F.M
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LEITO DE JORRO COMO MÉTODO DE SECAGEM DA BIOMASSA DE 

Phaffia rhodozyma CULTIVADA EM MELAÇO DE SOJA: PRESERVAÇÃO, 

CARACTERIZAÇÃO E ESTABILIDADE 

PONCE, S. D. C.; HAN, L. H.; PINTO, L. A. A.; BURKERT, C. A. V.; BURKERT, J.F.M

Carotenoides são pigmentos de interesse industrial devido aos benefícios a saúde. Phaffia 
rhodozyma é uma levedura vermelha, produz astaxantina e β -caroteno, sendo considerada 
GRAS e cresce com facilidade em melaço de soja um coproduto agroindustrial. A aplicação 
desta levedura requer produção em escala e métodos eficientes de conservação. Este estudo 
avaliou o leito de jorro para secar biomassa de P. rhodozyma, comparando-o com a liofilização 
quanto a recuperação de carotenoides, composição proximal, estabilidade e cor. O cultivo 
microbiano ocorreu em biorreator de 5L com 100 g.L-1 de melaço de soja a 25°C, 300 rpm, 
1vvm e pH inicial de 6,0. A biomassa foi recuperada por centrifugação e seca em leito de jorro 
com temperatura de entrada 95°C, temperatura de saída 65°C e taxa de alimentação de 
0,2 kg. h- 1. O processo de liofilização da biomassa ocorreu a -55°C, 50 µg por 48h. Os 
carotenoides foram quantificados por espectrofotometria, a cor por CIELAB, a caracterização 
foi realizada por FTIR e análise centesimal, e a estabilidade foi avaliada por 90 dias. A 
concentração de biomassa durante o cultivo microbiano alcançou em 144h 12,59 g.L⁻¹ e após a 
secagem no leito de jorro foi obtido de β -caroteno: 179,9 µg. g⁻¹ e astaxantina: 292,0 µg. g⁻¹ 
sendo estes valores superiores a liofilização. Além de 23,3% de proteína, 37,0 %, carboidrato, 
lipídeo 34,9%, cinza de 4,8% e um teor de umidade de 3,9%. O FTIR contribuiu para a 
caracterização das macromoléculas na biomassa, além da mesma apresentar tons vermelho- 
amarelado. Durante a conservação da biomassa por 90 dias na temperatura ambiente ocorreram 
perdas de 65,6% em β-caroteno e 66,3 % de astaxantina, porém, o processo de refrigeração 
minimizou essas perdas em 7,4% e 24,0%, respectivamente. Dessa forma, o leito de jorro 
mostra-se eficiente como técnica para secar biomassa de P. rhodozyma, sendo a refrigeração no 
armazenamento a responsável pela estabilidade de sua cor.

Palavras-chaves: Umidade, Carotenoides, Conservação de pigmento, Termosensíveis, FTIR.

Os carotenoides são compostos de pigmentação vermelha, laranja e amarela derivados 

de plantas, microrganismos e algas. Seu uso como corantes alimentares é reconhecido pela 

coloração que oferecem e destacam-se por benefícios à saúde (Rodriguez-Amaya et al., 2023b). 

Esses pigmentos lideram o mercado e as pesquisas demonstrando sua forte presença no mercado 

alimentar. Na indústria alimentícia, o uso ocorre como tendência estratégica em alimentos 
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processados. Porém, devido à demanda dos consumidores por produtos naturais e às 

preocupações com os efeitos do consumo de corantes artificias na saúde, os carotenoides 

microbianos surgem como alternativa. (Durazzo et al., 2022).

A produção deste pigmento pelas rotas biotecnológicas tem sido de maior destaque 

devido as vantagens do cultivo em comparação a outras fontes (Viana; Adorno; Santos, 2022b). 

Alguns dos microrganismos produtores de carotenoides são microalgas, bactérias e leveduras. 

Com destaque para Phaffia rhodozyma, levedura de metabolismo heterotrófico, taxa de 

crescimento rápida, alta adaptabilidade, ótimo desenvolvimento em diferentes fontes de 

carbono e reconhecida como GRAS (Generally Recognized as safe) (Silva et al., 2020). Estudos 

sobre esta levedura tem explorado meios agroindustriais para maior produção de pigmentos 

carotenogênicos de forma mais sustentável. Entre eles destaca-se o melaço de soja, coproduto 

agroindustrial do processamento da proteína da soja, que se mostrou mais eficiente na produção 

de biomassa e carotenoides em comparação a outras leveduras carotenogênicas, destacando-se 

como única fonte de substrato no meio de cultivo reduzindo em cerca de 90% o custo com o 

meio de produção quando comparado a meio extrato de malte e levedura (Pacheco et al., 2025). 

Apesar disso muitos estudos têm-se limitado a escala de frascos agitados e algumas abordagens 

utilizam biorreatores de bancada, visando controlar melhor as condições de processo de 

produção e a viabilidade de implementação para futuras aplicações industriais no 

escalonamento da produção de carotenoides microbianos (Silva et al., 2023b). 

A recuperação de carotenoides de P. rhodozyma precisa de estratégias de secagem, como 

pré-tratamento para melhor extração destes compostos (Silva et al., 2023a) contudo a produção 

em biorreatores demanda maior volume de biomassa, desafiando o processo de secagem. Além 

disso, para aproveitar melhor os bioprodutos obtidos desta levedura e considerar a aplicação 

em alimentos é necessário encontrar formas de conservação sustentáveis, eficazes e 

escalonáveis da biomassa, permitindo usá-la conforme necessário para futuras aplicações.

A secagem é um processo de transferência de massa e calor que remove líquidos voláteis 

por evaporação de uma substância ou matéria, sendo este processo essencial na preservação de 

compostos nutricionais e de alimentos, além de inibir o crescimento microbiano e desativar 

enzimas que causam escurecimento, aumentando o uso da matéria seca (Pereira et al., 2020). 

Entre as técnicas de secagem a liofilização tem sido o método mais usado para preservar e secar 

bactérias, leveduras e fungos, uma vez que usa o congelamento e sublimação como princípio 

de secagem (Wang et al., 2023), também é valorizada para secar compostos sensíveis ao calor. 

Contudo esta técnica ainda possui desafios com respeito aos custos elevados nos equipamentos 
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e no consumo energético para seu funcionamento, além da necessidade de precisar maior tempo 

de secagem (Negi; Infant; Moses, 2025). 

Com isso outras técnicas de secagem têm sido pesquisadas, entre elas ressalta-se a secagem 

por leito de jorro, técnica que favorece a transferência de calor e massa entre o material sólido 

e o ar quente através da agitação das partículas (Dehghan-Manshadi et al., 2020). Dentre as 

vantagens que este processo oferece destaca-se a secagem de matérias sensíveis ao calor 

considerando-o como método promissor para este fim (Hamedi et al., 2021). Além de ser 

também uma técnica de menor custo e alta qualidade de processo, outra vantagem que oferece 

é redução de consumo de energia, pois é eficiente em temperatura baixas e possui menor tempo 

de secagem (Carozzo; Arato; Moliner, 2024).

Em vista aos desafios identificados na secagem e das lacunas presentes para leveduras 

carotenogênicas torna-se necessário encontrar técnicas de secagem que melhor preservem os 

carotenoides e conserve a biomassa. Assim, o presente estudo tem como objetivo avaliar a 

secagem da levedura P. rhodozyma cepa NRRL Y-17268 em leito de jorro comparando-a ao 

método de secagem de liofilização buscando a melhor forma de preservação da biomassa 

microbiana, maximizando a recuperação de carotenoides e a manutenção de características e 

composições físico-químicas da biomassa seca, além de avaliar a estabilidade do material seco 

por este processo para futuras aplicações industriais na área alimentar.

2.1 MICRORGANISMO, PREPARO DE INÓCULO E CONDIÇÕES DE CULTIVO

A levedura Phaffia rhodozyma, cepa NRRL Y-17268, oriunda do Laboratório de 

Pesquisa Regional do Norte (Peoria, IL, EUA) e reconhecida como GRAS (Generally 

Recognized as Safe), foi mantida em ágar inclinado contendo ágar (20 g.L⁻¹) em meio YM 

(glicose 10 g.L⁻¹, peptona 5 g.L⁻¹, extrato de levedura 3 g.L⁻¹ e extrato de malte 3 g.L⁻¹), sendo 

armazenada a 4°C (Nogueira; Prestes; Burkert, 2017). A ressuspensão celular (pré- inóculo) foi 

preparada com 1 mL de água peptonada a 0,1% (v/v), obtida por raspagem das células do ágar, 

e transferida para 9 mL de caldo YM, sendo incubada a 25°C por 48 h. Em seguida, o inóculo 

foi preparado com 90 mL de meio YM e 10 mL do pré-inóculo, incubado a 150 rpm, 25°C, pH 

inicial 6, até atingir densidade celular mínima de 1×10⁸ células.mL⁻¹, determinada em câmara 

de Neubauer (Silva; Burkert; Santos, 2024c).

O cultivo em batelada foi realizado em biorreator de bancada de 5L, com volume útil 

de 4L, sendo adicionados 3,6L de meio agroindustrial, contendo melaço de soja (100 g.L⁻¹) 
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como único substrato (Pacheco et al., 2025) e 10% de inóculo, iniciando o cultivo com 

aproximadamente 1×10⁷ células·mL⁻¹, as condições de cultivo foram definidas em 300 rpm, 

1vvm, 25°C e pH inicial ajustado para 6 (Silva et al., 2023c).

2.2 CARACTERIZAÇÃO DO MEIO DE CULTIVO AGROINDUSTRIAL

O melaço de soja, utilizado como único substrato no cultivo, foi fornecido pela empresa 

CJ Selecta localizada em Araguari, Brasil e mantida sob refrigeração a 8°C. A caracterização 

físico-quimica seguiu a metodologia de Oliveira; Michelon; Burkert, (2020), onde inclui teor 

de proteínas determinado pelo método de Kjeldahl, método 955,04C da AOAC (2000); lipídeos, 

por extração em Soxhlet (AOAC, 1995),cinzas por incineração em mufla método 925,10 da 

AOAC (2000); e carboidratos por diferença. A análise elementar de carbono, hidrogênio e 

nitrogênio (CHN) necessárias para estabelecer balanços de massa e avaliar a eficiência de 

conversão de nutrientes em biomassa e metabólitos foi conduzida em analisador elementar 

(Perkins Elmer 2400 Series II, EUA), por combustão em oxigênio puro, com detecção e 

quantificação dos gases por condutividade térmica (TCD) (Ferreira Filho; Burkert; Burkert, 

2025).

2.3 DETERMINAÇÃO DA CONCENTRAÇÃO DE BIOMASSA E pH DURANTE O 

CULTIVO

 

Ao longo do cultivo, amostras de 2 mL foram coletadas para análise de biomassa e pH. As 

amostras foram centrifugadas a 1745×g por 10 min numa centrífuga Cientec CT-5000 R, Brasil, 

e o sobrenadante foi reservado para medir o pH de acordo com as normas da AOAC (2000) 

usando um pHmetro digital (Marte MB-10, Brasil). O sedimento foi lavado com água destilada 

e centrifugado novamente em duas etapas adicionais. A biomassa foi quantificada por leitura de 

absorbância a 620nm, e foi relacionada com a curva padrão construída para a levedura (Silva 

et al., 2023).

2.4 DETERMINAÇÃO DO COEFICIENTE VOLUMÉTRICO DE TRANSFERÊNCIA DE 

OXIGÊNIO NA FASE LÍQUIDA (KLA)

Para determinação do coeficiente volumétrico de transferência de oxigênio (kLa) na fase 

líquida, o oxigênio dissolvido foi inicialmente removido do meio de cultivo não inoculado por 
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borbulhamento de nitrogênio no biorreator. Em seguida, a aeração 1vvm e a agitação 300 rpm 

foram ativadas, e a concentração de oxigênio dissolvido foi monitorada em tempo real através 

de um eletrodo, permitindo calcular o kLa com base na taxa de reoxigenação do meio (Ferreira 

Filho; Burkert; Burkert, 2025). O coeficiente kLa foi calculado utilizando a Equação (1) abaixo 

apresentada. −𝑘𝐿𝑎. 𝑡 = (𝐶∗−𝑂𝐷𝐶∗ ) Equação 1

Onde OD representa a concentração de oxigênio dissolvido no meio (em %), 

C* corresponde à concentração de oxigênio saturado em equilíbrio com o ar (equivalente a 100% OD) e t é o tempo em horas.

2.5 PRODUTIVIDADE DO CULTIVO

A avaliação da produtividade da biomassa e da concentração volumétrica de 

carotenoides cultivo foram calculadas através da Equação (2) e Equação (3) respectivamente 

abaixo (Rodrigues et al., 2019).

𝑃(𝑥) = 𝑋𝑚𝑎𝑥−𝑋0∆𝑡                                                  Equação 2𝑃(𝐶𝑉) 𝐶𝑉𝑚𝑎𝑥−𝐶𝑉0∆𝑡                                                 Equação 3

Onde Xmax= concentração de biomassa máxima (g.L-1) no ponto; X0= concentração de 

biomassa inicial (g.L-1); CVmax= concentração volumétrica máxima de carotenoides (µg.L- 1) 

no ponto; CV0= concentração volumétrica inicial de carotenoides (µg.L-1); ∆t = intervalo de 

tempo de fermentação (h).

2.6 RECUPERAÇÃO DA BIOMASSA PÓS-CULTIVO 

A biomassa foi recuperada em 3 ciclos de lavagem com água destilada a 3500 rpm 

utilizando 20 min, 15 min e 10 min em cada ciclo, respectivamente. Uma parte dessa biomassa 

foi submetida à secagem para remoção da água presente em sua estrutura, permitindo a 

determinação de carotenoides, caracterização centesimal e análise de cor. Além disso, a 

biomassa úmida foi avaliada e comparada com a biomassa seca quanto a cor e carotenoides, 

visando uma melhor caracterização do material. 
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A secagem em leito de jorro foi adaptada da metodologia de Larrosa et al. 2018 usando 

o leito de jorro com coluna cilíndrica de aço inox com base cônica de vidro (ângulo de 60°, 

altura de 0,15 m e diâmetro de 0,175 m), apresentando relação de 1:6 entre o diâmetro da coluna 

e o orifício de entrada de ar. O ar de secagem foi fornecido por um soprador radial de 6 kW, 

aquecido por resistências elétricas. A biomassa da P. rhodozyma foi diluída até atingir umidade 

abaixo de 95% antes de ser introduzida no sistema de secagem por meio de atomização semi- 

contínua com taxa de alimentação de 0,2 kg.h-1 por kg de inerte. A temperatura de entrada foi 

ajustada em 95°C, enquanto a de saída se manteve em torno de 65°C, resultando em um ΔT de 

30°C, condição estabelecida de modo a garantir evaporação eficiente da água sem degradação 

térmica dos carotenoides. O processo ocorreu em regime de jorro estável onde a taxa de 

circulação do ar foi ajustada acima da velocidade mínima de jorro (vjm), determinada pela 

estabilidade do leito, a suspensão foi atomizada no leito através de uma bomba peristáltica e ar 

comprimido a 101 kPa. 

A secagem envolveu contato fluido-partícula e atrito entre as partículas inertes, 

promovendo desidratação uniforme. O material seco, em forma de pó, foi coletado por um 

ciclone tipo Lapple, sendo retirado no final da secagem. Os primeiros 30 min foram dedicados 

à estabilização do equipamento e se completou um tempo de secagem de 3h e 30 min.

Após a recuperação da biomassa se congelou em Ultra freezer (Indrel Scientific, modelo 

IULT335/180D, Brasil) amostras da mesma em placas de petri de aço inox de 80x20 mm 

cobertas por papel filme com furos na superfície para troca gasosa na temperatura de -80°C por 

48h, após foi submetido à liofilização no liofilizador (Liotop- Liobras modelo L101, Brasil) por 

48h a -55°C e 50 µHg de vácuo (Silva Iahnke et al., 2025).

2.7 EXTRAÇÃO E DETERMINAÇÃO DA CONCENTRAÇÃO DE CAROTENOIDES 

Para extração de carotenoides a biomassa seca em jorro e liofilizada foi moída até chegar 

na granulometria de 115 mesh (Cipolatti et al., 2015). Além disso se comparou com a secagem 

de pré-tratamento (padrão) dada por Fonseca et al. (2011) que usou a secagem com circulação 

de ar a 35ºC por 48h, este método é comumente usado apenas como pré-tratamento da biomassa 
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antes da extração e recuperação de carotenoides, o restante da  extração e recuperação seguiu a 

metodologia de Cipolatti, et al. (2015 ); Fonseca et al. (2011); Silva et al. (2023a), onde usou-

se 0,05 g de amostra seca e 2 mL de dimetilsulfóxido aquecido a 55°C para ruptura da parede 

celular, seguida de homogeneização em vórtex por 1 min a cada 15 min. durante 1h. 

Após, a extração adicionou-se 6 mL de acetona homogeneizou-se em vórtex por 1 min, 

a mistura foi centrifugada (Cientec CT-5000 R, Brasil) a 1745 × g por 10 min. Esse 

procedimento foi repetido até o branqueamento da célula. O extrato obtido foi recuperado com 

10 mL de NaCl 20% (m.v-1) e 10 mL de éter de petróleo, se adicionou sulfato de sódio para 

remoção de excesso de água e deixado em repouso para separação de fases e recuperando o 

sobrenadante que contém os carotenoides. 

O extrato obtido foi medido em absorbância em espectrofotômetro (Bioespectro SP-22, 

China) na faixa de 448 nm para β- caroteno em éter de petróleo com absortividade específica 

de 2592 e 474 nm para astaxantina em éter de petróleo com absortividade específica de 2100 

(Pacheco et al., 2025) sendo calculado pela Equação 4, conforme descrito por Davies (1976) 

para a concentração de carotenoides específicos.

𝐶𝑇 = 𝐴∗𝑉∗106𝐴𝑐𝑚1% ∗100∗𝑚𝑎𝑚𝑜𝑠𝑡𝑟𝑎                                                              Equação 4

Onde: CT = Concentração específica de carotenoides totais (µg. g-1), A= absorbância, 

V= volume (mL), mamostra = massa celular seca (g);  Acm1%=absortividade específica

2.8 DETERMINAÇÃO DE UMIDADE

A umidade seguiu a metodologia da AOAC (2000) método 925.10. Secagem por 

gravimetria na temperatura de 105°C em estufa, para isso usou-se capsulas de inox previamente 

secas e taradas, o tempo inicial de secagem foi de 4h ininterruptas, após isso colocou-se as 

amostras em dessecador com sílica gel até o resfriamento a temperatura ambiente para ser 

pesado, logo depois secou-se (30 minutos), resfriou-se (30 minutos) e pesou-se continuamente 

até atingir peso constante. A umidade (%) foi calculado conforme a Equação 5.

𝑈𝑚𝑖𝑑𝑎𝑑𝑒(%) = 𝑚ú𝑚𝑖𝑑𝑎−𝑚𝑠𝑒𝑐𝑎𝑚ú𝑚𝑖𝑑𝑎 ∗ 100                                      Equação 5

Onde: múmido é a massa da amostra úmida e  msecaé a massa da amostra seca.
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2.9 ANÁLISE DE COR

As análises de cor das biomassas foram analisadas quanto ao ângulo Hue (Hab), à 

saturação de cor (Croma) (c*), a diferença total de cor (ΔE) utilizando as Equações 6, 7 e 8, 

respectivamente (Martins et al., 2025). As medições foram realizadas com um colorímetro 

(Minolta CR-400, EUA), considerando os parâmetros de cor L, a*, e b*, conforme o sistema 

proposto pela CIE (Comissão Internacional de Iluminação) (1978).

𝐻𝑎𝑏 = 𝑡𝑎𝑛−1 (𝑏∗𝑎∗)                                                        Equação 6𝑐∗ = √(𝑎∗)2 + (𝑏∗)2                                                 Equação 7∆𝐸 = √(𝐿0∗ − 𝐿∗)2 + (𝑎0∗ − 𝑎∗)2 + (𝑏0∗ − 𝑏∗)2                    Equação 8

Onde L*, a*, b* = valores da cor de referência, sendo L* representa a luminosidade, a* 

representa coordenada vermelho-verde, b* coordenada amarelo-azul.

2.10 COMPOSIÇÃO CENTESIMAL 

A Biomassa seca em leito de jorro e a biomassa liofilizada foram avaliadas quanto à sua 

composição centesimal seguindo- se as metodologias da AOAC (2000) para determinação de 

proteínas, método Kjeldahl e de cinzas, incineração de mufla. Para determinação de lipídeos 

usou-se a metodologia da AOCS (2009), que descreve o método de Bligh dyer (1959) adaptado 

por (Manirakiza; Covaci; Schepens, 2001) adicionando-se hidrólise ácida com HCl 2M para 

ruptura celular descrita por Rodrigues et al. (2025). Os carboidratos foram determinados por 

diferença.

2.11 CARACTERIZAÇÃO FUNCIONAL E MONITORAMENTO DA ESTABILIDADE 

DA BIOMASSA SECA 

Para a caracterização de grupos funcionais presentes na biomassa seca e avaliação de 

estabilidade foi escolhida a biomassa que teve maior conservação de cor e melhor recuperação 

de carotenoides para avaliar a manutenção de grupos funcionais após o processo de secagem 

além de ver a viabilidade de conservação do método de secagem escolhido.
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Para determinar os grupos funcionais da biomassa seca após o processo de secagem foi 

realizado o FTIR no espectrofotômetro de infravermelho com refletância total atenuada 

(Shimadzu, Prestige 21, Nakagyo–ku, Japão) nas seguintes condições: 20°C, no intervalo de 

número de onda de 500 a 4000 cm−1 com resolução de 4 cm−1 (Ferreira Filho; Burkert; Burkert, 

2025).

A análise de estabilidade foi realizada por 90 dias na qual foi medida a concentração de 

carotenoides e realizou-se a análise de cor conforme descrito anteriormente. A biomassa foi 

armazenada em embalagens cobertas com papel alumínio para impedir a entrada de luz, sendo 

comparadas duas condições de armazenamento, uma resfriada a 4°C e outra em temperatura 

ambiente que oscilou no período da análise entre 25,5ºC e 28 ºC, a fim de determinar qual 

melhor forma de armazenamento.

2.12 ANÁLISE ESTATÍSTICA

Os dados obtidos foram processados no software Statística 7.0 (StatSoft Inc., Tulsa, OK, 

EUA). Os experimentos foram representados com suas médias e desvio padrão, quando 

aplicável. As análises estatísticas incluíram a aplicação de análise de variância (ANOVA) para 

identificar diferenças significativas, com posterior teste de Tukey a um nível de confiança de 

95% (p ≤ 0,05). Para comparação entre dois tratamentos foi utilizado o teste t com um nível de 

significância definido em p < 0,05.

3.1 COMPOSIÇÃO PROXIMAL E ELEMENTAR DO MELAÇO DE SOJA

O melaço de soja tem Extrato seco total 66,1 ± 0,3 sendo a caracterização das 

macromoléculas do substrato escolhido como fonte de crescimento da levedura. O melaço de 

soja apresenta em destaque o teor de carboidratos com cerca de 82,5%. Segundo Gambarato et 

al. (2025) estes carboidratos são compostos por oligossacarídeos, tais como a rafinose e 
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estaquiose, vantajoso para cultivo microbiano, sendo uma fonte rápida e disponível de energia. 

Das outras macromoléculas encontradas nota-se que os lipídeos estão presentes em menor 

quantidade 2,6%. Valores similares foram encontrados por Oliveira; Michelon; Burkert (2020) 

que caracterizaram outro lote de melaço de soja oriundo da mesma empresa para cultivo de 

bactérias dyazotroficas na produção de exopolissacarídeos encontrando 3,4 ± 0,1% de lipídeos, 

7,5± 0,2 % de proteína, 14,5 ± 0,2% de cinzas e 64,6% de carboidratos, totalizando um extrato 

seco de 69,6 ± 0,3%. Outros autores como Rakicka-Pustułka et al. (2022) que caracterizaram o 

melaço de soja para cultivo da levedura Yarrowia lipolytica como suplemento ao meio de 

glicerol bruto visando o aumento de produção de ácido quirônico tiveram uma variação na 

composição alcançando 6,1% de lipídeos, 6,8% de proteínas, 5,5% de cinzas e 33,0% de 

carboidratos, totalizando um extrato seco de 69,6 ± 0,3%. Portanto, verifica-se variações na 

composição centesimal quando produzidos em lotes diferentes e de distintas origens.

O uso deste substrato em P. rhdozyma é relatado por Pacheco et al. (2025) que afirmou 

seu potencial na produção de carotenoides, sendo que o lote de melaço de soja usado no cultivo 

da levedura foi o mesmo de Oliveira; Michelon; Burkert, (2020) ressaltando assim o seu 

potencial como substrato agroindustrial no cultivo desta levedura.

Tabela 1- Composição Proximal do Melaço de Soja

Componente Composição do componente (% m.m-1)
Lipídeos a 2,6 ± 0,3
Proteínas a 7,3 ± 0,0
Cinzas a 7,7 ± 0,0

Carboidratos a 82,5
a Base seca

Quanto a composição elementar encontrada neste estudo apresentou um teor de carbono 

de 30,6± ± ± 

(Yamane et al., 1997)
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3.2 CULTIVO COM MELAÇO DE SOJA EM BIORREATOR DE BANCADA 

A cinética do cultivo de P. rhodozyma no biorreator de bancada usando melaço de soja 

como único substrato está apresentado na Figura 1. A maior produção de biomassa ocorreu em 

144h de cultivo alcançando um valor de 12,59 ±0,048 g.L-1, com uma concentração de 

carotenoides expresso em β-caroteno de 1081,67 ±9,741µg.L-1 (85,91 ±1,01 µg.g-1) e em 

astaxantina de 1941,97 ±34,810 µg.L-1 (154,23 ±2,606 µg.g-1). A partir das 144h de cultivo não 

foi observada diferença significativa na produção de biomassa, no entanto a concentração de 

carotenoides se manteve estável (p<0,05) entre 144h até 168h, aumentando em 172h. A 

concentração específica e volumétrica de β-caroteno aumentou em 12,1% e 12,9%, 

respectivamente, e astaxantina, 13,5% e 14,3%, respectivamente. Autores como Silva et al., 

(2023d) usaram biorreator de bancada, com meio YM e campos magnéticos aplicados ao 

cultivo, nas mesmas condições de processo deste estudo, alcançando 8,74 g.L⁻¹ de biomassa 

em 48h de cultivo com produção de β- caroteno (4,67 mg.L⁻¹) e astaxantina (4,51 mg.L⁻¹) 

máxima em 96h. Portanto, o cultivo com melaço de soja possibilitou 44% de incremento na 

produção de biomassa, no entanto, a produção de carotenoides foi cerca de 70% inferior ao 

deste trabalho. Provavelmente, o stress externo com os campos magnéticos incrementou a 

produção de carotenoides.

P. rhodozyma SFAS-TZ0 foi cultivada em suco de batata doce como substrato, a 

400 rpm, 1,4 vvm, com volume útil de 3L e 20°C (Zhang et al., 2023b), alcançando 15,46 g. L- 1 

de biomassa e 6,045 mg.L-1 de astaxantina. Estes valores foram superiores a produção de 

biomassa e carotenoides do presente estudo, alcançando uma diferença de 27,7% e 32,1%, 

respectivamente, provavelmente associado a cepa da levedura e a suplementação do meio de 

produção com extrato de levedura, que oferece maior teor de nitrogênio para síntese de seus 

compostos. Ao contrário do meio de melaço de soja que é usado como substrato único uma vez 

que tem a quantidade necessária de elementos para produzir biomassa. Destaca-se assim o 

potencial do meio como substrato único para o cultivo desta levedura.
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L⁻¹ h⁻¹ para biomassa

Outro parâmetro de eficiência de processo em cultivos em biorreatores de bancadas é o 

coeficiente volumétrico de transferência de oxigênio, que mede a eficiência em que oxigênio 

do ar passa ao meio de cultivo para ficar disponível para as células. No meio agroindustrial 

escolhido e nas condições de operação obteve-se um kLa de 21,7 h-1, valor necessário para a 

produção de biomassa microbiana em escala laboratorial (Vanags; Suleiko, 2022).

3.3 COMPARAÇÃO DOS MÉTODOS DE SECAGEM 

A diferença da biomassa úmida (padrão) com teor de umidade de 82,7± 0,1% comparada 

aos dois métodos de secagem, leito de jorro e liofilização que atingiram 3,9± 0,1% e 1,2± 0,1%, 

respectivamente, pode ser visualizada na Figura 2, este fenômeno pode ser dado devido a 

possível compactação da bicamada lipídica durante a remoção da água que causa transições de 

fase dependentes do teor de água e estabilidade estrutural conferida pela parede celular 

(Santivarangkna, Kulozik, Foerst, 2008). Como representado o leito de jorro conseguiu secar 

96,1% da biomassa úmida, enquanto que o liofilizado conseguiu 98,8%. Isso se explica porque 

na secagem por sublimação a água da matriz do estado sólido para o gasoso, sem passar pela 

fase líquida (Nowak; Jakubczyk, 2020). A secagem por leito de jorro faz com que as partículas 

sólidas sejam suspensas por um fluxo de ar para evaporação de água podendo causar a remoção 

incompleta da umidade residual (Sivakumar et al., 2016). Outro fator para esse efeito é a 

umidade do ar acima do ideal para secar materiais (80,0% de umidade) e temperatura que 

ocorreram no dia do processo da secagem no leito de jorro. Alguns autores encontraram 
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processo, como ilustrado na Figura 3. A grande diferença na recuperação de carotenoides em 

biomassas úmidas com concentração de carotenoides expressos em β-caroteno

de 59,14± 1,61 µg.g-1 e astaxantina de 98,78± 2,78 µg.g- 1 podem ser observadas quando 

comparada as secas. Isso se deve porque a presença de água livre na biomassa de leveduras 

impede a ruptura celular para a recuperação de carotenoides (Fonseca et al., 2011).

Silva et al. (2023a) alcançaram uma concentração específica expressa em astaxantina 

de 196,49 µg.g-1 através da metodologia de secagem em estufa de circulação a 35°C por 48h 

(método padrão). No presente estudo através do método padrão (Figura 3) foi possível obter 

uma concentração de carotenoides expressos em β-caroteno 157,71± 3,28 µg.g-1 e astaxantina 

249,54± 2,49 µg. g-1 mostrando-se superior em 78,7% na concentração de astaxantina em 

relação ao encontrado por Silva et al. (2023a). Pacheco et al. (2025) recuperou β-caroteno e 

astaxantina de 159,97 µg.g-1 e 252,55 µg.g-1, respectivamente, por este método padrão (secagem 

em estufa), sendo este valor ligeiramente superior a este estudo, porém, ressalta-se que essa 

diferença é provavelmente devido a maior concentração de substrato no 

cultivo (150 g.L-1).

Ao comparar outros métodos de secagem (Figura 3) foi possível obter a melhor 

recuperação de carotenoides na biomassa seca em leito de jorro com uma concentração de 

carotenoides expressos em β-caroteno 179,91± 2,43 µg.g-1 e astaxantina 291,97± 4,45 µg.g-1. 

Um aumento de 67,0% de recuperação em relação a recuperação de carotenoide da biomassa 

úmida. Este é um dos únicos estudos de secagem em leito de jorro para leveduras 

carotenogênicas sendo possível verificar que esta técnica contribui para manutenção e 

quantificação dos carotenoides de acordo com os teores obtidos. Compostos termossensíveis 

como a bixina de sementes do fruto de urucum foram secos em leito de jorro, obtendo pó de 

semente de urucum de 134,95 g com 47,52 g de bixina, sendo considerado um método eficiente 

para este fim (Taham; Silva; Barrozo, 2016). Da Silva et al. (2018) estudaram a secagem por 

leito de jorro em resíduos de camarão rosa para recuperação de astaxantina alcançando 

29,81 µg. g-1, com uma temperatura de entrada de 90°C e um ∆T de 70°C obtendo um 

rendimento de 50,4% em relação ao teor total presente no resíduo úmido outro lado, o método 

de liofilização se mostrou menos eficaz quando comparado ao jorro, alcançando uma 

concentração de carotenoides expressos em β-caroteno de 79,38± 0,65 µg.g-1 e astaxantina 

130,57± 2,15 µg.g-1. Silva et al., (2023a) encontrou ao liofizar a biomassa desta levedura 

199 µg. g-1 de astaxantina. Relaciona-se o efeito de dificuldade de recuperação no presente 

estudo devido à demora no processo primário de secagem a frio e as variações de temperatura 

e pressão podem ter ocasionado a degradação destes compostos (Coşkun et al., 2024). 
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Outros parâmetros para avaliar a saturação da cor, tonalidade predominante e a diferença 

perceptível entre as cores são o Croma, Ângulo Hue e ∆E (Figura 5). O croma da amostra 

úmida, seca em leito de jorro e liofilizada obtiveram valores de 49,31, 57,30 e 41,75, sendo que 

a biomassa seca em leito de jorro indicou cor mais intensa tornando-a de aparência mais 

atrativa, sendo observado o efeito contrário na biomassa liofilizada. No Ângulo Hue todas as 

amostras estiveram entre valores de 0 a 90°C indicando que as amostras estão nas tonalidades 

avermelhadas-amareladas, comportamento esperado pois as biomassas possuem carotenoides 

como metabolismo secundário. O valor de ∆E (Diferença total de cor) das amostras é maior 

para liofilizador (14,07) e para leito de jorro foi menor (10,65) quando comparados a amostra 

padrão indicando assim que as amostras liofilizadas perceptivelmente são mais diferentes que 

do leito de jorro em 32,1%. 

Lyu et al. (2021) secaram amostras de cenoura por método de secagem a calor e por frio 

(liofilizado). Um comportamento similar a este estudo foi observado, já que o produto 

liofilizado apresentou menores valores para croma a* e b*, um aumento de L* e Ãngulo Hue, 

tornando a amostra mais clara e amarela. Este fator é explicado pelos autores devido que quando 

amostras são liofilizadas as microestruturas mudam assim como também modifica a interação 

com a luz, desenvolvendo amostras com cor mais clara e com menor intensidade. Outros autores 

como Fujita et al. (2013), compararam a secagem de leito de jorro com e sem maltrodextrina 

com a liofilização em frutos do camu-camu. A amostra liofilizada foi 26,04 mais clara e 

saturada, já o camu camu seco em pó em leito de jorro sem maltodextrina teve aparência menos 

intensa e mais escura variando no croma entre 21,79 e 24,55, diferente foi a secagem em leito 

de jorro com presença de maltodextrina (6,0%) que apresentou um croma de 26,92 a 31,97, 

indicando semelhança com a secagem da liofilização do camu camu, sendo visto como melhor 

aliado a secagem de leito de jorro para melhor preservação de cor. Assim, ao comparar o valor 

de diferença de cor (∆E) pode-se e dizer que no presente estudo a melhor aparência foi da 

biomassa seca em leito de jorro, já que teve menos diferença de cor quando comparada a 

biomassa úmida, mostrando potencial como corante vermelho-amarelado.
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intacto, e no leito de jorro em contrapartida a cinética de partículas ajuda na quebra da parede 

celular. O teor de carboidrato e extrato seco apresentou valores com pequenas diferenças, sendo 

que o liofilizador proporcionou 2,0% e 2,8% a mais carboidratos e extrato seco total. 

Tabela 2- Composição Centesimal da Biomassa de P. rhodozyma cultivada em biorreator de 

bancada de 5 L, com 100 g·L⁻¹ de melaço de soja, a 300 rpm, 1vvm, 25°C e pH inicial 6, e 

seca por leito de jorro e liofilizador 

a Base seca. Os resultados são expressos como valores médios ± desvios-padrão (N = 3). Letras maiúsculas 

diferentes na linha apresentam diferenças significativas (p<0,05) em diferentes tipos de secagem segundo o teste t

Autores como Lai et al. (2022), caracterizaram a biomassa liofilizada de P. rhodozyma 

Y119 cultivada em resíduos alimentícios obtendo valores de sólidos totais de 96,0 %, amido 

31,6 %, lipídeos 9,1% e proteínas 20,7%. Valores que diferem do estudo devido a cepa da 

levedura e da relação C/N que este meio pode oferecer. Outros autores que caracterizaram a 

biomassa para produzir mais proteína através da seleção induzida por herbicida foram Raita et 

al. (2025) obtendo 31% de proteína na P. rhodozyma DSM 5626, destacando que esta levedura 

possui maior opção no mercado de proteínas. 

Com isso nota-se que as leveduras caracterizadas nos estudos anteriores corroboraram 

com maior produção de proteína, deixando assim nossos resultados satisfatórios pois mostra 

que a cepa da levedura selecionada neste estudo e cultivada em melaço de soja produz uma 

biomassa de alto valor biológico.

A partir dos resultados obtidos na caracterização e contribuindo as análises de cor e 

recuperação de carotenoides definiu-se que a biomassa de P. rhodozyma seca em leito de jorro 

teve melhor desempenho, assim se escolheu este método a fim de concentrar o estudo, para 

avaliara a influência da secagem por este método em seus grupos funcionais e na estabilidade, 

que é um dos objetivos do estudo.

Componente
Composição do componente (% m.m-1)

Biomassa seca em jorro Biomassa liofilizada
Lipídeos a 34,9 ± 0,3B 39,0±0,2A

Proteínas a 23,3 ± 0,4A 19,2±0,5B

Cinzas a 4,8 ± 0,1A 4,1±0,2B

Carboidratos a 37,0 37,7
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3.4 AVALIAÇÃO DA BIOMASSA SECA POR LEITO DE JORRO 

O espectro de absorção para determinação dos grupos funcionais da biomassa seca em 

leito de jorro estão representados na Figura 6. As primeiras bandas de absorção ocorrem na 

faixa de 3600 a 3200 cm-1 (Pico 1) sendo esta banda mais longa e ampla, indicando grupos O-

H devido a absorção da umidade e estiramento de polissacarídeos, também indica grupos -NH, 

podendo indicar proteínas presentes. O pico 2 da faixa de 3100–3000cm-1 representa C–H 

(aromáticos ou instaurados) com pequenas vibrações alifática (Ferreira Filho; Burkert; Burkert, 

2025). Picos em torno de 2920 e 2850 cm⁻¹ (picos 3 e 4) representam estiramentos de C–H de 

grupos metileno e metila relacionados com cadeias lipídicas ou grupos metila-metileno de 

ácidos graxos (Borges; De Sousa Costa; Druzian, 2014). A banda de absorção (pico 5) dentro 

da faixa de 2300 a 2000 cm-1indicam presença de ligações C=C ou C≡N (ligações triplas) 

(Ferreira Filho; Burkert; Burkert, 2025) na banda de absorção de 1750-1700 cm-1(pico 6) 

encontra-se estiramento em esterés e aldeídos C=O, carbonilas de triglicerídeos ou acetato e 

piruvato, representando lipídeos na amostra (do Nascimento; de Oliveira; Leite, 2019; Ferreira 

Filho; Burkert; Burkert, 2025). A faixa de absorção na banda de 1716-1643 cm-1 (Pico 7) 

representam agrupamento amida I e C=C conjugado, podendo estar relacionado ao teor de 

proteína ou de carotenoides que a amostra apresenta. A banda de 1600 a 1500 cm-1 (Pico 8) traz 

agrupamentos amida II (C-N e C-H) indicando teores de proteína (do Nascimento et al., 2019). 

Entre a banda de 1500 e 1300 cm-1 (Pico 9) encontram-se deformações de cadeias alifáticas 

(C- H) podendo representar lipídeos ou aminoácidos hidrofóbicos (Ferreira Filho; Burkert; 

Burkert, 2025). O Pico 10 encontrado na faixa de absorção de 1300 a 1200 cm-1 representa C-

O-C de acetil ou ligações glicosídicas como mananas e glucanas (do Nascimento et al., 2019). 

Já na banda de absorção de 1200 a 800 cm- 1 (Picos 11, 12 e 13) encontram-se C- O, C-C em 

polissacarídeos e ligações β- glicosídicas também associadas a polissacarídeos (Ferreira Filho; 

Burkert; Burkert, 2025), abaixo da banda de absorção de <800 cm-1 (pico 14) podem indicar 

deformações específicas de C-H em anéis ou insaturações (fingerprint) (do Nascimento et al., 

2019).
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A avaliação da concentração de carotenoides da biomassa seca em leito de jorro (Figura 

7) e o comportamento da cor (Figura 8 e 9) foram realizados ao longo de 90 dias de 

armazenamento. A concentração específica de β-caroteno e astaxantina inicialmente foram de 

137,10 ± 0,93 µg.g-1 e 227,41 ± 2,51 µg.g-1, respectivamente. Para avaliar a melhor forma de 

conservação da biomassa se usaram dois parâmetros a temperatura ambiente (entre 25,5 a 28ºC) 

e refrigeração (4ºC). 

Quando armazenados em temperatura ambiente tem-se uma diminuição ao final de 90 

dias de armazenamento de β-caroteno de 65,6% e astaxantina de 66,3%, atingindo valores finais 

de 47,19±2,16 µg.g-1 e 76,56±3,36 µg.g-1, respectivamente. Essas perdas em temperatura 

ambiente para β-caroteno foram significativas nos primeiros 30 dias atingindo 37,9%, em 15 

dias com 85,08 ± 1,47 µg.g-1 e 43,8% em 30 dias de armazenamento 76,97 ± 1,33 µg.g- 1. Já 

nos dias 45 e 60 não houve diferença estatística estabilizando entre 54 e 55% comparado ao 

primeiro dia. De maneira semelhante ocorreram nos dias 75 e 90 dias sendo as perdas 

majoritárias de β-caroteno. Para astaxantina na biomassa armazenada a temperatura ambiente 

mostrou-se uma redução significativa nos primeiros 15 dias, chegando a perder cerca de 36,6% 

alcançando 144,25 ± 0,81 µg.g-1. Já para os dias 30, 45 e 60 as perdas não foram estatisticamente 

significativas mantendo-se entre 56,3 a 56,8 % atingindo 99,27 ± 0,58 µg.g-1. Nos dias 

subsequentes, 60 e 90 dias, observa-se perdas adicionais (63,7% -66,3%) mas não diferentes 

estatisticamente.
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186,27 ± 2,69 µg.g- 1, a partir desse dia até o dia 75 de armazenamento não houve diferença 

significativa variando em 16,5% a 18,6%, já para o último dia de armazenamento (dia 90) 

observou-se uma leve redução significativa na concentração deste carotenoide (24%).

Com respeito a estabilidade de carotenoides a literatura faz maior referência a 

microcápsula e extratos, não havendo dados sobre a estabilidade da biomassa. Entre os 

pesquisadores que trabalharam com esta levedura Silva; Burkert; Santos, (2024c) avaliaram o 

extrato carotenogênico etanólico (extrato verde) de P. rhodozyma, observando que o 

armazenamento a 4°C conservou melhor quando comparado a altas temperaturas (45ºC e 65ºC), 

resultando como tempo de vida médio 8,6 dias. Assim reforça-se que a refrigeração preserva 

melhor os bioativos carotenogênicos.

Para avaliação da cor foi utilizado a variação de parâmetros de L*(luminosidade), 

a*(transição de cor azul a vermelha), b*(transição de cor verde-amarela) (Figura 8), croma 

(Intensidade da cor), Ângulo Hue (tonalidade) e ∆E (diferença total da cor em relação a amostra 

padrão do dia 1) (Figura 9). A biomassa seca em leito de jorro do dia 1 apresentou como valor 

L*: 58,46 ± 0,08, a*: 45,33 ± 0,01 e b* :35,07 ± 0,02. A partir desses valores o dia 1 tem de 

parâmetro croma e ângulo hue: 57,32 e 37,73 respectivamente. 

Para o armazenamento em temperatura ambiente o parâmetro L* foi maior no dia 75 

com 73,36 ± 0,25, representando um clareamento da amostra de 25,45%, o segundo maior 

clareamento ocorreu no tempo 60 dias com 69,58 ± 0,01 representando 19,06%. Esse 

clareamento pode-se observar nos primeiros dias de armazenamento com clareamento de 

16,06% não tendo diferença significativa com os dias 30 e 90. Já o menor clareamento ocorreu 

no dia 45 atingindo um valor de 62,47 ± 0,12. Em comparação ao resfriado observa-se que o 

maior valor de L* foram nos primeiros 15 dias obtendo um clareamento de 11,78% com 

65,35 ± 0,11, após esse período o valor de L* mesmo com diferenças significativas foram bem 

próximos oscilando entre 62,47 ± 0,12 e 64,62 ± 0,02, diminuindo apenas no tempo 90 dias 

com 55,49 ± 0,06. Indicando um escurecimento na biomassa dada pela refrigeração.
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A amostra resfriada teve menor perda no parâmetro a* aos 90 dias comparando a 

amostra em temperatura ambiente, indicando a presença majoritária de vermelho com 

39,58 ± 0,06. A maior perda neste parâmetro foi nos primeiros 15 dias de armazenamento 

chegando ao valor de 35,23 ± 0,03, já os restantes de dias se mantiveram estável, mesmo 

diferentes estatisticamente, oscilam entre uma perda de cor vermelha de 11,13% a 13,21%. No 

parâmetro b* que representa coloração amarela os valores de amarelo foram perto aos valores 

encontrado no outro armazenamento até o dia 30 variando entre 32,76 ± 0,04 e 33,97 ± 0,04, a 

partir do dia 45 (33,42 ± 0,04) a variação começo a aumentar sendo que a amostra manteve a 

coloração amarela estável sem diferenças significativas até o dia 60, no dia 75 não teve 

variações bruscas chegando a um valor de 34,12 ± 0,04. a maior perda nesse parâmetro se teve 

no dia 90 atingindo uma perda de 16,77% (29,18 ± 0,22).

A Figura 9 apresenta outros parâmetros de cor como croma, Ângulo hue e ∆E. Na 

biomassa do dia 1 mostrou um valor de croma de 57,32 e de Ângulo Hue de 37,72 sendo o 

último parâmetro zero, já que se trata da amostra padrão. Nesse sentido observa-se que quanto 

a vivacidade da cor (croma) a amostra a temperatura ambiente teve maior perda (38,41 %) 

chegando ao valor de 35,31 aos 90 dias de armazenamento já a amostra resfriada teve uma 

perda de vivacidade de 14,20% chegando ao valor de 49,17, a diferença dessa amostra nesse 

parâmetro é a estabilidade da vivacidade de cor no refrigerado a partir do dia 15 ao 75, mesmo 

havendo diferença significativa os valores oscilaram apenas entre 50,89 e 52,49, ao contrário 

da biomassa a temperatura ambiente que nesse mesmo período a oscilação foi maior estando 

valores em torno de 39,60 e 48,11. No parâmetro de ângulo hue que representa a tonalidade 

percebesse que na amostra em condições ambiente ocorreu deslocamentos da coloração 

vermelha para tonalidade mais amarelada chegando aos 90 dias a 45,51, já a amostra refrigerada 

a tonalidade da cor foi mais estável preservando mais a cor avermelhada ficando com valor de 

40,86 aos 75 dia e 36,39 aos 90 dias, valores próximos ao padrão. A queda no dia 90 pode-se 

relacionar alguma reação química que altere a tonalidade do pigmento nas duas amostras.

Arrieira et al. (2025) monitoraram a cor de óleo de Rhodotorula mucilaginosa extraídos por 

Bligh e Dyer ou por Hara e Radin durante 8 dias, sendo as amostras protegidas contra a luz e 

armazenadas em dessecador. Após 8 dias os óleos extraídos por Bligh Dyer mantiveram a cor 

contudo, as amostras obtidas por Hara e Radim diminuíram o parâmetro a* ou seja acarretou 

em perda de cor vermelha, sugerindo que ocorreu perda ou isomerização dos carotenoides 

presentes no óleo. Comportamento semelhante foi observado no presente estudo pois a 
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biomassa armazenada em temperatura ambiente diminuiu também no parâmetro a* (cor 

vermelha). 

Sendo que a temperatura ambiente é 25,5 a 28ºC e refrigerada 4ºC

O valor de ∆E representa a diferença visível das amostras sendo que valores maiores 

possuem maiores diferenças visíveis. Nas amostras apresentadas tem-se que o maior valor se 

encontra nas amostras a temperatura ambiente chegando a uma diferença de 24,41 em 90 dias 

e 25,14 em 75 dias, já na amostra refrigerada a diferença é menor representando maior 

estabilidade da cor em 90 dias teve-se uma diferença de apenas 8,75. Como os valores são 

maiores que 3 pode-se afirmar que as diferenças são visíveis assim as Figuras 10 e 11 

representam essa diferença. A Figura 10 representa a biomassa no dia 1 e a Figura 11a representa 

a biomassa conservada em temperatura ambiente (25,5 a 28ºC) e a 11b representa a biomassa 

conservada por refrigeração (4ºC) as duas no tempo 90 dias.

Figura 9- Parâmetros de cor croma, Ângulo Hue e ∆E de  Estabilidade da biomassa de P. 

rhodozyma seca em leito de jorro cultivada em biorreator de bancada de 5 L, com 100 g·L⁻¹ 

de melaço de soja, a 300 rpm, 1vvm, 25 °C e pH inicial 6, quanto a concentração de 

carotenoides em diferentes temperaturas de armazenamento
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de jorro recuperou 157,71 µg. g-1 de β-caroteno e 249,54 µg. g-1 de astaxantina. Ao comparar 

com a biomassa liofilizada o leito de jorro aumentou a recuperação em 55,9% em β-caroteno e 

55,3% em astaxantina. Em relação a secagem por circulação de ar o leito de jorro foi superior 

em 12,3% de β-caroteno e 14,8% de astaxantina. A avaliação da cor da biomassa seca em leito 

de jorro foi muito mais preservada que a liofilizada, atingindo maior intensidade de vermelho 

e amarelo, assim como menor diferença perceptível em relação à biomassa úmida. Quanto a 

composição centesimal e preservação dos grupos funcionais a manutenção dos macronutrientes 

no leito de jorro foi eficiente para proteínas e cinzas, sendo inferior ao liofilizado com perdas 

de cerca de 10% em lipídeos e menos de 1% em carboidratos. É necessário destacar que o 

armazenamento da biomassa sob refrigeração diminui a degradação de carotenoides e preservou 

a cor, sendo o efeito contrário em temperaturas ambiente. Assim pode-se dizer que usar o leito 

de jorro como método de secagem é uma opção viável de preservação de biocompostos para 

futuras aplicações.
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MELAÇO DE SOJA: SUSTENTABILIDADE NA PRODUÇÃO DE ÓLEO MICROBIANO 

POR Phaffia rhodozyma 

A busca de meios sustentáveis para produzir óleos ricos em ácidos graxos insaturados tem sido 
um desafio, com isso óleos microbianos têm-se tornado uma alternativa. Phaffia rhodozyma é 
uma levedura oleaginosa e GRAS, pouco explorada para a produção de lipídeos, sendo sua 
produção dependente da composição do meio de cultivo e condições de processo. O melaço de 
soja, coproduto agroindustrial, tem-se tornado uma opção promissora para esse desafio. Para 
isso, cultivou-se a levedura com 100g.L-1 de melaço de soja em biorreator de bancada de 5L 
nas condições de 300 rpm, 1vvm a 25°C por 144h. Os lipídeos foram recuperados pelo método 
Bligh e Dyer com e sem hidrólise ácida, e seus perfis determinados por cromatografia gasosa, 
índices de iodo e saponificação por RMN os índices de iodo e saponificação. Os índices de 
acidez e peróxido foram determinados por titulometria. Nessas condições foram alcançados 
12,59 ±0,048 g.L-1 de biomassa durante o cultivo, e concentração volumétrica expressa em 
astaxantina e β-caroteno de 1941,97 ±34,810 µg.L-1 (154,23 ± 2,606 µg.g-1) e 1081,67 ± 9,741 
µg.L-1 (85,91 ±1,01 µg. g-1), respectivamente. A produção de 4,2 g.L-1 lipídeos (±35%m.m-1) 
foi obtida, resultado que foi potencializado pela razão C/N de 44,39 empregada no meio de 
produção. O óleo apresentou relação de ácidos graxos saturado/insaturado de 0,24, índice de 
iodo 74 g.I₂ 100 g⁻¹; saponificação 161 mg KOH g⁻¹, acidez de 5,02 mg KOH g⁻¹ e peróxido 
3,19 m Eq O₂. kg⁻¹. Portanto, os resultados indicam alto grau de instauração, baixa oxidação e 
alto teor de ácidos graxos livres, demonstrando que o óleo microbiano produzido tem grande 
potencial nutricional e aspectos de sustentabilidade para futuras aplicações alimentícias.

Palavras-chaves: Ácidos graxos insaturados, Leveduras oleaginosas, Substrato agroindustrial.

O consumo de gorduras insaturadas que não estejam na forma trans tem sido 

recomendado, devido às propriedades nutricionais e tecnológicas que oferecem à saúde como 

diminuição do LDL (lipoproteína de baixa densidade) e propriedades antinflamatórias. 

Atualmente a maior fonte de produção destas gorduras são de origem vegetal (Rosqvist; 

Niinistö, 2024). Contudo estas apresentam desafios na qualidade e na diversificação (Wen et 

al., 2023), uma vez que a demanda mundial de consumo aumentará em 46% até 2050; e a 

produção de monoculturas como soja, dendê ou outras culturas oleaginosas levam a efeitos na 

degradação de terras, mudanças climáticas, problemáticas nas biodiversidades e 

consequentemente na segurança alimentar (Meijaard et al., 2020). 

Com isso processos biotecnológicos com leveduras são alternativas para enfrentar estes 

desafios, que tem sido encontrado 160 leveduras produtoras de óleos com produção igual ou 

acima de 20% de lipídeos. Mas, que não foram aplicadas devido ao alto custo de produção e a 
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resistência do consumidor, pois algumas delas pertencem as OGM (Organismos geneticamente 

modificados) ou tem sido declaradas como patogênicas (Abeln; Chuck, 2021). As leveduras 

oleaginosas que produzem carotenoides (leveduras vermelhas) têm chamado atenção da 

indústria devido ao poder antioxidante e aos papéis importantes na saúde que estes pigmentos 

proporcionam, além da coloração chamativa que possuem (Li et al., 2022). 

Dentre estas leveduras Phaffia rhodozyma tem sido destaque para várias pesquisas 

devido ao seu status GRAS (Generally Recognized as Safe), alta adaptabilidade em diferentes 

meios de cultivos e principalmente pela sua produção majoritária de astaxantina e β-caroteno 

(Silva et al., 2023a). Contudo o potencial lipídico tem sido pouco explorado na literatura, isso 

porque o principal foco é a produção de astaxantina que tem efeitos competitivos no 

metabolismo com a produção de etanol, proteína e ácidos graxos (Xiao et al., 2015). Não 

obstante, o acúmulo de lipídeos por esta levedura tem sido benéfico, pois em estudos com 

biorrefinaria mostrou-se que o seu perfil lipídico apresenta ácidos graxos insaturados de alto 

valor comercial, além de ser rico em carotenoides e que possuem grande potencial para futuras 

aplicações (Mussagy et al., 2022). 

Assim, meios de cultivo alternativos têm sido procurados para esta levedura. Dentre 

estes o melaço de soja, coproduto agroindustrial da proteína de soja tem-se tornado uma 

alternativa promissora, pois possui potencial sustentável e de baixo custo para cultivos 

microbianos, devido ao seu alto teor de carbono (da Natividade et al., 2025). Estudos com este 

coproduto tem demonstrado o seu potencial no aumento de produção de biomassa e 

carotenoides de P. rhodozyma, reduzindo custos, com o meio de produção, em até 90% em 

comparação ao cultivo em extrato de malte e levedura (YM) (Pacheco et al., 2025). 

É possível observar que a produção de biomassa e a composição dela esta levedura 

depende de fatores específicos de sua espécie, condições de processo e meios de cultivo que 

favorecem a produção de lipídeos ou outros metabólitos. Assim, é necessário avaliar o potencial 

do melaço de soja como substrato de meio de cultivo na produção de lipídeos para esta levedura, 

podendo ser objeto de estudo de futuras aplicações em cultivos para outras leveduras 

oleaginosas. Portanto, é possível vislumbrar o potencial de P. rhodozyma na síntese de óleos 

microbianos de alto valor agregado. 

Nesse contexto o objetivo do estudo foi avaliar a produção de óleo por P. rhodozyma 

cultivada em biorreator de bancada com melaço de soja como substrato no cultivo e caracterizar 

parcialmente o óleo produzido.
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2.1. MICRORGANISMO, PREPARO DE INÓCULO 

A levedura Phaffia rhodozyma NRRL Y-17268 (GRAS) foi obtida do Laboratório de 

Pesquisa Regional do Norte (Peoria, IL, EUA), e mantida a 4°C em ágar inclinado, 20 g.L⁻¹ de 

ágar em meio YM (glicose 10 g.L⁻¹, peptona 5 g.L⁻¹, extrato de levedura 3 g.L⁻¹ e extrato de 

malte 3 g.L⁻¹) (Silva et al., 2020). A reativação do microrganismo foi feito através da raspagem 

celular em tubos YM ágar. O pré-inoculo do microrganismo foi feita em tubos contendo 9 mL 

de caldo YM e a raspagem de células com 1 mL de água peptonada a 0,1% (v/v) incubados a 

25°C por 48 h. Para inóculo usou-se Erlenmeyer de 250 ml contendo 90 mL de meio YM e 10 

mL do pré- inoculo nas seguintes condições: 150 rpm, 25°C, pH inicial 6, o tempo de incubação 

foi até atingir 1.10⁸ células. mL⁻¹ determinada em câmara de Neubauer (Pacheco et al., 2025).

2.2 CONDIÇÕES DE CULTIVO

A concentração do meio cultivo foi de 100 g.L-1 de melaço de soja definido por estudos 

preliminares. O cultivo foi feito em batelada no biorreator de bancada de 5 L, com 4 L úteis 

contendo 10% de inóculo, iniciando o cultivo com 1.107 células. mL-1, nas seguintes condições: 

25°C, pH inicial ajustado para 6, 300 rpm e 1vvm (Silva et al., 2023b).

2.3 CARACTERIZAÇÃO DO MEIO DE CULTIVO AGROINDUSTRIAL

O melaço de soja, foi concedido pela empresa CJ Selecta (Araguari, Brasil) e mantido 

sob refrigeração a 8°C. A caracterização quanto carbono, hidrogênio e nitrogênio (CHN) foi 

realizada por analisador elementar (Perkins Elmer 2400 Series II, EUA) onde as amostras foram 

submetidas a combustão em oxigênio puro com detecção e quantificação dos gases por 

condutividade térmica (TCD) (Ferreira Filho; Burkert; Burkert, 2025). A caracterização físico-

química seguiu a metodologia de Oliveira; Michelon; Burkert, (2020), determinando-se 

lipídeos por extração em Soxhlet método 920,39 da AOAC (1995), teor de proteínas por 

Kjeldahl método 955,04C da AOAC (2000), cinzas por incineração em mufla método 942,05 

da AOAC (2000); e carboidratos por diferença. 
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2.4. DETERMINAÇÃO DO COEFICIENTE VOLUMÉTRICO DE TRANSFERÊNCIA DE 

OXIGÊNIO NA FASE LÍQUIDA (KLa)

O coeficiente volumétrico de transferência de oxigênio (kLa) na fase líquida foi feito 

após o oxigênio dissolvido do meio de cultivo não inoculado for removido por borbulhamento 

de nitrogênio no biorreator, para depois ser ativado os parâmetros: aeração 1vvm e agitação 

300 rpm. O monitoramento da concentração de oxigênio dissolvido foi realizado em tempo real 

através de um eletrodo. A curva de reoxigenação do meio foi a base para calcular a kLa (Ferreira 

Filho; Burkert; Burkert, 2025) e utiliza a Equação (1) abaixo apresentada.

−𝑘𝐿𝑎. t = ln(C∗−ODC∗ )                  Equação 1

Onde t = tempo em horas, C* = concentração de oxigênio saturado em equilíbrio com o 

ar (equivalente a 100% OD). OD= concentração de oxigênio dissolvido no meio (em %).

2.5 DETERMINAÇÃO DA CONCENTRAÇÃO DE BIOMASSA E pH DURANTE O 

CULTIVO

Amostras de 2 mL foram coletadas no decorrer do cultivo para análise de biomassa e 

pH. A amostra foi centrifugada a 1745×g por 10 min numa centrífuga Cientec CT-5000 R, 

Brasil. O sedimento foi lavado com água destilada duas vezes e centrifugado novamente, logo 

após a biomassa foi quantificada por espectrofotometria a 620nm, e foi relacionada com a curva 

padrão construída previamente. O sobrenadante foi usado para medir o pH usando um pHmetro 

digital (Marte MB-10, Brasil). de acordo com as normas da AOAC (2000) (Silva et al., 2023c).

2.6 PRODUTIVIDADE NO CULTIVO

A produtividade da biomassa e da concentração volumétrica de carotenoides do cultivo 

foram calculadas através da Equação (2) e Equação (3) (Rodrigues et al., 2019). 

   P(x) = Bmax−B0∆t                                                   Equação 2P(CV) = CVmax−CVO∆T                                               Equação 3
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Onde Bmax= concentração de biomassa máxima (g.L-1); B0= concentração de biomassa 

inicial (g.L-1); CVmax= concentração volumétrica máxima de carotenoides (µg.L-1); CV0= 

concentração volumétrica inicial de carotenoides (µg.L-1); ∆t = intervalo de tempo de 

fermentação (h).

2.7 SECAGEM DA BIOMASSA

A biomassa foi seca em leito de jorro conforme adaptação de Larrosa et al. (2018) 

usando leito com coluna cilíndrica de aço inox e base cônica de vidro (60°, 0,15 m de altura e 

0,175 m de diâmetro), e operado em regime de jorro estável, com velocidade acima da mínima 

de jorro (vjm) nas seguintes condições: biomassa diluída até umidade inferior de 95%, 

temperaturas de entrada 95°C, saída do ar de 65°C,  ΔT = 30°C, ar comprimido de 101 kPa e 

atomização semi-contínua de 0,2 kg·h⁻¹·kg⁻¹ de inerte. Após seca foi moída até chegar na 

granulometria de 115 mesh (Cipolatti et al., 2015).

2.8 EXTRAÇÃO E DETERMINAÇÃO DA CONCENTRAÇÃO DE CAROTENOIDES

Para extração de carotenoides foi utilizado 0,05 g da biomassa seca, 2 mL de 

dimetilsulfóxido aquecido a 55°C (ruptura da parede celular), seguida de homogeneização em 

vórtex por 1 min a cada 15 min. durante 1h. Após isso a extração sólida-líquido foi feita com 

6 mL de acetona e homogeneização em vórtex por mais 1 min e centrifugou-se a 1745 × g por 

10 min (Cientec CT-5000 R, Brasil). Este processo foi repetido até o branqueamento da célula. 

Na partição líquido-líquido foi usado 10 mL de NaCl 20% (m.v-1) e 10 mL de éter de petróleo, 

adicionando-se sulfato de sódio para remoção de excesso de água e foi deixado em repouso até 

a separação de fases para recuperação do sobrenadante (Cipolatti et al., 2015; Fonseca et al., 

2011; Silva et al., 2023a). Posteriormente foi quantificado usando espectrofotometria 

(Bioespectro SP-22, China) na faixa de 448 nm para β- caroteno e 474 nm para astaxantina. A 

concentração específica usou a absortividade específica em éter de petróleo para β- caroteno de 

2592 e astaxantina de 2100 (Pacheco et al., 2025) sendo calculado pela Equação 2 abaixo, de 

acordo Davies (1976).

CT = A∗V∗106ACM1% ∗100∗mamostra                                                 Equação 2
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Onde: CT = Concentração específica de carotenoides totais (µg. g-1), A= absorbância, 

V= volume (mL), mamostra = massa celular seca (g);  Acm1%= absortividade específica

2.9 DETERMINAÇÃO DE LIPÍDEOS POR BLIGH & DYER

Para quantificação de lipídeos testou-se a metodologia de Bligh e Dyer (1959) adaptada 

por Manirakiza; Covaci; Schepens, (2001). Duas formas de extração foram realizadas: Com 

ruptura química da parede celular usando 5 mL de ácido clorídrico HCl 2 M a 80 ºC por 1 h  

(Rodrigues et al., 2025b) e sem hidrolise ácida. As amostras com hidrólise ácida antes da etapa 

de extração foram resfriadas e centrifugadas a 3560 x g por 15 minutos descartando-se o 

sobrenadante. A etapa de extração com o uso de metanol e clorofórmio na relação (4:4 v/v), 

sendo que o clorofórmio foi realizado em duas porções, adicionando-se 3,6 ml de água 

destilada, sendo que cada etapa de adição foi seguida por agitação no vórtex 2 min, após esse 

processo se centrifugou a 3560 x g por 15 minutos recuperando-se a fração oleosa em balão 

seco e previamente tarado. A reextração seguiu o mesmo processo da extração sendo adaptado 

apenas o uso do solvente e volume, utilizando-se apenas 4ml de solução metanol: clorofórmio 

na relação 1:9 (v/v). O extrato lipídico recuperado foi rotaevaporado a 40°C para eliminar todo 

tipo de solvente presente, o resultado foi expresso em (% m/m) e determinado conforme 

Equação 3 abaixo (AOCS, 2009). 

Conteúdo lipidico = Pfm x 100                                       Equação 3

Onde: Pf = massa dos lipídeos extraídos da amostra (g); m = peso da amostra 

2.10 COMPOSIÇÃO CENTESIMAL DA BIOMASSA

A biomassa seca também foi caracterizada quanto à sua composição centesimal 

seguindo- se as metodologias da AOAC (2000) proteínas pelo método Kjeldahl e cinzas por 

incineração de mufla. Para a determinação de lipídeos foi usada a metodologia descrita acima 

pelo método de Bligh dyer (1959) adaptado por Manirakiza; Covaci; Schepens, (2001) com 

hidrolise ácida (HCl 2M) e os carboidratos foram determinados por diferença.



74

2.11 CARACTERIZAÇÃO DO ÓLEO MICROBIANO

Para a obtenção dos ésteres metílicos dos lipídeos extraídos, seguiu-se o protocolo 

descrito por Metcalfe et al. (1966). O perfil de ácidos graxos foi determinado por um 

cromatógrafo a gás equipado com injetor split/splitess com coluna capilar Zebron ZB-FAME 

(20 m x 0,18 mm ID x 0,15 µm) e 40 detectores de ionização de chama (FID) (Shimadzu, 

modelo – 2010 Plus). O N2 foi o gás de arraste. A temperatura do injetor e detector foi mantida 

em 250°C e 260°C; respectivamente. O programa da temperatura foi a seguinte: A temperatura 

inicial foi de 80°C por 1,5 min; após 160°C a uma taxa de aquecimento de 40°C. min-1, logo 

em seguida 185°C a uma taxa de 5°C min-1 e finalizando até 260°C a uma taxa de 30°C. min- 1.

Sendo o total de corrida de 40 minutos aproximadamente. Para identificar os compostos 

obtidos foi feita por comparação dos tempos de retenção das amostras com os padrões de ésteres 

metílicos de ácidos graxos (Supelco 37 componentes FAME MIX – Sigma-Aldrich Products), 

e a quantificação foi obtida por meio das áreas dos picos encontrados.

A espectrofotometria de ressonância magnética nuclear (RMN) foi utilizada para 

determinar os índices de Iodo e Saponificação que sintetizam propriedades globais não 

diretamente obtidas pelo perfil individual de ácidos graxos. (Bruker High Field, modelo 400 

MHz Ascend, Rheinstetten, Alemanha) equipado com um ímã de 9,4 T, correspondente a 400 

MHz para ¹H, e uma sonda de 5 mm de diâmetro. Para análise foi usado 20 mg dos lipídeos 

dissolvidos em 0,7 mL de CDCl₃ e transferidos ao espectrômetro. A sequência padrão ¹H-RMN 

usada consistindo em um pulso de 90°, com um tempo de aquisição de 9,109 s, 2.000 varreduras 

e janela espectral de 24,03 Hz. Os dados dos espectros integrados de RMN de H1 foram 

calculados pelo programa PROTEUS, método descrito por  Reda et al. (2006).

A determinação de acidez e peróxido foi realizado com duas biomassas de lotes distintos 

de produção (lote 1: biomassa armazenada há 2 meses e lote 2: biomassa produzida há 1 
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semana). Para a determinação do índice de acidez (AOCS Official Method Cd, 1980- Método 

Ca 5a-40) foi realizada por titulometria com NaOH 0,1N até o aparecimento de coloração 

rosada persistente por no mínimo 30s. A equação 4 determina a acidez em ácido oleico 

(g. 100g- 1). Acidez em ácido oléico ( g100g) = VNaOH∗28,2∗NNaOHPa                             Equação 4

 

Onde VNaOH = volume gasto na titulação, NNaOH= normalidade da solução NaOH e Pa= 

peso da amostra em gramas 

O índice de peróxido (AOCS Official Method Cd, 1980- Método Cd 8-53) foi 

determinado por titulometria com solução de ácido acético-clorofórmio e KI (iodeto de 

potássio), o resultante foi titulado com solução de tiossulfato de sódio 0,1N, adicionado de 

solução indicadora de amido 1% (m/v), e a titulação foi continua até o desaparecimento da cor 

azul. O índice de peróxido foi determinado pela equação 5 e expresso em mEq O2/kg de óleo

 IP = (Va−Vb)∗1000Pa                                                             Equação 5

Onde Va= volume de tiossulfato gasto na titulação da amostra, Vb= volume de tiossulfato gasto 

na titulação do branco, N = normalidade do tiossulfato de sódio, Pa= massa da amostra em 

gramas.

2.12 ANÁLISE ESTATÍSTICA

Os dados obtidos foram processados no software Statística 7.0 (StatSoft Inc., Tulsa, OK, 

EUA). Os experimentos foram representados com suas médias e desvio padrão, quando 

aplicável. As análises estatísticas incluíram a aplicação de análise de variância (ANOVA) para 

identificar diferenças significativas, com posterior teste de Tukey a um nível de confiança de 

95% (p ≤ 0,05). Para comparação entre dois tratamentos foi utilizado o teste t com um nível de 

significância definido em p < 0,05.

3.1 CARACTERIZAÇÃO DO SUBSTRADO PARA O MEIO DE PRODUÇÃO
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O melaço de soja utilizado no presente estudo possui concentração elementar de carbono 

de 30,63 ± ± 

±

(Kamzolova et al., 2022)

(Wiebe et al., 2012)

A composição centesimal do melaço de soja tem extrato seco total de 66,1 ± 0,3% e a 

tabela 1 mostra que o melaço de soja é rico em carboidratos, correlacionado assim ao grande 

teor de açúcar que o caracteriza, utilizado no cultivo de microrganismos (Gambarato et al., 

2025). Alguns autores como Oliveira; Michelon; Burkert (2020) destacam que o teor de lipídeos 

no melaço de soja pode ser muito variável, devido ao processamento da soja. Rakita et al. (2021) 

relatam teores de lipídeos de diferentes autores que caracterizaram o melaço de soja para 

nutrição animal os quais encontraram ao redor de 4 a 20 % de lipídeos, corroborando com a 

variabilidade lipídica.

Quanto a proteína e cinzas os valores obtidos são moderados para o substrato deixando 

em evidência o baixo teor de nitrogênio do meio e assim como a presença de diferentes 

minerais. É possível notar que o melaço de soja apresenta um ótimo potencial como substrato 

de cultivos microbianos. Pacheco et al. (2025) demostra que o uso de melaço de soja como 

único substrato no cultivo de P. rhodozyma é uma alternativa promissora e sustentável.

Tabela 1-Composição centesimal do Melaço de Soja

Componente Composição do componente (% m.m-1)
Lipídeos a 2,6 ± 0,3
Proteínas a 7,3 ± 0,0
Cinzas a 7,7 ± 0,0

Carboidratos a 82,5
a Base seca

3.2 CULTIVO MICROBIANO
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Os valores de biomassa, pH e concentrações de carotenoide de P. rhodozyma cultivada 

em biorreator de bancada com melaço de soja estão ilustradas na Figura 1. A maior produção 

de biomassa ocorreu em 144h sem diferença significativa nas horas seguintes. Neste tempo de 

processo foi alcançado 12,59 ±0,048 g.L-1 de biomassa, com pH de cultivo de 6,43±0,006, e 

concentração volumétrica expressa em astaxantina e β- caroteno de 1941,97 ±34,810 µg.L-1 

(154,23 ±2,606 µg. g-1) e 1081,67 ±9,741µg.L-1 (85,91 ±1,01 µg. g-1), respectivamente.

 

Os resultados são expressos como valores médios ± desvios-padrão (N = 3); Letras maiúsculas diferentes indicam 

diferenças significativas (p < 0,05) ao longo de todo o cultivo, após análise de variância seguido por teste Tukey

As produtividades de biomassa e concentração volumétrica de carotenoides estão 

apresentados na Tabela 2. Observa-se que no crescimento da levedura a maior produção de 

biomassa foi nas primeiras 24h (fase log) com a produtividade de 0,24 g.L-1.h-1 chegando a uma 

concentração de 7,59 ±0,022 g.L-1 que representa aumento de 75,1% em relação ao tempo 

inicial. Neste ponto também aumentou a produtividade da concentração volumétrica de 

carotenoides expressas em β-caroteno e astaxantina com 15,27 e 32,61 µg.L-1.h-1; 

respectivamente. Após as 144h de cultivo, não houve diferença significativa na concentração 

de biomassa mantendo-se a produtividade de 0,07 g.L-1. h-1 até as 168h, decrescendo 

Figura 1-Cinética de cultivo de P. rhodozyma em biorreator de bancada de 5 L com 

com 100 g·L⁻¹ de melaço de soja, a 300 rpm, 1vvm, 25 °C e pH inicial 6
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posteriormente nas 192h a 0,06 g.L- 1.h-1 atingindo 12,70 ±0,000 g.L-1 de biomassa. Porém a 

concentração de carotenoides no ponto 192h aumentou devido ao acúmulo na fase estacionária 

chegando em 97,75 ±1,757 µg. g-1 (1241,808 ±22,324 µg.L-1) para β-caroteno e 178,32 ±4,018 

µg. g-1 (2265,370± 51,042 µg.L-1) para astaxantina. Estes valores podem ser explicados pois 

quando se relaciona com a concentração de biomassa estável após as 144h percebe-se a levedura 

diminui o crescimento celular e aumentou a síntese de carotenoides, isso devido à falta de 

nutrientes (teor de nitrogênio) nessa fase de cultivo, redirecionando a levedura para aumento na 

síntese de metabolitos secundários (Paul; Kumari; Siddiqui, 2023).

Pacheco et al., (2025) estudando a mesma cepa da levedura percebeu o mesmo 

comportamento no cultivo em meio YM, onde o aumento de metabólitos secundários foi 

alcançado no final do cultivo com 288,20 ± 6,01 µg -g−1 para astaxantina e β-caroteno de 

162,64±3,11 µg. g−1. 

Tabela 2-Produtividade do cultivo de Phaffia rhodozyma em biorreator de bancada de 5L com 

100g.L-1 de melaço de soja, a 300 rpm, 1vvm, 25°C e pH inicial 6

Produtividade do cultivo de Phaffia rhodozyma em biorreator de bancada

Tempo
(Horas)

Biomassa
(g.L-1.h-1)

Concentração de carotenoides volumétricos (µg.L-1.h-1)

β-Caroteno Astaxantina

24 0,24 15,27 32,61

48 0,15 13,08 23,69

72 0,11 10,00 17,37

96 0,09 8,89 14,25

120 0,07 8,19 11,40

144 0,07 7,51 13,49

168 0,07 6,39 12,08

192 0,06 6,47 11,79

Dessa forma define-se o tempo para o cultivo de produção de biomassa em 144h pois 

neste ponto ocorreu a concentração máxima de biomassa, com produtividade celular aceitável 

e concentração de carotenoides expresso em β-caroteno e astaxantina satisfatória quando 

comparado a outros tempos posteriores, sendo economicamente mais viável.
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3.3 COMPOSIÇÃO DA BIOMASSA

A biomassa foi caracterizada de acordo com sua composição centesimal (Tabela 3) para 

determinar o direcionamento metabólico da levedura nessas condições de produção, e 

especialmente para avaliar seu potencial biotecnológico na produção de lipídeos. Na 

P. rhodozyma pouco tem se explorado a caracterização da biomassa, indicando a importância 

no estudo para avaliar o potencial deste microrganismo. Nos resultados apresentados a 

quantidade do extrato seco total foi de 96,1%, dos quais os lipídeos (±35%) foi o segundo maior 

composto encontrado na levedura indicando que este microrganismo possui grande potencial 

para produzir óleo microbiano, já que microrganismos produtores de mais de 20% de lipídeo 

na sua estrutura são considerados oleaginosos (Sineli et al., 2022).

Autores como Rodrigues et al. (2025) e Arrieira et al. (2025) que estudaram 

Rhodotorula muculiaginosa cultivada em água de maceração de milho 3,4 g.L−1 e melaço de 

cana-de-açúcar 70 g.L−1 nas condições de 25 ºC a 180 rpm e uma razão de C/N de 143 

encontraram 46,5 % e 23,8%, respectivamente, de lipídeos. Já na P. rhodozyma poucos estudos 

são apresentados com respeito a composição centesimal. O estudo de Lai et al, (2022) encontrou 

9,1% de lipídeo na biomassa da P. rhodozyma Y119 cultivada em resíduos alimentares, valor 

abaixo ao encontrado no presente estudo. 

Quanto ao teor de proteína encontrada a levedura ocupou o terceiro lugar dos 

componentes de P. rhodozyma, indicando que mesmo a rota de síntese de ácidos glicéricos 

tendo sido priorizada, a produção com essa relação de carbono/nitrogênio (44,4) obteve uma 

quantidade aceitável de proteína (23,31%), sendo similar ao estudo de Lai et al. (2022) que 

destaca a potencialidade desta levedura para produzir proteínas. 

P. rhodozyma na literatura tem chamado a atenção para o seu teor proteína e autores 

como Raita et al. (2025) pela seleção indutiva por herbicida conseguiu aumentar o teor proteico 

de P. rhodozyma DSM 5626 alcançando 31,0% da sua massa, valor superior ao encontrado neste 

estudo. Assim, neste estudo a biomassa da P. rhodozyma produziu concentração de lipídeo 

superior a proteína, mas ainda assim pode ser considerado fonte aceitável desta macromolécula. 

Estes dois compostos presentes na biomassa da levedura evidenciam diretamente a influência 

do meio de cultivo. Nota-se que dos autores mencionados as técnicas usadas foram otimizadas 

para produzir um biocomposto específico, na levedura do presente estudo o meio de melaço de 

soja foi usado como substrato único e não foi realizada a otimização do meio de cultivo, 

podendo assim notar o potencial deste substrato para produção de lipídeos e proteínas.

Quanto ao teor de cinzas, que representa a fração mineral da biomassa temos 4,8% valor 

que indica compostos inorgânicos da levedura e/ou do substrato usado no meio de produção 
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(Tabela 1). Em estudos com Yarrowia lipolytica cepa ATCC 9773 e NRRL Y-50997 de Torres-

Añorve; Sandoval (2025) encontrou-se 5,8 % e 6,9% respectivamente, superiores aos dados 

encontrados na composição de P. rhodozyma, este valor baixo no estudo pode indicar que existe 

baixas impurezas inorgânicas no microrganismo (Puri; Hu; Naterer, 2024a). O teor de 

carboidratos foi o maior composto encontrado na levedura, este representa os polissacarídeos 

presentes na parede celular assim como também alguns compostos de reserva (Dong et al., 

2024). Por fim o extrato seco total na biomassa foi de 96,1 %, representando a alta eficiência 

da secagem e da recuperação da fração de sólidos. 

Assim, pode-se dizer que P. rhodozyma cultivada em melaço de soja possui um alto 

valor biológico devido as proporções dos biocompostos que oferece, destacando ainda mais o 

potencial do melaço de soja como substrato para esta levedura e para futuras aplicações em 

outras leveduras oleaginosas.

Tabela 3- composição centesimal de P. rhodozyma cultiva com 100 g.L-1 de melaço de soja 

em biorreator de bancada de 5L

aBase seca 

3.4 INFLUÊNCIA DA EXTRAÇÃO BLIGH E DRYER COM HIDRÓLISE ÁCIDA E SEM 

HIDRÓLISE ÁCIDA

Na recuperação de lipídeos produzido por esta levedura, após secagem em leito de jorro, 

testou-se duas formas de extração: o método convencional de Bligh e Dryer (1959) sem 

hidrólise ácida e outro com a hidrólise antes da extração. Essa estratégia foi uma das utilizadas 

previamente, nesta cepa da P. rhodozyma, para recuperar os compostos intracelulares com 

métodos químicos e físicos que causam ruptura celular (Rodrigues et al., 2025a). Neste estudo 

como a biomassa foi seca em leito de jorro que proporciona choques mecânicos constantes 

durante a secagem foi necessário avaliar a influência desta ação e verificar se ocorria a quebra 

da parede celular de evitando o uso de solventes químicos. Com isso os resultados representados 

na Figura 2 mostram que a recuperação lipídica com hidrólise ácida foi de 33,6±0,3% (4,2±0,05 

Componente
Composição do componente (% m.m-1)

Biomassa seca
Lipídeos a 34,9 ± 0,3
Proteínas a 23,3 ± 0,4
Cinzas a 4,8 ± 0,1

Carboidratos a 37,0
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g.L-1) e a sem hidrólise ácida foi de 13,8±0,4% (1,74±0,05 g.L-1), confirmando a eficiência da 

hidrólise na quebra de parede celular superior em 58,9%. 

Os resultados são expressos como valores médios ± desvios-padrão (N = 3); Letras minúsculas diferentes indicam 

diferenças significativas (p < 0,05) entre os dois métodos de extração por Bligh e Dryer segundo Teste t.

Alguns autores têm explorado outro tipo de lises mecânicas entre essas a sonicação 

convencional conseguindo recuperação de lipídeos de 99,8%, assim como tratamento 

hidrotérmico a 120° C por 60 min com 84,6% de recuperação lipídica para Rhodotorula 

toruloides Y-6987 (Banerjee; Dien; Singh, 2024).

Neste estudo a lise mecânica realizada pelo leito de jorro não foi suficiente para 

recuperação do teor de lipídico da biomassa, sendo que a hidrólise química consegue recuperar 

cerca de 40% do teor de lipídeo. Portanto, é necessário alternativas eficientes que minimizem 

o uso de reagentes químicos de alto grau de toxicidade na ruptura celular e extração necessários 

no processo de recuperação de óleos microbianos para futuras aplicações alimentícias.

Figura 2-Recuperação de lipídeos pelo método de Bligh e Dryer com e sem hidrolise 

ácida de P. rhodozyma em biorreator de bancada de 5 L com 100g.L-1 de melaço de soja a 

300 rpm, 1vvm, 25 °C e pH inicial 6
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3.5 CARACTERIZAÇÃO DO ÓLEO EXTRAÍDO DE P. rhodozyma

A identificação de ácidos graxos no óleo microbiano (tabela 4) é essencial para conhecer 

suas propriedades tecnológicas e nutricionais. É possível observar que quantidade de ácidos 

graxos monoinsaturados são majoritários representando 68,3%, dentre os quais o ácido oleico 

tem maior quantidade com 67,0% do teor total de monoinsaturado. O ácido gadoléico estava 

presente em menor concentração (0,5%). Com respeito aos ácidos graxos saturados 

representando uma porcentagem de 19,4% do total do óleo, dentre estes o ácido palmítico foi o 

mais encontrado com 15,2% e o ácido mirístico com 0,4% encontrado em menor concentração. 

Dentre os ácidos graxos polinsaturados que totalizaram 12,3% do conteúdo total do óleo, 

destaca-se o ácido linoleico com 10,8%, sendo o ácido graxo linolênico com 1,4% presente em 

menor concentração. Assim a relação de saturados/insaturados apresenta valor de 0,24, 

indicando que o presente óleo microbiano em estudo é rico em ácidos graxos insaturados.

Tabela 4- Perfil de ácidos graxos de óleo da biomassa de P. rhodozyma cultivada em 

biorreator de 5 L, com 100g.L-1 de melaço de soja, a 300 rpm, 1vvm, 25°C e pH inicial 6

Sendo SFA (saturado), MUFA (monoinsaturado), PUFA (polinsaturado)

Autores como Feng et al. (2025) determinaram o perfil de ácidos graxos da levedura P. 

rhodozyma D3 e encontraram 12 ácidos graxos saturados, 5 ácidos graxos monoinsaturados e 

7 ácidos graxos polinsaturados, dos quais o ácido oleico apresentou teor de 26,26 mg. g-1 e 

Perfil de ácidos graxos % (m. m-1)

Ácidos graxos Tipo Composição percentual

Ácido mirístico (C14:0) SFA 0,4±0,00

Ácido palmítico (C16:0) SFA 15,2±0,10

Ácido palmitoleico (C16:1) MUFA 0,9±0,01

Ácido esteárico (C18:0) SFA 2,8±0,26

Ácido oleico (C18:1 C) MUFA 67,0±0,46

Ácido linoleico (C18:2 C) PUFA 10,8±0,27

Ácido linolênico (C18:3 C) PUFA 1,4±0,09

Ácido gadoléico (C20:1) MUFA 0,5±0,02

Ácido lignocérico (C24:0) SFA 1,0±0,07
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ácido linoleico 4,04 mg. g-1, sendo estes valores inferiores aos encontrados na cepa em estudo. 

Entre os ácidos graxos saturados encontrados pelo autor destaca-se o ácido palmítico com teores 

de 5,36 mg. g- 1 e ácido esteárico com 0,952 mg. g- 1, que também estão abaixo do quantificado 

para esta cepa. Zhang et al. (2022) usaram TIO2 como estresse na P. rhodozyma PR106 para 

aumentar a produção de astaxantina, relacionando-a após com a produção de ácidos graxos. 

Observando que o aumento de astaxantina diminui os teores de ácidos graxos saturados como 

palmítico e esteárico e aumenta a produção de ácidos graxos insaturados como oleato, linoleato 

e α-linolenato, sendo a relação maior com linoleato. Assim pode-se dizer que o óleo de P. 

rhodozyma tem um grande potencial para o mercado de óleos rico em insaturações, tornando-o 

atrativo para a indústria e para futuras aplicações.

O RMN serve como ferramenta para identificar grupos funcionais de triglicerídeos. 

possibilitando encontrar parâmetros químicos como índice de acidez, razão ROA (razão 

oleico/ácido linoleico), iodo e saponificação que indicam medidas integrativas das propriedades 

físico-químicas do lipídio. O óleo microbiano de P. rhodozyma foi caracterizado por RMN 

(Figura 3). Nesses parâmetros se correlacionou os deslocamentos químicos e a integração dos 

picos com valores do perfil de ácidos graxos obtidos por cromatografia. A identificação dos 

sinais do espectro de RMN seguiu os critérios propostos por Reda et al. (2006) onde é possível 

perceber que o pico mais intenso (c) que está na faixa de 1,4 -1,15 ppm refere-se a prótons 

metilênicos dos ácidos graxos do triacilglicerol possuindo uma área relativa maior de 17,78. 

Esse sinal pode se relacionar a predominância de cadeias alifáticas longas, associadas 

principalmente à elevada proporção de ácido oleico (66,98%) no perfil de ácidos graxos, que 

foi o principal ácido graxo identificado no óleo. O pico d indica prótons β- carboxílicos na área 

de 1,50-1,70 ppm. Outro pico interessante é o f na faixa de 2,34 a 2,2 ppm, que é associado a 

prótons α- carboxílicos indicando a proximidade do grupo carboxílico. O pico g na faixa de 2,7 

a 2,8 ppm indica prótons alilicos internos, que são típicos de polinsaturações como o ácido 

linolênico (1,4%) e linoleico (10,83%), O pico K representa prótons olefínicos e apresenta 

deslocamento químico entre 5,26 e 5,40 ppm, e indica a presença das duplas ligações nas 

cadeias acílicas dos ácidos graxos, pico j representa prótons H-2 metilênico do glicerol, é 

característico de hidrogênio do carbono central do glicerol de triacilglicerídeos, confirmando 

que o óleo em estudo apresenta o triacilglicerol intacto, a integração dos picos a+b (prótons 

metílicos) representam a parte saturada da molécula, que podem estar relacionados ao ácido 
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O índice de acidez e peróxido são parâmetros necessários para avaliar a qualidade para 

consumo (tabela 5). O teor de acidez foi refeito porque a análise por RMN pode sobrepor ou 

disfarçar os ácidos graxos livres, em especial se algum deles está ligado ao glicerol ou a outros 

compostos. O índice de peróxido foi de 3,19 meq O2/Kg de óleo e 3,60 meq O2/Kg de óleo para 

biomassas armazenadas por 2 dias e 2 meses, respectivamente. Portanto, o parâmetro de 

peróxido encontra-se dentro da legislação brasileira de 10 meq O₂/kg para óleos vegetais 

refinados (Brasil, 2021). Indicando assim, que o óleo do presente estudo possui baixa 

degradação oxidativa e que não há diferença significativa quando a biomassa é armazenada por 

mais tempo. 

Bencresciuto et al. (2024) avaliou o peróxido de óleo de Lipomyces starkeyi fermentada 

por efluentes de laticínio a duas temperaturas (25 e 30°C) encontrando valores de peróxido 0,14 

meq O2. Kg−1 a 30°C e ausência a 25°C. Estes valores de peróxido são baixos ao igual do 

encontrado no estudo, assim demonstra-se que óleos microbianos tem baixa oxidação lipídica 

e podem ser grandes opções para aplicações alimentícias. 

Tabela 5- Índice de Acidez e Peróxido do óleo de P. rhodozyma cultivada em biorreator de 

bancada de 5 L com 100g.L-1 de melaço de soja

Tempo de armazenagem 

da biomassa seca

Peróxido

(mEq O2. Kg-1 de óleo)

Acidez em ácido oleico

(g.100g- 1 ácido oleico)

2 dias 3,19±0,18a 7,00±0,00a

2 meses 3,60±0,40a 14,00±0,01b

Letras minúsculas diferentes indicam diferenças significativas (p < 0,05) entre as duas biomassas com diferente 
armazenamento pelo teste de t

Para os parâmetros de acidez nota-se que a biomassa armazenada por mais tempo 

aumentou em 50% o teor de acidez do óleo extraído, e percebe-se que mesmo sendo armazenada 

há 1 semana o valor encontrado (7,00±0,00 g.100g-1 ácido oleico) foi superior ao RMN em 

63,86% indicando uma alta quantidade de ácido graxos livres. Esse acréscimo entre o RMN e 

a análise em bancada se deve ao fato de que para análise precisa-se de uma quantidade grande 

de óleo envolvendo maior tempo de armazenagem do óleo em comparação com o RMN que 

exige menor quantidade de amostra reduzindo o tempo de espera da análise. Mesmo a acidez 

sendo baixa no RMN e alta na metodologia titulométrica, os limites de acidez foram superiores 

ao estabelecido pela legislação para óleos vegetais. As variações de acidez nas biomassas 

armazenadas podem ser explicadas devido ao fato de que as lipases presentes na biomassa 
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provavelmente ainda continuam ativas durante a secagem, assim quando a interface 

lipase/água/lipídeo foi diminuindo promoveu a ação das enzimas que em condições adequadas, 

quebram os triacilglicerideos presentes na biomassa das leveduras carotenogênicas (Chandra et 

al., 2020) causando um aumento nos ácidos graxos livres.

Mesmo o óleo sendo extraído rapidamente o teor de acidez é elevado no começo do 

processo assim pode-se assumir que o processo de extração com hidrolise química ou 

enzimática pode aumentar o teor de ácidos graxos livres (Sande et al., 2017), pois este processo 

ao ocorrer a quebra da parede celular pode ocorrer também a quebra de triacilglicerídeos 

aumentando a acidez. 

No Brasil ainda não existe uma legislação específica para o parâmetro acidez e peróxido 

de óleos microbianos (novo produto). Porém, é necessário que o óleo microbiano esteja dentro 

do limite de óleos vegetais para consumo (Brasil,2021). Como o óleo apresentou altos teores 

de acidez é necessário buscar técnicas menos agressivas de extração para evitar este problema, 

assim como buscar formas de armazenagem que impeçam ação das lipases, outro fator que pode 

ajudar na redução da acidez é um processo de refinamento, contudo tem que ser priorizados 

processo que não alterem as propriedades sensoriais e nutricionais do óleo.

O presente estudo avaliou a produção de lipídeos de P. rhodozyma utilizando 100g.L-1 

de melaço de soja que mostrou em 144h de cultivo no biorreator de bancada, nas condições de: 

300 rpm, 1vvm a 25°C com uma produção de 12, 59 g.L-1 de biomassa, se teve a recuperação 

lipídica de 4,2g.L-1 representando 33,8 % da biomassa da levedura, fator que foi favorecido 

pela relação C/N de 44,39 do meio de cultivo. Além disso, o óleo produzido pela levedura teve 

predominância na produção de ácidos graxos monoinsaturados (68,3%) sendo o majoritário o 

ácido oleico (67,0%) e 12,3% de polinsaturados que conferiram uma maior estabilidade 

oxidativa de 2,30, o índice de iodo deste óleo foi de 74 g I₂·100g⁻¹ indicando o alto grau de 

insaturação e o índice de saponificação foi de 161 mg KOH·g⁻¹ que nos mostra que possui uma 

cadeia de ácidos graxos longa. Quanto ao peróxido do óleo se teve um valor de 3,19 

mEq O2. Kg-1 de óleo, valor bem, abaixo que a legislação exige, o que indica um óleo que não 

sofreu degradação significativa mesmo quando a biomassa de origem foi armazenada por 2 

meses. Também se faz necessário ressaltar que a hidrólise ácida aumentou a recuperação 

lipídica em 58,9% quando comparado com ausência deste pré-tratamento. Contudo, está por 
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sua vez teve um provável efeito no aumento da acidez do óleo, sendo necessário condições ou 

processos de refino para diminuir este parâmetro. 

Portanto, é possível concluir que o melaço de soja aliado a P. rhodozyma produz um 

óleo de alto valor nutricional e que tem perspectivas grandes de aplicação, contudo é necessário 

melhorar algumas lacunas como processos de conservação de biomassa e extração, visando a 

maior preservação e qualidade do óleo. Além de procurar otimizar condições de produção do 

lipídeo para escalonamento, explorando a P. rhodozyma como potencial fonte de óleo 

microbiano.  
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BIOMASSA DE Phaffia rhodozyma CULTIVADA EM MEIO AGROINDUSTRIAL: 

POTENCIAL COMO CORANTE ALIMENTÍCIO EM BALA DE GOMA

Os corantes naturais por vias biotecnológicas tem sido uma grande alternativa de saudabilidade 
na substituição dos corantes sintéticos na indústria confeiteira especialmente balas de goma, 
sendo facilmente aceitas no consumo e serem apropriadas como um ótimo veículo de adição de 
bioativos. A levedura Phaffia rhodozyma possui certificação GRAS é produtora de carotenoides 
e tem alta adaptabilidade em meios agroindustriais como melaço de soja. O objetivo deste artigo 
foi avaliar o potencial da biomassa de P. rhodozyma integral, do extrato etanólico 
carotenogênico e do β-caroteno adicionado em bala de goma, verificando o efeito produzido 
nesta matriz. A produção de biomassa foi de 12,59 g.L-1 com β-caroteno (85,91 µg.g⁻¹) e 
astaxantina (154,23 µg.g⁻¹) obtidas do cultivo em biorreator de bancada de 5L nas condições 
de 300rpm, 1vvm, a 25ºC, pH inicial de 6 por 144h. A biomassa foi recuperada e seca em leito 
de jorro com ∆T de 30ºC e taxa de alimentação de 0,2 kg.h-1, sendo analisada a composição 
centesimal. A adição de 4g de biomassa seca integral, extrato carotenogênico obtido a partir de 
4g de biomassa seca integral extraída com etanol e β-caroteno comercial, foram comparados 
com o controle e balas de goma comercial, quanto a composição centesimal, acidez, pH, sólidos 
solúveis totais e a recuperação de carotenoides. A biomassa seca em leito de jorro apresentou 
34,94% de lipídeos, 23,31% de proteínas e 36,96% de carboidratos. A formulação com a 
biomassa seca integral se destacou por apresentar dureza e elasticidade similar a balas de goma 
comerciais, assim como a coloração vermelha. Esta formulação também ofereceu aumento no 
teor de proteína e lipídeo. Conclui-se que a P. rhodozyma apresenta potencial como corante 
alimentício de alta sustentabilidade.

Palavras-chaves: Carotenoides, Bioproduto, Subproduto agroindustrial, Levedura

A aparência em produtos alimentícios é critério essencial na escolha do consumidor, 

interferindo na sua tomada de decisão e impactando nas vendas, por isso a indústria investe em 

aditivos que beneficiem estes aspectos. Entre os principais encontram-se os corantes, 

substâncias que intensificam, conferem ou recuperam a cor dos alimentos, sendo os mais usados 

atualmente, os corantes químicos que são considerados genotóxicos, gerando assim 

problemáticas no uso (Guimarães et al., 2023b). Assim, os corantes naturais surgem como 

alternativa na substituição dos sintéticos, possibilitando benefícios na saúde e contribuindo com 

aspectos tecnológicos e sensoriais na rede alimentar. Os corantes naturais têm sido estudados 

para melhorar as propriedades de modo similar aos químicos. Dos presentes no mercado de 
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corantes naturais para as cores amarelo, vermelho e laranja tem sido usados os carotenoides, 

pigmentos de alto poder antioxidante e diferentes benefícios à saúde (Rossi et al.,2021).

Com isso alternativas como a produção por microrganismos tem sido uma grande opção, 

já que estão altamente disponíveis, são de fácil manuseio e podem fornecer quantidades grandes 

de pigmentos com baixo impacto ambiental (Chavan et al., 2025). Dentre este grupo Phaffia 

rhodozyma é uma levedura considerada GRAS (Generally Recognized as safe), possui alta 

capacidade de adaptação a diferentes meios de cultivo (Silva et al., 2023c), com alta produção 

de carotenoides, sendo na sua maioria astaxantina e β-caroteno. 

Entre os cultivos que P. rhodozyma se desenvolve, alguns com resíduos e/ou coprodutos 

agroindustriais tem-se destacado, como é o caso do melaço de soja, coproduto agroindustrial 

do processamento da proteína da soja, que reduziu o custo do meio de produção desta levedura 

em cerca de 90% quando se compara ao meio YM (levedura-malte), tornando-a sustentável e 

viável economicamente (Pacheco et al., 2025). Contudo a aplicação desta levedura e de seus 

metabolitos em alimentos tem grandes lacunas pois existe pouco conhecimento da sua 

composição, de seu comportamento em matrizes alimentares e métodos de processamento mais 

compatíveis ao setor alimentício. 

Na indústria de alimentos um dos setores que se destaca no uso de corantes é a 

confeitaria (Novais et al., 2022). As balas de goma apresentaram um mercado avaliado em 

US$ 21,4 bilhões em 2022, abrangendo o público de diferentes faixas etária por possuírem a 

característica soft, sendo sua composição com agentes gelificantes, sacarose e inúmeros aditivos 

químicos como conservantes e saborizantes (Tarahi et al., 2023). Contudo, esta matriz alimentar 

é aliada na adição de compostos funcionais na sua composição devido a versatilidade de cores 

e formas da sua produção (Pekdogan Goztok et al., 2024a). Além da sua grande facilidade de 

venda para os consumidores servindo inclusive como forma de transporte de probióticos 

(Miranda et al., 2020).

Entretando quando se adiciona corante oriundo de fonte microbiana existe uma barreira 

de aceitação do consumidor (Chavan et al., 2025) assim, é necessário avaliar os pigmentos de 

tal forma que se assemelhem aos que se encontram no mercado. Com isso, questiona-se a 

respeito da biomassa de P. rhodozyma se irá apresentar características tecnológicas semelhantes 

aos corantes sintéticos e naturais presentes em balas de goma comerciais.

Assim, o objetivo do presente trabalho foi avaliar a biomassa seca de P. rhodozyma 

cultivada em melaço de soja de forma integral, o extrato carotenogênico obtido com solvente 

verde e o β-caroteno comercial adicionados em balas de gomas e compará-las com balas de 
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goma comerciais contendo corantes sintéticos e naturais, além de avaliar seu efeito de adição 

na composição desta matriz.

 

2.1 MICRORGANISMO, PRÉ-INÓCULO, INÓCULO E CONDIÇÕES DE CULTIVO

Neste estudo foi usada a Phaffia rhodozyma cepa NRRL Y-17268, vinda do Laboratório 

de Pesquisa Regional do Norte na Peoria, IL, EUA. A qual foi mantida sobre refrigeração a 4°C 

em tubos inclinados com ágar 20g.L-1, e meio YM composto por 10 g.L- 1 de glicose, peptona 

10 g.L-1, 3 g.L-1 de extrato de levedura e de extrato de malte (Silva et al., 2020). Foi reativada 

em tubos contendo o mesmo meio e incubados a 25°C por 48 h. O pré-inóculo foi realizado em 

tubos com 9 mL de meio YM adicionando 1 ml de agua peptona (0,1 % v.v-1) com a raspagem 

celular, sendo incubado a 25°C por 48h. Para o inóculo foi usado 90 mL de caldo YM e 10 mL 

de pré inoculo em Erlenmeyer de 250 mL que foram incubados em agitador orbital (Tecnal TE-

4200, Brasil) a 150 rpm por 4°C a 25°C, até alcançar 1× 108 células. mL−1, contados na câmara 

de Neubauer (Michelon et al., 2012).

O cultivo da levedura foi realizado em biorreator de bancada de 5 L (Biostat B, B. Braun 

Biotech International, Alemanha), com volume útil de 4 L, nas condições de 25°C, pH inicial 

de 6, agitação de 300rpm, e aeração de 1vvm (Silva et al.,2023). O meio agroindustrial com 

100 g.L-1 de melaço de soja (Pacheco et al., 2025)foi utilizado, totalizando 3,6 L adicionado de 

10% de inóculo, iniciando o cultivo com 1×10⁷ células mL.

2.2 DETERMINAÇÃO DA CONCENTRAÇÃO DE BIOMASSA E pH DURANTE O 

CULTIVO 

A concentração de biomassa e o pH foi realizada através de coletas de2 mL ao longo do 

cultivo cada 24 horas, sendo centrifugadas (Cientec CT-5000 R, Brasil) a 1745× g por 10 min 

e lavada com água destilada 2 vezes até a biomassa (pellet) ficar sem resíduos do meio do 

cultivo. A massa sedimentada limpa foi ressuspendida com água destilada e diluída para leitura 

da absorbância em espectrofotômetro (Bioespectro SP-22, China) a 620 nm relacionando-a com 

a curva-padrão da levedura encontrada em anexo  (Silva et al., 2024). O pH foi medido no 

sobrenadante inicial recuperado da centrifugação num pHmetro digital (Marte MB-10, Brasil). 
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2.3 EXTRAÇÃO E DETERMINAÇÃO DA CONCENTRAÇÃO DE CAROTENOIDES

Para determinação de carotenoides no cultivo, a biomassa passou por pré-tratamento 

onde 0,05 g de biomassa seca em estufa de circulação de ar a 35°C por 48h foi macerada até 

chegar na granulometria de 115 mesh, após isso foi congelada a -18°C por 48 h (Cipolatti et al., 

2015). Após o pré tratamento prosseguiu-se com a ruptura da parede celular com 2 mL de  

dimetilsulfóxido aquecido previamente a 55°C sendo homogeneizados em vórtex por 1 minutos 

cada 15 minutos completando uma hora, na extração sólida-liquido usou-se acetona 6 mL com 

agitação de 1 minuto em vórtex para depois ser centrifugado a 1745 × g por 10 min (Cientec 

CT-5000 R, Brasil) e ser recuperado o sobrenadante que contém os extratos carotenogênicos. 

Estes dois processos foram repetidos até o branqueamento da célula, logo após se teve a 

extração líquido-líquido que foi realizada com 10 mL de NaCl a 20% (p.v-1) e 10 mL de éter de 

petróleo, para remover a água presente foi adicionada sulfato de sódio (Na2SO4) e se deixou 

em repouso até a separação de fases (Fonseca et al., 2011).

Após esse processo prosseguiu-se com a recuperação da porção apolar carotenogênica 

e que foi lida por espectrofotometria (Bioespectro SP-22, China) a 448nm para β-caroteno e 

474nm para astaxantina, sendo que a concentração específica foi calculada pela Equação 1 

conforme Davies (1976), usando 2592 de absortividade de β-caroteno em éter de petróleo e 

2100 de absortividade para astaxantina em éter de petróleo. Já para a concentração volumétrica 

de carotenoides em µg.L-1 a concentração da biomassa foi multiplicada pelo valor da 

concentração específica de cada carotenoide(Pacheco et al., 2025).

CT(µg. g−1) = A∗V∗106Acm1% ∗100∗mamostra                                       Equação 1

Onde: CT = concentração específica de carotenoides totais, A =absorbância, V = volume 

(mL), mamostra = massa celular seca (g); Acm1%=absortividade específica

O extrato carotenogênico usado na formulação (FB2) seguiu o protocolo de extração 

verde segundo Silva; Burkert , Santos (2024), método aplicado devido a sua biocompatibilidade 

em alimentos. Nesta extração a recuperação dos carotenoides ocorreu com etanol. Para isso foi 

adotado uma relação sólida-liquido de 0,2g.mL-1, onde a biomassa seca (4g) foi macerada em 

grau e pistilo em 3 fases de 2 minutos, 5mL de etanol foi usado em cada fase de maceração, 

após completar a última fase, recuperou-se o extrato colorido, centrifugando-o (Cientec CT-
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5000 R, Brasil) a 1745× g por 10min.para melhor separação de fases, logo em seguida o extrato 

limpo foi completado em proveta até chegar na razão sólida-líquido estabelecida. Este processo 

foi realizado 4 vezes para garantir o branqueamento máximo da célula. A quantificação da 

concentração especifica de carotenoides totais expressas em β-caroteno foi realizada por 

espectrofotômetro (Bioespectro SP-22, China) na faixa de 450 nm usando a absortividade de 

2620 para β-caroteno diluído em etanol (Rodriguez-Amaya, D.B; 2001) e calculado através da 

Equação 1. O extrato final obtido foi embalado com papel alumínio para evitar contato com a 

luz e evaporado em estufa a vácuo com resistência elétrica de 443 W na temperatura de 35°C e 

uma pressão de 4 kPa, temperatura ideal para evitar perdas de carotenoides. 

2.4 SECAGEM DA BIOMASSA 

Após o cultivo a biomassa foi recuperada por centrifugação a 3500 rpm em três etapas 

com tempos distintos (20, 15 e 10 min.) lavando com água destilada em cada tempo. A secagem 

da biomassa pós cultivo e para aplicação na bala de goma foi realizada em leito de jorro (coluna 

cilíndrica de aço inox, base cônica de vidro com 0,175m de diâmetro, 0,15m de altura e 60°) 

com velocidade acima da mínima de jorro (vjm), com temperatura de entrada 95°C, e de saída 

de 65°C, mantendo um ΔT de 30°C para evitar a degradação de carotenoides. O ar comprimido 

foi de 101 kPa e atomização semi contínua com taxa de alimentação de 

0,22 kg.h⁻¹.kg⁻¹ de inerte. Este processo foi realizado em jorro estável e seguiu a metodologia 

adaptada de Larrosa et al. (2018). Após este processo a biomassa seca obtida foi moída em 

moinho de facas até atingir 115 mesh (Cipolatti et al., 2015).

2.5 COMPOSIÇÃO CENTESIMAL DA BIOMASSA

A caracterização da biomassa seca seguiu as metodologias da AOAC (2000), na qual foi 

caracterizada por Kjeldahl o teor de proteínas, cinzas por incineração de mufla. Para 

determinação de lipídeos foi realizado Bligh e dyer (1959) adaptado por Manirakiza; Covacie 

Schepens (2001) e os carboidratos calculados diferença.
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2.6 AMOSTRAGEM DAS BALAS COMERCIAS 

A balas de goma a base de gelatinas comerciais usadas neste estudo foram adquiridas 

no comércio local de Rio Grande, Rio Grande do Sul, Brasil. sendo selecionadas as balas de 

goma lisas e de formatos regulares que possuíam cores vermelhas, laranjas e amarelas. Em sua 

composição no rótulo apresentavam:  Xarope de Glicose, Açúcar, Água, Gelatina, 

Triglicerídeos de cadeia média, Ácido Cítrico, Ácido Láctico, Cera de Carnaúba, Cera de 

Abelha, Aromatizantes, Antioxidante: Lactato de Sódio, Corantes: Tartrazina, Vermelho 40, 

Amarelo Crepúsculo FCF e Azul Brilhante FCF.

As balas comerciais com corante natural foram gentilmente cedidas em lajeado, Rio 

Grande do Sul, Brasil. As balas apresentaram superfície lisa e foram escolhidas para a 

comparação apenas de cor, selecionando as balas de gelatina amarelas e vermelhas que 

continham sua composição descrita no rótulo: Xarope de glicose, Açúcar, Água, Gelatina, Óleo 

vegetal, acidulante ácido cítrico, Aromatizantes naturais, Corantes naturais (curcumina, 

antocianina, cenoura e hibisco).

2.7 AMOSTRAS E FORMULAÇÃO DA BALA DE GELATINA

Os ingredientes e materiais usados na formulação da bala de goma foram adquiridos no 

comércio local de Rio Grande, Rio Grande do Sul, Brasil. Sendo todos de grau alimentício, 

devidamente identificados e acompanhados com seus rótulos.

A formulação referenciada por Meira et al. (2024) correspondente a formulação B foi 

comparada a formulação A (Tabela 1) com quantidade de xilitol reduzida. A formulação teste 

da bala de goma que apresentou maior semelhança no perfil de textura, especialmente dureza 

com a bala de goma comercial foi selecionada. O fluxograma de produção das duas formulações 

está representado na Figura 1 (Meira et al., 2024). 

Tabela 1- Formulações base da bala de goma- testes iniciais

Componente Formulação A Formulação B
Água(mL) 100 100 
Xilitol (g) 40 50

Gelatina (g) 20 20
Ácido cítrico (g) 2 2
Essência (mL) 0,15 0,15
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de goma) quando alcançou 35ºC foi vertida no recipiente que continha o extrato carotenogênico 

ou o β- caroteno comercial, para melhor aproveitamento. 

Tabela 2- Formulação de balas de goma controle, com biomassa de P. rhodozyma integral 

(FB1), biomassa de P. rhodozyma extraída com etanol (FB2) e β-caroteno comercial (FB3)

2.9 CARACTERIZAÇÃO DE BALAS DE GELATINA

O perfil de textura das amostras foi determinado em texturômetro (TA-XTplus Texture 

Analyzer, Stable Micro Systems, Reino Unido). Com sonda cilíndrica de 12,7 mm de diâmetro 

(1/2’’) (Delrin, BATCH NO 14631), usada para penetrar 40% da amostra. A velocidade de teste 

foi de 2 mm. s−1 e a distância da amostra foi de 8 mm. Esta análise foi determinada para avaliar 

a dureza, adesividade, elasticidade, coesão, mastigabilidade e resiliência. As medições 

mecânicas foram repetidas 6 vezes para cada formulação (adaptado de Paternina et al., 2024).

As análises de cor das balas foram realizadas em colorímetro (Minolta CR-400, EUA), 

as medições consideraram parâmetro de cor L*, a*, b*, propostas pelo CIE (Comissão 

Internacional de Iluminação) (1978). A partir destes valores foram calculados os parâmetros de 

cor: ângulo Hue, saturação de cor (Croma), e diferença total de cor (ΔE) representadas na 

Equações 2, 3 e 4 respectivamente (Martins et al., 2025). As medições foram realizadas em 

cinco repetições (n = 5) para cada amostra.

Ingredientes Controle FB1 FB2 FB3
Biomassa seca integral (g) - 4 - -

Biomassa seca extraída com etanol(g) - - 4 -
β-caroteno comercial (µg) - - - 26 

Gelatina (g) 20 20 20 20
Ácido cítrico (g) 2 2 2 2

Xilitol (g) 50 50 50 50
Água (mL) 100 100 100 100

Essência de pêssego(mL) 0,15 0,15 0,15 0,15
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𝐻𝑎𝑏 = 𝑡𝑎𝑛−1 (𝑏∗𝑎∗)                                                       Equação 2𝑐∗ = √(𝑎∗)2 + (𝑏∗)2                                                 Equação 3∆𝐸 = √(𝐿0∗ − 𝐿∗)2 + (𝑎0∗ − 𝑎∗)2 + (𝑏0∗ − 𝑏∗)2                    Equação 4

Onde L*, a*, b* são os valores da cor de referência, L* representa a luminosidade, a* 

representa coordenada vermelho-verde, b* coordenada amarelo-azul.

Para extração e quantificação de carotenoides presentes na bala foi adaptada a 

metodologia de Rodrigues-Amaya (1999), adicionando um pré-tratamento na amostra, pois as 

balas de goma possuem uma matriz complexa, que retém solventes, água e podem reter 

carotenoides. Para isso 1g amostra de bala de goma triturada foi colocado em um tubo de 

centrífuga de 15 mL contendo 10 mL de água. A amostra foi sonicada por ultrassom a 55 ± 5°C 

por 30 minutos para melhorar a diluição. Adicionou-se 0,5 mL de solução saturada de sulfato 

de amônio e foi agitado em vórtex por 10 segundos, deixando em repouso à temperatura 

ambiente por 10 min. para precipitar e ser centrifugada a 9000 rpm por 10 min. para depois ser 

recuperada e extraída (Yang; Zhang; Shao, 2014).

Após o pré-tratamento da amostra continuou-se com a extração que usou acetona gelada 

na relação 0,25 g.mL-1 para depois ser agitado por 10 min. com bastão de vidro e filtrado por 

funil de buchner forrado de papel filtro para funil de separação. Após isso foi acrescentado éter 

de petróleo na relação 0,16 g.mL-1 e lavado com água destilada aproximadamente 10 mL para 

remover acetona restante, quando ocorreu a separação de fases, foi descartada a fase inferior 

para logo após repetir o processo de lavagem com água destilada por mais 2 ciclos, 

recuperando-se o pigmento carotenogênico em frasco âmbar e colocou-se sulfato de sódio 

anidrido para retirar água residual, deixou em repouso para depois ser medido o volume e ser 

lido em espectrofotômetro (Bioespectro SP-22, China) na faixa de 450nm para β-caroteno e 

468nm para astaxantina, usando a absortividade em éter de petróleo de 2592 e 2100 

respectivamente dado por Rodriguez-Amaya (2001) com isso se relacionou com a Equação 5CT = A∗V∗106A𝑐𝑚1% ∗100∗mamostra                                                              Equação 5

Onde: CT = Concentração específica de carotenoides totais (µg.g-1), A= absorbância, 

V= volume (mL), mamostra = massa celular seca (g);  Acm1%=absortividade específica
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A bala de goma de goma foi caracterizada quanto à sua composição centesimal, pela 

AOAC (2000), para determinação de lipídeos, método de Bligh e dyer (1959) (método 983.23) 

adaptado por Manirakiza; Covaci e Schepens (2001) com hidrólise ácida (HCl 2M) (Rodrigues 

et al., 2019), devido a necessidade de quantificação de lipídeos polares e apolares tanto da bala 

quanto da biomassa presente, a determinação de proteínas, pelo método Kjeldahl (método 

920.87), cinzas por incineração de mufla (método 923.03), umidade por gravimetria com ajuda 

de pérolas de vidro (método 925.10) e carboidratos foi realizado por diferença.

Para medir o pH foi usado um pHmetro digital (Marte MB-10, Brasil) em que foi diluído 

4g de bala de goma em 2mL de água desmineralizada, e aquecido a 50°C até a dissolução 

completa, sendo determinado após 10 minutos de repouso (Vojvodić et al., 2024a).

O teor de acidez foi determinado de acordo com o método descrito pelo Instituto Adolfo 

Lutz (2008). Onde diluiu-se 2,5g de amostra em 25 mL de água, para logo após ser determinado 

por titulação com NaOH 0,1 N padronizada, e a concentração estimada através da Equação 6 

(Meira et al., 2024)

% Acido citrico =  V∗F∗M∗PM10∗mamostra∗n                                                 Equação 6 

Onde: V é o volume de solução de NaOH gasto na titulação (mL), F é fator de correção 

de NaOH, M é a molaridade da solução de hidróxido, PM é o peso molecular do ácido cítrico 

em g (192g), mamostra é a massa de amostra (g) e n é o número de hidrogênio ionizável do ácido 

cítrico (3)
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A determinação de sólidos totais foi feita em °Brix de acordo com o Instituto Adolfo 

Lutz (2008). Onde usou-se o refratômetro manual portátil, sendo a amostra avaliada antes da 

etapa de moldagem das balas (estado líquido).

2.10 ANÁLISE ESTATÍSTICA

As análises foram tratadas no software Statística 7.0 (StatSoft Inc., Tulsa, OK, EUA) e 

foram representados com suas médias e desvio padrão, quando aplicável. As análises 

estatísticas incluíram a aplicação de análise de variância (ANOVA) para identificar diferenças 

significativas, com posterior teste de Tukey a um nível de confiança de 95% (p ≤ 0,05). 

3.1 CINÉTICA DO CULTIVO DE P. rhodozyma

A figura 2 apresenta a cinética de cultivo com acompanhamento da biomassa, 

concentração específica e volumétrica de carotenoides e pH. No ponto 144h foi alcançada a 

maior concentração de biomassa (12,59 ±0,048 g.L-1), sem diferenças significativas após esse 

tempo de processo. Além disso, nesse tempo foi determinado a concentração volumétrica e 

específica de carotenoides, como β-caroteno 1081,67 ±9,741µg.L-1 (85,91 ±1,01 µg.g-1) e 

astaxantina 1941,97 ±34,81 µg.L-1 (154,23 ±2,61µg.g-1), respectivamente. Apesar de um 

pequeno incremento significativo de cerca de 10% na concentração de carotenoides em 192h 

foi definido o tempo de cultivo em 144h em função da concentração máxima de biomassa.
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de campos magnéticos provocando um incremento na produção de carotenoides, superior ao 

encontrado no presente estudo. Porém, o melaço de soja usado como único substrato pode 

promover a redução de cerca de 90% do custo com o meio de produção (Pacheco et al., 2025). 

Assim, como o foco foi aplicar a biomassa integral nas balas de goma, a produção de biomassa 

no presente estudo foi padronizada no tempo de 144h, avaliando seu perfil de macromoléculas.

3.2 COMPOSIÇÃO CENTESIMAL DA BIOMASSA DE P. rhodozyma SECA EM LEITO 

DE JORRO

O conhecimento das macromoléculas presentes na biomassa a ser adicionada em 

formulações de alimentos é de suma importância visando sua caracterização e potencialidade 

da aplicação. A biomassa possui 96,1 % de extrato seco total onde cada macromolécula presente 

nesse conteúdo está presente na tabela 3 sendo observado que a levedura tem majoritariamente 

carboidrato, que está associado a polissacarídeos da parede celular microbiana (Dong et al., 

2024). O segundo e o terceiro componente da biomassa são o teor de lipídeos e de proteína, 

respectivamente. Estes valores são influenciados pela razão carbono e nitrogênio do meio de 

produção usado no cultivo da levedura (Cai et al., 2022). Contudo, estudos como de Lai et al. 

(2022) e Raita et al. (2025) destacam que a P. rhodozyma apresentou maior produção de 

proteína ao invés de carboidrato, efeito contrário ao observado para esta cepa, que na condição 

estudada favoreceu o acúmulo de lipídeo na biomassa. 

Tabela 3- Composição Centesimal de Biomassa seca de P. rhodozyma cultivada em 100g.L-1 

melaço de soja no biorreator de bancada de 5L a 25°C, 300 rpm e 1 vvm

 aBase seca

O teor de cinzas indica presença de matéria inorgânica como minerais (Puri; Hu e 

Naterer, 2024). Neste estudo foram encontrados teores bem abaixo quando comparado a outras 

leveduras carotenogênicas como a Rhodotorula paludigena CM33 com 9,5% de cinzas em 

Componente
Composição do componente (% m.m-1)

Biomassa seca 
Lipídeos a 34,9 ± 0,3
Proteínas a 23,3 ± 0,4

Cinzas a 4,8 ± 0,1
Carboidratos a 37,0



106

cultivo de batelada alimentada, com meio de alimentação de glicose e 11,0% em cultivo com 

batelada alimentada usando meio a base de sacarose. 

Ainda pouco se conhece da composição de macromoléculas da P. rhodozyma NRRL Y-

17268 sendo este estudo relevante para posteriores investigações, pois para aplicação em 

alimentos é necessário conhecer o produto bioativo para enriquecer alimentos específicos.

3.3 DEFINIÇÃO DE BALA DE GOMA CONTROLE 

Dentre a confeitaria as balas de goma oferecem estrutura soft, elástica e mastigável 

devido aos agentes gelificantes e açúcares que formam redes coloidais influenciando na textura. 

Assim, diferentes critérios sobre análise de textura têm sido implementados na indústria 

confeiteira, variando os ingredientes para aumentar ou diminuir alguns parâmetros (Paternina 

et al., 2024). Dentre as técnicas, a análise de perfil de textura tem sido usada para avaliar 

diferentes parâmetros como dureza, coesão, elasticidade, mastigabilidade, resiliência e 

adesividade(Ghorai; Dora; Chowdhury, 2021). Este método ao contrário da análise sensorial 

tradicional, tem como vantagem a rapidez para identificar os parâmetros anteriores 

mencionados (Liu; Cao; Liu, 2019). Com isso as formulações A e B foram comparadas com a 

bala comercial de corante artificial e os parâmetros apresentados estão na tabela 4.

Quanto o parâmetro dureza a formulação B não apresentou diferença significativa com 

a bala comercial nem com a formulação A, sendo a dureza da formulação A significativamente 

inferior ao padrão comercial. Este parâmetro representa a primeira mordida, sendo proporcional 

a força aplicada para romper o alimento (Calil et al., 2023), e está relacionado principalmente 

ao teor de água na formulação (Brandão et al., 2020). Assim é possível dizer que a formulação 

B possui uma dureza similar ao padrão comercial. A fraturabilidade indica a força para trincar 

um alimento, que está relacionada ao efeito da dureza e mastigabilidade ao iniciar uma 

fragmentação no alimento (Kim et al., 2012). As balas de goma da formulação A, B e comercial 

não apresentaram fraturabilidade, devido a gelatina usada na formulação proporcionar uma rede 

de géis mais estáveis e firmes (Nguyen et al., 2025).

As três formulações avaliadas não apresentaram diferença significativa na adesividade 

e elasticidade. Portanto, estas formulações apresentaram comportamento similar ao padrão 

comercial. Esse fator é importante pois a adesividade indica que o material tem capacidade de 

aderir na boca e as formulações apresentaram adesividade negativa, não tendo essa capacidade. 

Já a elasticidade é uma característica essencial nas balas de goma, uma vez que este parâmetro 

representa a volta de seu estado físico após a mordida, e o estudo indica que as duas formulações 
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estão de acordo com o que está presente na formulação comercial. Os produtos açucarados 

como é o caso do alimento escolhido apresentam uma elasticidade maior, assim como suavidade 

(Calil et al., 2023). 

Tabela 4-Perfil de Textura (TPA) para as formulações A, B e bala comercial

Os resultados são expressos como valores médios ± desvios-padrão (n= 6); Letras minúsculas diferentes indicam 
diferenças significativas (p < 0,05) entre as formulações após análise de variância e teste Tukey.

Para coesividade e resiliência as amostras da formulação A e B ficaram similares 

contudo, apresentaram diferenças com a comercial. Assim as formulações avaliadas mostram 

maior resistência interna que as balas comerciais (coesividade). Isso está relacionado com a 

gelatina adicionada, pois, aumenta a coesão das amostras (Roudbari et al., 2024). A resiliência 

por outro lado mostra a recuperação elástica da rede de goma (Paternina et al., 2024). Nas 

formulações A e B, a resiliência foi superior a comercial indicando que são menos propensas a 

deformação.

A mastigabilidade está relacionada ao gasto energético da mastigação para engolir o 

alimento, indicando que maior mastigabilidade significa mais dificuldade deglutição (Brandão 

et al., 2020). As formulações avaliadas apresentaram diferença significativa decrescente na 

mastigabilidade onde a formulação B, sequenciada pela formulação A e a bala comercial 

precisam de maior energia para mastigar, respectivamente. Contudo este parâmetro é 

relacionado com a dureza, coesividade e elasticidade, e usualmente quanto mais duro a bala, 

maior energia de mastigabilidade será necessária (Maringka; Putra; Lo, 2024). Na bala 

comercial o efeito contrário provavelmente foi devido a lista de ingredientes apresentar maior 

quantidade de aditivos que possam ter impactado nos outros dois parâmetros de textura, como 

o uso de óleos que pode diminuir a coesividade de doces (Ranalli et al.2020).

As formulações A e B se assemelham em alguns parâmetros com a bala comercial, 

contudo é importante ressaltar que a bala comercial possui maior quantidade de aditivos que 

melhoram a palatabilidade do produto. 

Parâmetros de textura Formulação A Formulação B Bala comercial

Dureza (N) 35,14 ± 2,90b 42,17 ± 3,12ab 45,95±6,45a

Fraturabilidade - - -
Adesividade (N.s) -0,0045 ± 0,00a –0,0090 ± 0,01a −0,0136±0,0162a

Coesividade 0,85 ± 0,02a 0,87 ± 0,02a 0,7940±0,0293b

Resiliência 0,36 ± 0,01a 0,38 ± 0,01a 0,2976±0,0096b

Elasticidade (mm) 1,47 ± 0,12a 1,59 ± 0,07a 1,418±0,565a

Mastigabilidade (N) 43,87 ± 3,20b 54,15 ± 3,71a 35,25±4,81c
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Portanto, o teor mais crítico é o parâmetro umidade que foi possível observar de forma 

indireta na avaliação da dureza, pois valores baixos deste parâmetro indicam alto teor de água 

na amostra. Em produtos como a bala de gelatina que tem como ingredientes açúcares vítreos 

(mais higroscópicos) que captam a umidade do ar, e podem diminuir a vida útil (Ergun; Lietha; 

Hartel, 2010) e implicar em reações de oxidação para o biocomposto adicionado. Assim a 

formulação B foi selecionada pois sua dureza foi similar a bala comercial, contornando esses 

prováveis defeitos. 

3.4 ADIÇÃO DE BIOCOMPOSTOS DE INTERESSE NAS BALAS DE GOMA

A tabela 5 apresenta as formulações das balas de goma e a quantificação dos 

carotenoides na biomassa e extrato carotenogênico antes das formulações. 

Tabela 5- Formulação de bala de goma controle, com biomassa de P. rhodozyma integral, 

biomassa de P. rhodozyma extraída com etanol e β-caroteno comercial

Nas 4g de biomassa seca de P. rhodozyma adicionada na FB1 foram determinados 

107,7±0,648 µg.g-1 de carotenoides totais expresso em β-caroteno e 200,91±1,35 µg.g-1 e em 

astaxantina. No extrato etanólico oriundo de 4g de biomassa seca de P. rhodozyma adicionado 

na FB2 foi quantificando os carotenoides totais expressos em β-caroteno de 62,56±0,357 

µg.g- 1. Na bala de goma com β-caroteno comercial foi adicionado 26 µg na FB3.

Ingredientes Controle FB1 FB2 FB3 Concentração de 
carotenoides

Biomassa seca integral (g) - 4 - -

β- caroteno: 
107,7±0,648 µg.g- 1 

astaxantina: 
200,91±1,3 µg.g- 1

Biomassa seca extraída com 
etanol (g) - - 4 - β- caroteno 

62,56±0,357 µg.g-1

β-caroteno comercial (µg) - - - 26 26 µg
Gelatina (g) 20 20 20 20 -

Ácido cítrico (g) 2 2 2 2 -
Xilitol (g) 50 50 50 50 -

Água (mL) 100 100 100 100 -
Essência (mL) 0,15 0,15 0,15 0,15 -
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3.5 PERFIL DE TEXTURA DAS BALAS FORMULADAS

O perfil de textura das balas formuladas e as comercias estão descritas na tabela 6. No 

parâmetro dureza a formulação FB1 não teve diferença significativa com a bala comercial, já 

quando se compara com bala controle está apresentou 12,7% a mais de dureza. A FB2 e a FB3 

foram semelhantes a amostra controle sendo diferente da amostra comercial por 35,7%. 

Observando os valores percebe-se que a biomassa seca integral aumentou a dureza da bala 

controle. Esse comportamento foi obtido também por Paternina et al. (2024) que adicionou 

spirulina na formulação de bala de goma e aumentou em aproximadamente 38% de dureza. 

Esse fator foi atribuído ao aumento de matéria seca na formulação diminuindo o teor de água, 

contudo foi benéfico pois se teve uma dureza parecida a bala comercial. 

A adesividade em todas as amostras foi similar, assim pode-se dizer que as balas não 

precisam de energia para desgrudar após a primeira mordida, esse fator é esperado neste tipo 

de bala. Qi et al. (2023) encontrou no estudo de balas de goma de romã armazenadas por 15 

dias comportamento similar com adesividade em torno de -0 N.S- 1 a -0,83 N.S-1 de 0 ao dia 15 

de armazenamento, respectivamente. 

Todas as amostras apresentaram coesividade semelhante evidenciando a composição 

mais estruturada. Paternina et al. (2024) na avaliação das balas com spirulina encontrou valores 

similares ao presente estudo, comprovando assim que as balas de goma têm capacidade de 

manter a estrutura após compreensão. Vojvodić et al. (2024b) também encontraram valores de 

0,62 a 0,78 de coesividade similares ao presente estudo, quando avaliaram balas de goma 

enriquecidas com extrato de Mountain Germander e prebióticos, relatando que a coesividade 

está correlacionada com resiliência e elasticidade de acordo com a estrutura estável da bala de 

goma. Com isso no presente estudo a resiliência das amostras FB2 e FB3 não foram diferentes 

estatisticamente e as duas possuíram resiliência superior que as outras, mas foram diferentes 

quando comparadas as amostras FB1, controle e comercial. A FB1 apresentou diferença da bala 

comercial contudo ela foi igual a bala controle. Apesar das diferenças nos valores de resiliência 

estes foram muito próximos oscilando de 0,3 a 0,5, o que indica que todas as formulações têm 

estrutura firme e elástica, além de que os valores oscilaram em torno do encontrado na amostra 

comercial. Autores como Pekdogan et al. (2024b) encontraram resiliência de 0,12 a 0,51 em 

balas de goma com substituição do açúcar por suco de frutas, que em algumas amostras 

contribuiu para diminuir a resiliência, corroborando com este estudo. 
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Tabela 6- Perfil de textura (TPA) das balas goma com biomassa seca de P. rhodozyma (FB1), 

Biomassa seca de P. rhodozyma extraída com etanol (FB2), com adição de β-caroteno 

comercial (FB3), Bala controle e Bala comercial com corante químico 

Letras minúsculas diferentes indicam diferenças significativas (p < 0,05) das diferentes formulações pelo teste de 
Tukey. 

Para elasticidade a formulação FB3 apresentou o maior valor, seguido de FB2 que teve 

8,9% a menos com relação a FB3, já a bala FB1 não apresentou diferença significativa com a 

bala controle e a bala comercial. Quando comparamos as balas FB2 e FB3 com a comercial 

observa-se um aumento de elasticidade de 41,6% e 46,8%, enquanto que a composição da 

biomassa pode ter contribuído com a menor elasticidade da FB1 deixando-a mais parecida com 

a que tem no mercado. 

A mastigabilidade é outro fator importante no conceito das balas de gomas pois permite 

medir a força necessária para mastigar até o momento de deglutir. A FB1 e amostra comercial 

não apresentaram diferença significativa reiterando que representa um ponto positivo na 

formulação das balas. As amostras FB2 e FB3 apresentaram valores maiores de 

mastigabilidade, necessitando de maior força de mastigação antes de deglutir a bala. FB2 

apresentou um incremento de 14,7% em relação ao controle e 21,9% a comercial; já a FB3 

apresentou 24,6% a mais de mastigabilidade que o controle e 30,9% que a bala comercial.

Estes fatores podem ser variáveis de acordo com o processamento como o tempo de 

refrigeração anterior a análise. A formulação que apresentou melhor desempenho quando 

Parâmetros de 

textura

Controle FB1 FB2 FB3 Comercial

Dureza (N) 38,61±5,623b 44,21±5,17a 27,38±0,90b 29,85±1,78b 45,9±6,45a

Fraturabilidade - - - - -

Adesividade

(N.seg-1)

-0,01±0,00a -0,00±0,00a -0,01±0,00a -0,00±0,00a −0,01±0,02a

Coesividade 0,90±0,01a 0,85±0,04a 0,94±0,00a 0,76±0,24a 0,8±0,03a

Resiliência 0,41±0,01b 0,39±0,01b 0,47±0,01a 0,46±0,01a 0,3±0,01c

Elasticidade

(mm)

1,00±0,00c 0,94±0,01c 1,73±0,04b 1,90±0,02a 1,01±0,04c

Mastigabilidade

(N)

38,41±2,49bc 33,84±2,54c 44,43±0,65ab 48,98±3,51a 35,2±4,81c



111

comparada a uma amostra comercial foi a FB1 (com adição de biomassa integral), sendo 

promissora na substituição do corante para bala comercial.

3.6 AVALIAÇÃO DA COR DAS BALAS DE GOMA

A cor é um parâmetro muito importante pois tem uma finalidade na publicidade, e na 

decisão de compra dos consumidores, influenciando nas emoções fortes e atitudes de quem 

consome, sendo a cor vermelho e amarelo as mais influentes na decisão de escolha do 

consumidor (Zaiddi; Ismail, 2023). Como está se avaliando a biomassa de P. rhodozyma como 

futuro corante alimentício esta análise é de alta importância, sendo inserido amostras comerciais 

de balas de goma de gelatina com corante sintético e naturais, da cor amarela e vermelha (Figura 

3). 

O parâmetro L indica a luminosidade onde a amostra controle e a de corante natural 

amarelo (CNA) são as mais claras indicando uma translucidez. A FB1 e FB2 não se diferiram 

(43,1) mas apresentaram diferenças da FB3 com luminosidade de 50,8±0,05. Ao avaliar as 

amostras comercias é possível perceber que na intensidade de cor a que chegou mais próxima 

da industrial (CNA) foi a amostra FB3 com diferença de 8,2%, já as amostras FB1 e FB2 

ficaram mais próxima a amostra com corante químico, com diferença apenas de 7,3%. Já 

comparada ao corante natural vermelho (CNV) ocorreu uma diferença de 21,5%, a amostra que 

apresentou maior luminosidade foi a amostra controle indicando translucidez na superfície. 

Paternina et al. (2024) no estudo com Spirulina encontrou no parâmetro L (19,23 a 17,29) 

indicando maior opacidade nas amostras com adição de biomassa, efeito contrário ao estudado 

que mesmo com adição de biomassa a intensidade de luminosidade foi maior. 

Para a* que mostra a mudança de cor de verde a vermelho, a amostra formulada no 

estudo que apresentou maior tendência de tonalidade vermelha foi a FB1 com 20,59, valor que 

quando comparado as comerciais foi próximo da tonalidade da amostra com corante químico 

(CQ) com 10,6% a menos e com a de CNV chegou a uma diferença de 13,3%. A amostra FB2 

apresentou tonalidade vermelhada de 8,6% sendo inferior a CQ, CNV e a FB1 contudo ela foi 

inferior em 16,5% do CNA e superior da amostra controle em 89,0%. Já FB3 teve 1,29 na 

tonalidade vermelha, esta amostra contém apenas β-caroteno comercial podendo ser associada 

a baixa tonalidade vermelha, além disso a amostra FB3 foi diferente das amostras comerciais, 

mas semelhante a amostra controle que teve 0,94. No estudo de Pekdogan Goztok et al. (2024b) 

que avaliou a adição de microalgas Porphyridium cruentum apresentou valor de a* entre 2,09 

a 5,73, inferior as formulações FB1 e FB2, mas com maior tonalidade vermelha que FB3.
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Assim tem-se que a amostra FB1 apresenta uma tonalidade vermelha e levemente 

amarela, a FB2 possui uma tonalidade levemente vermelha e amarela e a FB3 possui uma 

tonalidade amarela e quase nada vermelha. 

Para avaliar a tonalidade e a intensidade tem se os valores de croma e Ângulo hue, estes 

parâmetros associados aos parâmetros a*, b* e L são de grande importância para definir o perfil 

colorimétrico da amostra. O croma e Ângulo Hue das amostras estão representadas na figura 4 

onde a tonalidade (ângulo hue) da amostra FB1 possui um valor 35,08 deixando-a mais próxima 

a tonalidade vermelha, já que tonalidades avermelhadas ficam próximas de 0º (ou 360º). A FB2 

apresenta um valor de 49,17 sendo este mais valor distante do vermelho e próximo do amarelo 

(≈90º) podendo indicar uma tonalidade mais alaranjada. A FB3 chegou a 85,71 valor próximo 

a tonalidade amarela, inferior a amostra controle que alcançou 87,28, sendo estas duas amostras 

próximas a 90ºC caracterizadas pela maior tonalidade amarela.

Quando se compara às amostras comerciais percebe-se que a amostra mais semelhante 

com a tonalidade da amostra CNV (20,45) é a FB1, já a FB2 se assemelha com a CQ (49,19) e 

a FB3 apresentou tonalidade parecida a CNA (76,03). Nas microalgas P. cruentum, D. salina e 

C. vulgaris, adicionadas as balas de gomas tiveram que as amostras que possuem uma 

tonalidade amarelada oscilaram de 51,24 a 93,48 (Konar et al., 2025).

Quanto a saturação (croma) a amostra FB1 apresentou maior saturação com um valor 

de 25,19, seguida pela amostra FB3 com 17,28 e a amostra FB2 com 10,2. Comparando as 

amostras percebe-se que a amostra FB1 ficou levemente parecida com a amostra controle com 

21,2% superior de saturação, e com a amostra CQ apresentou 28,6% a menos. A FB2, contudo, 

foi diferente das saturações de todas as amostras, sendo que a CQ e CNA ficaram muito mais 

distante, a saturação mais parecida desta formulação (FB2) com as comercias foi com a CNV 

com 30,1% a menos.

Amostra FB3 apresentou saturação inferior de 9,33% com a amostra comercial CNV e 

12,9% que a controle, e diferença significativa das demais amostras comercias. 

Paternina et al. (2024) percebeu uma diferença na saturação quando adicionou a biomassa de 

Spirulina com um valor de 11,50 alcançando uma diferença de 46,7% da amostra controle. Este 

valor de saturação foi menor ao deste estudo contudo, representa que ao adicionar biomassa na 

formulação ocorre um aumento da saturação da cor das balas de goma.











118

3.8 COMPOSIÇÃO CENTESIMAL DAS FORMULAÇÕES DA BALA DE GOMA

A composição centesimal em alimentos e suplementos é necessária pois garante 

qualidade e o padrão de identidade do alimento, auxiliando ao consumidor através do rótulo a 

entender a composição do produto (Molin et al., 2020). A avalição da composição centesimal 

das balas produzidas apresenta um cenário para avaliar as alterações que a adição de 

P. rhodozyma, o extrato etanólico e o β -caroteno comercial proporciona na matriz alimentar. 

Assim apresenta-se na tabela 6 a composição centesimal das diferentes formulações obtidas. 

Observa-se que a adição de biomassa seca integral na bala de goma (FB1) aumentou em 

47,3% o teor de lipídeos à bala de goma e que nas formulações FB3 o aumento foi de 36,5% a 

mais que a controle, já a formulação FB2 não teve diferença estatística no aumento de lipídeo 

da bala controle. Nas balas FB3 e FB2 pode ser atribuído esse fator aos carotenoides presentes 

nas amostras. Na amostra FB1 o aumento de lipídeos pode ser devido a biomassa conter 34,9% 

de lipídeos na biomassa, acrescentando assim com essa porcentagem na bala de goma.  

A formulação FB1 apresentou um aumento em 23,7% de proteína quando comparada 

ao controle, enquanto as formulações FB2 e FB3 não tiveram diferença significativa com 

controle; podendo relacionar também que a biomassa da levedura possui 23,3% de proteína 

resultando no aumento o teor proteico na bala de goma, sendo interessante na suplementação 

desta matriz alimentar.

Esse comportamento também é relatado por Paternina et al. (2024) que ao adicionar 

biomassa de Spirulina nas balas de goma obteve um aumento de 2,02 g.100g de lipídeo na 

formulação de 3% de polpa de fruta do açaí e 1% de Spirulina e um aumento de 16,3% de 

proteína na formulação com 1% de polpa de fruta do açaí e 3% de Spirulina. 

O teor de cinzas não houve diferença significativa, comparando a amostra controle com 

nenhuma formulação, sendo assim a adição de biocompostos não alterou este parâmetro. 

Valores de teor de cinzas próximos  a este estudo foram encontrados por Meira et al. (2024) em 

balas de goma adicionada com probióticos e baixo teor de açúcar alcançando 0,3 e 0,4 %. Já 

Paternina et al. (2024) encontrou valores de cinzas entre 0,21 e 1,11 g. 100g-1, quando adicionou 

biomassa de Spirulina as balas de goma, estes valores estão acima do encontrado no presente 

estúdio, e pode-se dar ao fato de ser microrganismos diferentes com outros compostos, ela 

também encontrou um teor de carboidratos de 84,99g.100 g de amostra sendo muito superior 

ao encontrado no estudo, que encontrou valores aproximado de 30,5 e 34,4%.
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Tabela 7 - Composição centesimal das balas de gomas com biomassa seca de P. rhodozyma, 

Biomassa seca de P. rhodozyma extraída com etanol e com adição de β-caroteno comercial. 

Letras minusculas diferentes indicam diferenças significativas (p < 0,05) entre as diferentes formulações pelo teste 

de Tukey, após análise de variância (Anova) a 5% de significância. FB1 é bala de goma com adição de biomassa 

seca de P.rhodozyma integral, FB2 é bala de goma com adição de biomassa seca extraída com etanol de 

P.rhodozyma, FB3 é bala de goma com adição de β-caroteno comercial.

Para o teor de umidade, parâmetro importante para determinar a textura e vida útil a 

amostra controle foi significativamente superior as demais. A formulação FB1 teve uma 

redução de 1,8% de umidade em relação ao controle, já a amostra FB2 e FB3 apresentaram uma 

umidade similar e com redução significativa de aproximadamente 3,4% da amostra controle. 

Autores como Pereira; Benassi e Beleia (2022) encontram teores de umidade bem abaixo do 

presente estudo com 17% de umidade nas balas de goma com gelatina produzidas, este fator se 

deve a secagem das balas por 72h a 45ºC e cobertas com fécula de mandioca. Outros autores 

que também conseguiram teores baixo de umidade como Rojas-Orduña; Hernández-Carrión e 

Sánchez-Camargo (2024) formularam balas de goma enriquecidas com carotenoides da polpa 

de café amarela, alcançando valores de umidade de 17,4 a 16,4%, sendo também um efeito da 

secagem pós-produção. Meira et al. (2024) produziram balas de goma enriquecidas com 

probióticos encontrando de 42,6 e 38,5% de umidade, resultados próximos ao presente estudo. 

Assim, é possível encontrar umidade variada em função de modificações durante os processos 

de secagem do produto ou otimização de formulações.

As balas de goma com adição de biomassa de P. rhodozyma são alternativas viáveis na 

suplementação deste produto já que a formulação FB1 aumentou o teor proteico e lipídico da 

bala de goma proporcionando um maior valor agregado ao produto.

Componente
Composição do componente (% m.m-1)

Controle FB1 FB2 FB3
Lipídeos  1,6±0,1c 3,0± 0,4a 2,2±0,1bc 2,5±0,3ab

Proteínas 9,0± 0,7b 11,8±0,7a 9,5±0,6b 9,1±0,6b

Cinzas 0,4 ± 0,1a 0,5±0,1a 0,4± 0,1a 0,5 ± 0,1a

Carboidratos 31,6 30,5 34,4 33,7
Umidade 56,0 ± 0,3a 55,0 ± 0,1b 54,1 ± 0,2c 54,2± 0,2c
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3.9 DETERMINAÇÃO DE ACIDEZ TITULAVEL, pH E SOLIDOS TOTAIS

A determinação de acidez, pH e sólidos totais são parâmetros que ajudam a avaliar a 

qualidade e estabilidade das balas de gomas. Os resultados do presente estudo estão 

representados na tabela 4. Quanto ao teor de acidez tem-se que as amostras não apresentaram 

variação significativa com a inclusão de biocompostos, isso porque os mesmos não possuem 

matrizes acidificantes na composição. 

Autores como Meira et al. (2024) estudaram diferentes quantidades de xilitol (50 e 30 

g) na formulação de balas de goma, encontrando resultados similares ao presente estudo (1,3% 

de ácido cítrico.100g-1) com 50 g de xilitol, enquanto que 30g de xilitol proporcionou maior 

acidez (1,6% de ácido cítrico.100g -1). Os autores relacionaram este comportamento ao xilitol 

pois este composto inibe a acidez do produto.

 Mohd et al. (2024) encontraram valores altos de acidez nas balas de goma com pele de 

pitaya obtendo que com 3% de aumento de ácido cítrico tiveram 7,9% de ácido cítrico. 100g - 1, 

contudo os autores relatam que o ácido cítrico atua como regulador de pH podendo degradar 

alguns compostos da bala de goma mesmo melhorando a vida útil do produto.

Tabela 8- Parâmetros físico-químicos das balas de goma com biomassa seca de 

P. rhodozyma, Biomassa seca de P. rhodozyma extraída com etanol e com adição de 

β- caroteno comercial

Letras minusculas diferentes indicam diferenças significativas (p < 0,05) pelo teste Tukey, após análise de 

variância (Anova) a 5% de significância. FB1 é bala de goma com adição de biomassa seca de P.rhodozyma 

integral, FB2 é bala de goma com adição de biomassa seca extraída com etanol de P.rhodozyma, FB3 é bala de 

goma com adição de β-caroteno comercial 

Para o parâmetro pH neste estudo pequenas variações significativas foram verificadas 

em todas as amostras. O maior pH medido foi na FB1, e o menor é o da amostra controle, sendo 

que todas as amostras foram diferentes estatisticamente, contudo as diferenças foram pequenas. 

Vojvodić et al. (2024a) mediu o pH das balas de gomas fortificadas com extrato de Mountain 

Germander e prebioticos e tiveram um pH oscilando de 3,71 a 3,91, sendo superiores aos 

Controle FB1 FB2 FB3
Acidez titulável

(% ácido cítrico) 1,4 ±0,05a 1,4 ±0,08a 1,4± 0,04a 1,5±0,11a

pH 3,03±0,01d 3,39±0,01a 3,06±0,01c 3,23±0,01b

Sólidos soluveis 
totais (°Brix) 49,4 52,6 49,9 48,7
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encontrados no estudo, contudo o autor usa diferentes fontes de açúcar que podem ter tido 

influência na acidez da formulação. Por outro lado Konar et al. (2025) encontraram valores 

similares de pH a este estudo oscilando em torno de 3,31 a 3,38, estes dados estão levemente 

acima de algumas formulações como a bala controle, FB2 e FB3 e são mais parecidos com FB1, 

este fator se deve a que os autores usaram biomassa de microalgas encapsuladas nas balas de 

gelatina com dois tipos de açúcar. Assim, como a formulação deste estudo contém apenas xilitol 

pode-se dizer que apresenta levemente acidez sem muito efeito do xilitol.

Os sólidos solúveis totais da formulação FB1 foram superiores em 6,1% da amostra 

controle sendo o maior valor obtido quando comparado as formulações FB2 e FB3. Este fator 

indica que o aumento da biomassa de P. rhodozyma integral aumentou o teor de sólidos na 

amostra, já as formulações FB2 e FB3 ficaram próximas da amostra controle. Autores como 

Rojas-Orduña; Hernández-Carrióne;Sánchez-Camargo (2024) encontram 75,33ºBrix nas balas 

de gomas enriquecidas com carotenoides extraídos da polpa de café amarela. estando acima do 

estudo, Meira et al. (2024) por outro lado encontrou valores de sólidos totais parecidos com a 

do estudo estando a 47ºBrix a da formulação com 50g de xilitol e 32ºBrix a com 30g, e relaciona 

que o uso de xilitol na formulação possibilita esse teor inferior de graus Brix em balas de goma, 

estando assim coerente com o presente estudo.

Assim, com a finalidade de avaliar o potencial da biomassa de P.rhodozyma como 

ingrediente de balas de goma a base de gelatina notou-se que A formulação controle selecionada 

foi a B, contendo 50g de xilitol, por apresentar perfil de textura semelhante ao produto 

comercial. Entre as formulações testadas, a FB1 (com biomassa integral) foi a que mais se 

aproximou da comercial em textura e cor. As formulações FB2 (com extrato etanólico) e FB3 

(com β-caroteno comercial) exibiram menor dureza, diferenciando-se das comerciais. Na 

avaliação da cor, a FB3 apresentou tonalidade amarelada compatível com balas comerciais de 

corante natural amarelo. A recuperação de carotenoides foi baixa devido ao aprisionamento do 

pigmento pela matriz gelatinosa. Quanto aos parâmetros físico-químicos, a FB1 resultou em 

aumento dos teores de proteína e lipídeos da bala, podendo conferir a biomassa com potencial 

para suplementação deste produto. 

Com isso a aplicação da biomassa integral de P. rhodozyma é potencialmente viável em 

balas de goma, sendo uma fonte promissora para corante alimentar natural e suplementação 

neste produto, agregando valor a esta matriz.
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Assim os resultados obtidos do cultivo de P. rhodozyma em 144h com biomassa final 

de 12,59 g·L⁻¹ contendo 85,91 ±1,01 µg.g-1 (1081,67 µg,L⁻¹) de β-caroteno e 154,23 ±2,606 

µg.g-1 (1941,97 ±34,810 µg.L-1) de astaxantina demonstrou grande potencial biotecnológico 

quando cultivada em meio agroindustrial à base de melaço de soja. Além disso, o melaço de 

soja mostrou-se um substrato sustentável e eficiente, para produção de óleo microbiano com 

uma recuperação de 34,9% de lipídeos, encontrados na biomassa de P. rhodozyma, 

apresentando uma relação de saturados/insaturados de 0,24 indicando que este óleo é rico em 

insaturados, possibilitando uma alternativa saudável e nutracêutica para setor das gorduras e 

óleos. A biomassa cultivada em melaço de soja também possui 23,3% de proteínas e 37,0% de 

carboidratos agregando valor a este bioproduto. 

A secagem por leito de jorro foi um método viável de conservar a biomassa produzida 

em biorreator, diminuindo o tempo de secagem para 3h, melhorando a recuperação de 

carotenoides presentes na biomassa alcançando 67,0% a mais que a biomassa úmida, além de 

apresentar uma recuperação superior ao método de liofilização. Adicionalmente este método 

foi relevante para conservar melhor a cor do bioproduto e reduzir a umidade até 3,9%. Esta 

biomassa seca integral pode permanecer armazenada sobre refrigeração a 4ºC sem sofrer 

grandes perdas por 90 dias e diminuindo 11,1% da cor vermelha, com um ΔE de 8,75, afirmando 

de novo a sua posição como método alternativo de secagem viável à liofilização.

Na aplicação em balas de goma, as formulações com biomassa integral (FB1) 

apresentaram maior recuperação de carotnoides (0,61 µg.g⁻¹ de astaxantina e 0,41 µg.g⁻¹ de 

β- caroteno), coloração vermelha estável e textura semelhante às balas comerciais, com 

aumento nos teores de lipídeos e proteínas na composição centesimal da bala de goma, 

indicando assim um ótimo bioproduto para suplementação de matrizes alimentares carentes de 

nutrientes. A biomassa extraída com etanol (FB2) apresentou teores levemente inferiores de 

recuperação de carotenoides (0,58 µg.g⁻¹ de astaxantina e 0,21 µg.g⁻¹ β-caroteno,) a coloração 

foi inferior a tonalidade vermelha da formulação FB1 e a textura apresentou menor dureza que 

as comerciais. Enquanto o β-caroteno comercial (FB3) não apresentou recuperação de 

carotenoides totais, a textura ficou similar a formulação FB2 e a cor ficou na tonalidade amarela 

característica de β-caroteno. 

Por tanto afirma-se que a biomassa seca integral de P. rhodozyma é uma fonte natural, 

biotecnológica, sustentável, e funcional de carotenoides que podem substituir corantes 

sintéticos e agregar valor nutricional e sensorial a produtos alimentícios. 
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Os resíduos gerados durante o estudo serão gerenciados de acordo com o Plano de 

Gerenciamento de Resíduos Químicos e Perigosos (PGRQP) da Universidade Federal do Rio 

Grande (FURG). Eles serão identificados, armazenados em frascos âmbar e devidamente 

etiquetados, com medidas de segurança para evitar riscos. Quando os frascos estiverem cheios, 

os resíduos serão enviados para a Unidade de Armazenamento Temporário do EQA e recolhidos 

quando a quantidade mínima for atingida, conforme solicitação à Coordenação de Gestão 

Ambiental (PROINFRA-FURG).

7.1 Avaliar por meio de planejamento experimental condições de cultivo em biorreator para 

o melaço de soja visando o aumento de Astaxantina 

7.2 Estudar diferentes temperaturas de secagem para encontrar a melhor condição de secagem 

para esta levedura

7.3 Aumentar a concentração de melaço de soja para 150 g.L-1 em biorreator de bancada e 

ver a produção de biomassa, carotenoides e sua influência na recuperação lipídica

7.4 Testar microcápsulas contendo extrato caroteno gênico extraído com etanol em balas de 

goma e compara-la com a biomassa.

7.5 Realizar analises sensórias e de estabilidade das balas de goma com biomassa integral 

para ver a aceitação do público, assim como ver a manutenção do pigmento em alguns 

meses

7.6 Experimentar a adição de biomassa integral de P. rhodozyma em outras matrizes 

alimentares.
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