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CAPITULO I



RESUMO

Leveduras carotenogénicas despertam interesse industrial na substituicao de corantes sintéticos
especialmente no ramo confeiteiro como bala de goma, devido a corantes quimicos que sao
considerados genotdxicos e ocasionam problemas a saude. Entre essas alternativas se encontra
Phaffia rhodozyma, levedura reconhecida como GRAS (Generally Recognized as Safe), que se
destaca pela produ¢ao de carotenoides intracelulares, como astaxantina, -caroteno, € outros
bioprodutos. Contudo, a aplicagdo dos seus metabolitos ainda € pouco explorada, devido as
lacunas técnicas, tais como: A conservagao da biomassa de forma sustentavel e eficiente, o
pouco conhecimento sobre a composi¢ao da parede celular da levedura e a disponibilidade de
meios de cultivo de baixo custo. Assim, o objetivo do presente trabalho foi avaliar a biomassa
de P.rhodozyma como potencial substituto de corantes alimentares sintéticos, bem como avaliar
sua composi¢do. Para isso a levedura foi cultivada em biorreator de bancada de 5L com
100 g. L"! de melago de soja, coproduto agroindustrial, logo apos a biomassa foi seca em leito
de jorro com uma temperatura de entrada de ar de 95°C e saida de 65°C, e taxa de alimentacao
de 0,2kg. h'!. A biomassa foi caracterizada quanto sua composicdo centesimal, FTIR,
estabilidade da cor e recuperagao de carotenoides com o tempo de armazenagem. A extragdo do
6leo por Bligh e Dyer, sua caracterizagcdo quanto ao perfil de 4cidos graxos e parametros fisico-
quimicos foi realizada. Para aplicacdo em balas de goma foram feitas 3 formulagdes: com
biomassa seca integral, com extrato etanodlico a partir da biomassa seca e com adi¢do de
- caroteno comercial, as quais foram avaliadas quanto a cor, recuperagdo de carotenoides e
composicdo centesimal. Assim, em 144h de cultivo foi obtido 12,59 g-L~! de biomassa, com
1941,97 ng-L! de astaxantina e 1081,67 pg-L™" de B-caroteno. A secagem por leito de jorro foi
a mais eficiente para conservagado e recuperacao de carotenoides atingindo umidade de 3,9% e
perda de cor inferior a 12% ap6s 90 dias de armazenamento sob refrigeracao(4°C). A biomassa
seca apresentou lipideos (34,9%), proteinas (23,3%) e carboidratos (37,0%) O 6leo microbiano
extraido apresentou perfil graxo majoritariamente com 67,0 % de acido oleico. Na aplicacdo da
bala de goma a biomassa integral resultou em coloracdo intensa e estavel com 0,61 pg-g* de
astaxantina e 0,41 pg-g™' de B-caroteno, a textura foi adequada similar com balas de goma
comerciais € a composi¢ao centesimal apresentou grande potencial como suplemento alimentar.
Com isso a biomassa de P. rhodozyma possui grande potencial nutricional, técnico e sustentavel
na aplicacdo de bala de goma a base de gelatina como corante alimenticio, podendo torna-la
funcional.

Palavras-chaves: Pigmentos bioativos, Termossensiveis, Leveduras carotenogénicas, Corante
natural, Oleo microbiano



ABSTRACT

BIOMASS POTENTIAL OF Phaffia rhodozyma NRRL Y-17268 FOR USE IN FOOD
FORMULATIONS

Carotenogenic yeasts have attracted industrial interest as substitutes for synthetic colorants,
particularly in the confectionery industry, such as in gumdrops, due to concerns that chemical
colorants may be genotoxic and pose health risks. Among these alternatives is Phaffia
rhodozyma, a yeast recognized as GRAS (Generally Recognized as Safe), which is notable for
producing intracellular carotenoids such as astaxanthin, B-carotene, and other bioproducts.
However, the application of its metabolites remains underexplored due to technical limitations,
including the sustainable and efficient preservation of biomass, insufficient knowledge
regarding yeast cell-wall composition, and the availability of low-cost culture media. Therefore,
the objective of this study was to evaluate P. rhodozyma biomass as a potential substitute for
synthetic food dyes, as well as to assess its composition. For this purpose, the yeast was
cultivated in a 5L bench bioreactor with 100 g-L™' of soybean molasses, an agro-industrial co-
product, and the biomass was subsequently dried using a spray dryer with an inlet air
temperature of 95°C, an outlet temperature of 65°C, and a feed rate of 0.2 kg-h™'. The biomass
was characterized in terms of proximate composition, FTIR, color stability, and carotenoid
retention over storage. Oil extraction via the Bligh and Dyer method was performed, followed
by characterization of its fatty acid profile and physicochemical parameters. For application in
gumdrops, three formulations were developed: one with whole dried biomass, one with
ethanolic extract from dried biomass, and one with added commercial B-carotene. These
formulations were evaluated for color, carotenoid retention, and proximate composition. After
144 hours of cultivation, 12.59 g-L! of biomass was obtained, containing 1941.97 pug-L! of
astaxanthin and 1081.67 ug-L™" of B-carotene. Spray drying proved to be the most efficient
method for carotenoid preservation and recovery, resulting in a moisture content of 3.9% and
less than 12% color loss after 90 days of refrigerated storage (4°C). The dried biomass consisted
of lipids (34.9%), proteins (23.3%), and carbohydrates (37.0%). The extracted microbial oil
exhibited a fatty acid profile composed predominantly of 67.0% oleic acid. When applied to
gumdrops, the whole biomass produced an intense and stable coloration, with 0.61 ug-g™* of
astaxanthin and 0.41 pg-g' of B-carotene. The texture was similar to that of commercial
gumdrops, and the proximate composition indicated strong potential as a nutritional
supplement. Thus, P. rhodozyma biomass demonstrates significant nutritional, technical, and
sustainable potential for use in gelatin-based gumdrops as a natural food colorant, potentially
imparting functional properties.

Keywords: Bioactive pigments; Thermosensitive; Carotenogenic yeasts; Natural colorant;
Microbial oil.
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1 INTRODUCAO

Os corantes alimenticios inicialmente foram incorporados as formulagdes contribuindo
na aceitacdo sensorial e na percepc¢ao de qualidade por parte dos consumidores (Cobbold,
2020). De acordo com a legislag@o vigente, sdo permitidas trés categorias principais de corantes
em alimentos: os naturais, caramelos e artificiais, tendo limite de uso para os artificiais
(Guimaraes et al., 2023a). Isso devido ao consumo continuo de corantes artificiais que podem
ocasionar alteragcdes no material genético, como riscos toxicoldgicos, uma vez que sao
considerados aditivos altamente genotoxicos (Guimaraes ef al., 2023a). Por esse motivo existe
a tendéncia em grandes empresas do setor alimenticio de disponibilizar linhas de produtos
isentos de corantes artificiais. Entretanto, o uso de aditivos sintéticos ainda se mantém em
diversas formulagdes, por razdes tecnologicas e econdomicas (Cobbold, 2020). Por outo lado, os
corantes naturais surgem como alternativa mais segura a saude com caracteristicas tecnoldgicas
e sensoriais atrativas, além de proporcionar beneficios a saude (Rossi et al., 2021), possuindo
maior flexibilidade na concentragao a ser adicionada nos produtos (Brasil, 2023).

Entre os corantes naturais tem-se os carotenoides, pigmentos tetraterpénicos que variam
da cor amarela, laranja, vermelha e roxa, estando presentes em diversos organismos, desde
bactérias fotossintéticas, fungos, plantas e animais (Maoka, 2020). O principal foco da
aplicacdo dos carotenoides na industria deve-se aos beneficios a saude, justificando sua
utilizagdo nos setores farmacéutico, nutracéutico e alimenticio. O mercado ¢ segmentado em
astaxantina, -caroteno, luteina, entre outros, dando destaque na astaxantina. Estes compostos
apresentam maior valor agregado quando sdo obtidos a partir de residuos, subprodutos ou
coprodutos, assim como também, através da sintese biotecnologica, uma vez que a produgdo
microbiana apresenta vantagens em termos de produtividade, necessidade de pequena area de
producdo e controle de condi¢gdes de cultivo (Viana; Adorno; Santos, 2022a). Além disso, o
mercado global de carotenoides alcangou US$ 2,1 bilhdes em 2024, com taxa de crescimento
anual de 6,7%, estimando-se que atinja US$ 2,9 bilhdes até 2029 (BCC RESEARCH, 2025).

A levedura Phaffia rhodozyma, classificada como GRAS (Generally Recognized as
safe), possui eficiéncia na sintese de carotenoides principalmente astaxantina (Cottera et al.,
2021; Mussagy et al., 2023), este composto contribui no tratamento de doencas
neurodegenerativas (Silva et al., 2022) e na diminuic¢ao do risco cardiometabolico em mulheres
na peri e pés-menopausa (Luiz et al., 2021). Com isso € necessario novas abordagens para
melhorar a produgdo destes compostos (Li et al., 2023), sendo o melago de soja, subproduto

agroindustrial oriundo do processamento da proteina da soja, potencial no aumento da produgdo
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de biomassa e a concentragao de carotenoides da levedura estudada quando comparado ao meio
de cultivo comumente utilizado (meio extrato de malte e levedura) (Pacheco ef al., 2025).

A aplicagdo de leveduras em alimentos ¢ limitada pois maior parte de estudos sdo
focados nos extratos carotenogénicos, desvalorizando possiveis contetidos de acidos graxos,
proteinas, cinzas e agucares disponibilizados (Feng et al., 2025a). As leveduras sdo aplicadas
em suplementos alimentares na forma autolisadas, polissacarideos da parede celular e
nucleotideos (Zanello, 2023). No entanto, ha uma lacuna significativa na literatura em relagao
a aplicacao de leveduras carotenogénicas em produtos alimenticios.

Para ser possivel a aplicacdo, o processo de secagem sera importante, com isso
considerando as limitagdes na literatura, o leito de jorro foi selecionado como alternativa, ja
que apresenta uma possivel ruptura ou permeabilizagcdo da célula em paralelo com a secagem
para facilitar a posterior recuperagao dos carotenoides, além de possuir potencial de aplicagao
em grande escala. Ressalta-se ainda que o presente trabalho se caracteriza como pioneiro na
aplicagdo do leito de jorro para leveduras carotenogénicas, ampliando as perspectivas de
utilizag¢ao dessa técnica e possibilitando a minimizagao de custos do processo (Marreto, 2006).

Esse potencial torna-se relevante dentre os produtos alimentares que faz uso de corantes
alimenticios, como a industria confeiteira, dando destaque aos fabricantes de balas de gelatina,
onde encontram-se corantes como amarelo creptsculo, tartrazina, vermelho 40 e azul brilhante,
criando assim problematicas de consumo, uma vez que estes corantes estdo relacionados
diretamente com cirrose biliar primaria, alergias, problemas estomacais e hiperatividade em
criancas (Teixeira; Safi; Holanda, 2024). Contudo, a bala de goma ¢ um produto 6timo aliado
para aceitacdo sensorial no mercado alimentar, em especial para criancas € pessoas com
disfagia, sendo sistemas eficazes de administracdo de compostos bioativos e suplementagdo
(Rashmi; Mona, 2023).

Diante desse contexto, questiona-se o potencial da biomassa seca de P. rhodozyma e
seus bioprodutos aplicados como corante de balas de gelatina, avaliando o comportamento e
composi¢ao da levedura integral e do extrato carotenogénico na matriz alimentar. Além da
ampliacdo de escala em biorreatores de bancada para maior produtividade, estudos de processos
de secagem para melhor conservagao da biomassa e melhoramento na extra¢ao de carotenoides,
gerando assim desafios operacionais e de formulagdo. Com isso o presente trabalho tem como
objetivo avaliar o potencial da biomassa de P. rhodozyma seca, cultivada com melago de soja,
como corante em balas de gelatina, considerando a sustentabilidade no processo e reducao de
custos, para obtencao de balas de gelatina com corantes naturais e outros compostos bioativos,

tornando-a um produto com maior valor agregado no mercado e funcionalidade.
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2  OBJETIVOS
2.1 OBIJETIVO GERAL

A proposta visa cultivar a levedura P. rhodozyma NRRL Y-17268 em melago de soja
como Unica fonte de nutriente e avaliar a aplicabilidade da biomassa, do extrato carotenogénicos

livre para elaboragdo de balas de gelatina comparativamente ao corante comercial B-caroteno

2.2 OBIJETIVOS ESPECIFICOS

- Avaliar o potencial do melago de soja como fonte de C, N, H para a produgdo de biomassa de
P. rhodozyma NRRL Y-17268 em reator de bancada

- Determinar o efeito das técnicas de secagem na composi¢ao proximal, funcional e no perfil
de 4cidos graxos da biomassa de P. rhodozyma.

- Determinar o efeito das técnicas de secagem, na composi¢do proximal, funcional e no perfil
de 4cidos graxos da biomassa de P. rhodozyma

- Avaliar a produgdo de 6leo por P. rhodozyma cultivada em biorreator de bancada com melago
de soja como substrato no cultivo e caracterizar parcialmente o 6leo produzido

- Formular balas de gelatinas utilizando biomassa seca integral, extrato carotenogénico obtido
da biomassa seca ou - caroteno comercial, caracterizando-as quanto a composi¢ao proximal e
analises fisico-quimicas;

- Avaliar o efeito da substitui¢@o de corantes artificiais por corantes naturais no perfil de textura

e cor de balas comercias e formuladas
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 CORANTES ALIMENTICIOS E SUA RELEVANCIA NA INDUSTRIA
ALIMENTICIA

Segundo ANVISA (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitdria) corante ¢ a substancia ou
a mistura de substancias que possuem a propriedade de conferir ou intensificar a coloragao de
alimentos e bebidas, entre eles estdo os corantes organicos naturais, corantes organicos
sintéticos (corante artificial, corante organico sintético idéntico ao natural), corantes
inorgénicos, caramelo, e caramelo por processo amonia (Brasil, 1977).

Os corantes alimenticios sintéticos foram desenvolvidos por volta do século XIX,
inicialmente destinados a industria téxtil, mas rapidamente sendo aplicado na industria
alimenticia, gerando alarmes para quimicos que tinham alertado cerca dos riscos do consumo,
e implicou desafios nos métodos de detecgdo e de avaliagdo da toxicidade. O problema agravou,
pois, a mistura de corantes com componentes da matriz dos alimentos produzia novos
compostos quimicos 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
criangas, nas quais podem ocasionar alergias, Transtorno do Déficit de Atencdo e
Hiperatividade, retardo do crescimento, asma, genotoxicidade e cancer. Fatos que tem
demandado uma nova abordagem de mercado para o uso de corantes naturais (Campanholi;
Souza, 2024).

Corantes naturais surgem como alternativa de substituicao aos corantes sintéticos com
destaque para seus recursos tecnologicos e fungdes bioativas, que estdo incluidos em produtos
solidos e liquidos, aumentando o valor organoléptico e a cor dos produtos, sendo uma op¢ao

saudavel (Rossi et al., 2021).

3.2 CAROTENOIDES: ESTRUTURA, PROPRIEDADES E APLICACOES

Carotenoides sdo pigmentos lipofilicos naturais que conferem coloragcdes amarelas,
laranjas e vermelhas a frutas, flores, microalgas e fungos. Em animais, que os obtém pela dieta,
esses pigmentos se acumulam no tecido adiposo (Zia-Ul-Haq; Dewanjee; Riaz, 2021). Sua
estrutura basica ¢ formada por tetraterpenos com oito unidades de isoprenoides conectadas por
ligagdes covalentes em arranjos '"cabega-cauda" ou '"cauda-cauda" (Damodaran; Park;

Fennema, 2010; Nelson; Cox, 2014). A molécula ¢ linear, simétrica, e apresenta uma inversao
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no centro da estrutura, além de uma longa cadeia de polieno com trés a quinze ligacdes duplas,
que define o espectro de absor¢do e, consequentemente, a cor da molécula (Bemfeito, 2020;
Gayeski, 2022; Gonzalez-Pefia et al., 2023; Maldonade, 2003). Eles se dividem em carotenos,
formados apenas por carbono, e xantofilas, que contém oxigénio (Damodaran; Park; Fennema,
2010). Até 2017, foram identificados e descritos cerca de 1117 carotenoides naturais (Mussagy
et al., 2018; Mussagy et al., 2021; Spagnuolo et al., 2023).

Carotenoides possuem propriedades antioxidantes e anti-inflamatorias, essenciais na
prevencao de doengas cronicas, além de atuarem como provitamina A, desempenhando fungdes
cruciais no organismo (Vianna, 2022), como proteger macromoléculas bioldgicas contra danos
oxidativos e por atuar na comunicag¢ao intercelular, modulando vias de sinaliza¢do, absorvendo
luz visivel e influenciando propriedades da membrana, fungdes que podem ocorrer de forma
integrada (Meléndez-Martinez et al., 2022). Alguns carotenoides como astaxantina conseguem
atravessar a barreira hematoencefalica, desativando o oxigénio e neutralizando radicais peroxil,
reduzindo a oxida¢do do DNA e dos lipideos, sendo relacionado ao tratamento de doencas
neurodegenerativas (Silva ef al., 2022). Luiz et al. (2021) demonstraram que, em mulheres na
peri e pos-menopausa, esses compostos reduzem a dislipidemia aterogénica e melhoram
marcadores de inflamagao e estresse oxidativo, diminuindo o risco cardiometabdlico.

Na industria alimenticia, carotenoides como astaxantina, cantaxantina, [-caroteno,
bixina, norbixina e licopeno proporcionam tonalidades amarelas, alaranjadas e avermelhadas a
varios produtos, incluindo refrigerantes, sucos, manteiga, conservas, queijos, doces, cereais
matinais, sorvetes, sobremesas, lanches, molhos e ragdes para peixes e aves (Pefa et al., 2023).
A maior parte atualmente sdo obtidos a partir de vegetais e microalgas, contudo essas fontes
enfrentam desafios, desde instabilidade até requisitos complexos de producao e processamento,

portanto, processos biotecnologicos surgem como alternativa (Rodriguez-Amaya et al., 2023a).

3.3 PRODUCAO DE CAROTENOIDES POR LEVEDURAS

A aplicacdo de técnicas evolutivas na engenharia de bioprocessos para producao de
alimentos aumenta a aceitacdo publica, sendo vista como mais natural. Com a crescente
demanda por carotenoides nos setores alimenticio, nutracéutico, de ragdo animal e
farmacéutico, intensificaram-se as pesquisas para produzir carotenoides conhecidos e novas
moléculas, utilizando o cultivo de leveduras em substratos especificos, oferecendo alternativas
sustentaveis e inovadoras (Teodoro ef al., 2021). Assim tem-se a producao de carotenoides por

algumas leveduras apresentadas na Tabela 1.



Tabela 1: Produgdo de carotenoides por leveduras
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Microrganismo Substratos do meio de cultivo Resultados Concentrag¢io (mg.L") Referéncias
Rhodotorula minuta o . ‘ (da Silvaetal.,
Glicerina residual e sulfato de amonio [-caroteno 1,021
URMG6693 2020)
Glicerol com meio de Luria-Bertani (LB): Triptona, 26
Escherichia coli o '
Extrato de levedura, Cloreto de sodio, Agar (quando  Astaxantina (Gong et al., 2020)
CARO026 1 Batelada alimentada: 1180
solido).
Chlamydomonas ) ) )
Meio TAP (Tris—Acetato—Fosforo) Zeaxantina 6,34 (Song et al., 2020)
reinhardtii
Saccharomyces _ ‘ _
Meio YPD (extrato de levedura, peptona, D-glicose) Luteina 19,92 (Bian et al., 2023)
cerevisiae
Rhodosporidium Melaco de cana de agucar, ureia, Sulfato de
_ _ Astaxantina 1,26 (Tran et al., 2023)
toruloides G17 magnésio heptahidratado
Meio YM em agua deionizada: glicose, peptona )
Rhodotorula sp. ‘ ‘ ‘ (Kingkaew et al.,
(bacteriologica), extrato de malte, extrato de Astaxantina 1,73
CP72-2 2023)
levedura
Rhodosporidium Acucar total do hidrolisado de batata, ureia, sulfato _
_ Astaxantina 2,18 (Duan et al., 2024)
toruloides G17 de magnésio
Rhodotorula (Ochoa-Vinals et
Melago de cana-de-acucar pré- tratado -caroteno 13,31

toruloides 1./24-26-1

al., 2024)
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3.3.1 Producio de carotenoides por Phaffia rhodozyma

Dentre as leveduras carotenogénicas tem-se P. rhodozyma, levedura do grupo dos
basidiomicetos descoberta nos exsudatos de arvores do Alasca e Japdo no ano 1960, este
microrganismo ¢ a forma telemorfica de Xanthophyllomyces dendrorhous, e ndo requer luz para
acumular metabolitos quando comparado a outros microrganismos (Gupta et al., 2022). Essa
levedura ¢ de grande interesse biotecnoldgico por sua capacidade de sintetizar astaxantina e
[- caroteno, carotenoides de alto valor econdmico, sendo que mais de 80% da producdo ¢
astaxantina em condi¢des aerobicas (Stoklosa et al., 2019). Para a sintese e acumulo de
astaxantina ¢ necessario um meio de cultivo que apresente mais de 20% de oxigénio (Flores-
Cotera et al., 2021), j4 que a produgdo de carotenoides, no metabolismo secundario, esta
relacionada a taxa de transferéncia de oxigénio e pode ser estimulada por maior atividade
respiratoria (Liu; Wu; Ho, 2006; Menegazzi et al., 2020). Os carotenoides intracelulares,
funcionam como antioxidantes e auxiliam no crescimento e sobrevivéncia em ambientes
oxidativos, sendo que menores temperaturas mantem o poder antioxidantes e efeito contrario
observado em altas temperaturas (Silva; Burkert; Santos, 2024a).

Os interesses da industria na levedura sdo maiores devido ao status GRAS concedido
pela FDA em 2000 (Cipolatti ef al., 2015; Urnau et al., 2019; Silva et al., 2022). Alguns autores
como Mussagy et al. (2024) destacam a facilidade de cultivo, falta de limitagdes sazonais,
versatilidade metabodlica e baixos requisitos nutricionais no crescimento da levedura.
Entretanto, argumentam que desafios de processamento e custo elevados para cultivo
restringem sua aplicagdo em larga escala na industria, sendo necessario novas abordagens para
superar estes desafios. A Tabela 2 apresenta a produgdo de carotenoides por diferentes cepas

de P. rhodozyma em diferentes condigdes de processo.



Tabela 2: Carotenoides produzidos por P. rhodozyma
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Microrganismo Substratos do meio de Cultivo

Condicoes de cultivo

Resultados

Referéncias

P. rhodozyma
NRRL-Y 17268

Meio YM (glicose, malte, peptona e

extrato de levedura)

Meio 1 (M1): YM (glicose, malte,
peptona e extrato de levedura),
P. rhodozyma Meio 2 (M2): Agua de coco, extrato de
broto de feijao verde e melago.

Meio 3 (M3): Agua de coco e sacarose.

P. rhodozyma
AS2 1557

Meio YPD (extrato de levedura,

peptona, D-glicose) com acido salicilico

Meio YM (glicose, malte, peptona e
P. rhodozyma

extrato de levedura) com campos
NRRL Y17268

magnéticos

Agitador tipo shaker
168 h, 25°C, 180 rpm,
pHinicial 6,0

Agitador tipo shaker
168 h, 22°C, 150 rpm

Agitador tipo shaker:
96 h, 22°C, 300 rpm

Agitador tipo shaker
168 h, 25°C, 180 rpm,
pH inicial 6,0, 30 mT

Biomassa: 4,4 g.L"!,
Carotenoides totais expressos como
Astaxantina: 272 pg.g’!
B-caroteno: 213,8 pg.g’!
Biomassa- M1: 3 g.L'!; M2:
5,80 g.L''; M3: 10,75 g.L*!
Astaxantina- M1: 459,08 ug.g’!;
M2: 3,44 ng.g’l; M3:2,38 ug.g’!
B-caroteno: M1: 22,85 pg.g’l; M2:
47,86 ug.g’l; M3: 18,40 ug.g’!

Biomassa: 6,6 g.L ™! Astaxantina:

2,3 mg.L’!

Biomassa: 6,56 g.L!
Astaxantina: 1,59 mg.L"!

(Cipolatti et
al.,2015)

(Nurkanto et
al.,2021)

(Jiaet al.,
2023)
(Silva;

Burkert;

Santos,

2024b)
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3.3.2 Cultivos em biorreator com P. rhodozyma

Para resolver problemas de ampliacao de escala os biorreatores sdo equipamentos aonde
se realizam reacdes sob condi¢des controladas para o crescimento celular. Parametros como
temperatura, pH e oxigénio dissolvido, além de garantir a homogeneizacdo do meio de cultura
sdo controlados nesses equipamentos. O tanque agitado ¢ o modelo mais utilizado em
laboratorios e industrias, com um design cilindrico e impelidores fixados a um eixo central,
cuja rotagao ¢ controlada por um motor posicionado acima ou abaixo do tanque (Schmidell et
al., 2021). Estes sistemas sao fundamentais para controlar o estresse oxidativo e possibilitar a
producdo em larga escala, otimizando cultivos microbianos.

Quando estes sistemas sdo associados a ferramentas como a Metodologia de Superficie
de Resposta (RSM), eleva-se de forma significativa o rendimento de culturas microbianas e
soluciona limitagdes de escalabilidade, viabilizando a produgdo industrial (Mahamad et al.,
2025). A utilizagdo de residuos, subprodutos ou coprodutos agroindustriais como substratos
para meios de cultivo tem se mostrado uma alternativa econdmica e sustentavel, aproveitando
nutrientes alternativos, reduzindo custos e impactos ambientais (Franga; Silva, 2021). O Brasil,
com sua ampla diversidade de coprodutos agroindustriais, oferece grande potencial para
transformé-los em produtos de alto valor agregado (Machado; Burkert, 2015; Borro et al.,
2023). Esses substratos podem ser aproveitados em reatores para aprimorar bioprocessos,
fornecendo nutrientes fundamentais para o crescimento de microrganismos como
P. rhodozyma, impulsionando a producdo de produtos de alto valor agregado, como
carotenoides. A Tabela 3 apresenta algumas cepas de P. rhodozyma cultivadas em biorreatores

em diferentes condigdes.



Tabela 3: Cultivo de P. rhodozyma em biorreator de bancada
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Substratos do meio de

Microrganismo | Condigoes de cultivo  Tipo de biorreator Resultados Referéncias
cultivo
Agua de maceracdo de ' '
. B Biorreator de Biomassa: 2,75 g.L’!
P. rhodozyma  milho, 4gua parboilizada 25°C, 250 rpm e . _ . (Urnau et al.,
bancada do tipo Carotenoides totais:
NRRL Y-17268 de arroz, glicerol bruto e 1,5vvm, 96 h 2019)

P. rhodozyma
CBS 6938

P. rhodozyma
NRRL Y-17268

P. rhodozyma
SFAS-TZ08

P. rhodozyma
NRRL Y-17268

extrato de levedura
Meio YM (glicose,
malte, peptona e extrato

de levedura)
YM com campos

magnéticos

suco de batata doce

Meio YMP

20°C, 250 rpm e

batelada alimentada

22°C, 1 vvm, 300 rpm,

96 h, 140 mT

20°C, 120h, 400 rpm,

1,17 vvin

22°C, 1 vvm, 300 rpm,
168 h, 50 W, feixe de

luz de 75 Im. W,

temperatura de cor de

6500 K

tanque agitado

Biorreator de
bancada do tipo
tanque agitado

Biorreator de
bancada do tipo
tanque agitado

Biorreator de
bancada do tipo

tanque agitado

Biorreator de
bancada do tipo

tanque agitado

2380pg.L!

Carotenoide totais: 1 gL' (Luna-Flores et

Biomassa: 100 g.L™! al., 2022)
Biomassa: 8,1 g.L"!, _
(Silva et al.,
B- caroteno:4,67 mg.L"!
2023a)
astaxantina: 4,51 mg.L"!
Biomassa: 45,2 g.L'!, (Zhang et al.,
Carotenoides: 19,50 mg.L"! 2023a)
Astaxantina :17, 75 pg.g’!
(Mussagy et al.,
B-caroteno 67,90 e 65,01
2024b)

ng.g’
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3.3.3 Melaco de soja

O melago de soja ¢ um coproduto espesso e rico em carboidratos, tem aspecto liquido e
marrom, gerado durante a produgdo de extrato proteico da soja por meio da extracao de acucares
da soja desengordurada com agua e etanol (Tschope et al., 2024). Para cada tonelada de farelo
de soja obtém-se cerca de 232 kg de melaco de soja, este coproduto tem cerca de 70% de
proteina, e uma alta concentragcdo de acucares, sendo seus principais sacarose, estaquiose €
rafinose e quantidades menores de monossacarideos, como glicose, frutose e galactose, além
disso possui fitoquimicos, lipideos, minerais e acidos fendlicos na composicdo (Fernandes et
al., 2024). Esse coproduto tem potencial para diversas aplicagdes, atuando como um
concentrado energético eficiente e como uma alternativa promissora ao milho na nutri¢do
animal (Tschope et al., 2024). No processo biotecnologico o uso como substrato para cultivo
tem se tornado promissor, devido ao seu baixo custo ¢ a sua composicao favoravel ao
desenvolvimento microbiano (Ferreira Filho; Burkert; Burkert, 2025).

Este substrato vem sendo utilizado pelo grupo de pesquisa, no cultivo de bactérias
diazotréficas. Natividade et al. (2025) estudaram diferentes cepas das bactérias
Bradyrhizobium e Rhizobium para produzir biomassa bacteriana com potencial de inoculante
agricola na cultura de feijao, sendo a Bradyrhizobium yuanmingense SEMIA 6462 selecionada
e cultivada com 100 g.L!' de melago de soja, 0,8 g.L"! de extrato de levedura, 0,45 g.L'! de
cloreto de sodio € 0,3 g.L! de cloreto de calcio dihidratado e condi¢des otimizadas aumentaram
a producdo em 604,93% de biomassa quando comparada ao cultivo inicial, além de reduzir
custos em 70% na sua produ¢do. Quanto a produgdo de EPS (Exopolissacarideos) autores como
Oliveira et al. (2020), visaram substituir o manitol pelo melago de soja no cultivo de bactérias
diazotréficas. Utilizando uma concentragio de 10 g.L™!, pH 7,0, temperatura de 30°C e agitacio
de 200 rpm, observando um rendimento superior de EPS em comparacdo ao cultivo com
manitol nas mesmas condigdes. Além disso, Ferreira Filho, Burkert e Burkert (2025) também
utilizaram esse substrato com o objetivo de ampliar a producdo de EPS em biorreator de
bancada operado em batelada alimentada. Nesse estudo, foram determinadas as condig¢des
ideais de agitagdo e aeragdo, 200 rpm e 1,25 vvm, que resultaram em um aumento de 67% na
producao em comparacgao a batelada simples. Observou-se ainda que nao foi necessaria a adi¢ao
de extrato de levedura como fonte de nitrogénio, uma vez que o melago de soja, rico nesse
nutriente (9,37%), ja atendia a demanda, contribuindo para a reducao do custo do substrato. Por

outro lado, verificou-se a necessidade de suplementagdao com sais minerais. Além disso, embora
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o aumento da concentracdo de melaco de soja de 30 g-L! para 50 g-L! tenha favorecido o
crescimento celular, esse incremento acabou por inibir a produgdo de EPS.

A produgdo com leveduras no grupo de pesquisa tem-se a Brandao et al. (2023) que
demonstrou o potencial do melago de soja para a produgdo de carotenoides por R. mucilaginosa
em frascos agitados avaliando 50, 100 e 150 g.L! de melaco de soja sob condi¢des de 25°C,
pH inicial 6,0 e agitagdo a 180 rpm. Os autores observaram um incremento da producdo de
biomassa e carotenoides com o aumento da concentracdo de melago de soja conseguindo a
concentragio de biomassa de 14,39 g.L"! para 150g.L"!, com a concentra¢iio de 1262,16 pg. g’!
de carotenoides totais expressos em B-caroteno, mostrando assim a viabilidade de melago de
soja para cultivo da levedura.

Outras pesquisas como a de Pacheco et al. (2025) estudou o desempenho do melago de
soja em 4 leveduras, P. rhodozyma, R. mucilaginosa, Picchia fermenteus, Sporodiobolus
pararoseus. O cultivo foi realizado em agitador tipo shaker nas condigdes de 25°C, 180 rpm,
pH inicial de 6. Com isso se teve a maior produgdo biomassa e carotenoides com meio melago
de soja quando comparado ao meio YM (extrato de levedura, malte, glicose e peptona), além
disso quando se aumentou a concentracio de melaco de soja para 150 g.L'! obteve-se,
15,73 g.L'! de biomassa apos 96h e carotenoides de 252,55 ug. gl e 159,97 pg. g'! apos 192h
expressos como astaxantina e J-caroteno, respectivamente. Assim, demostrando que o melago

de soja usado como substrato tnico ¢ um potencial promissor para o cultivo de P. rhodozyma.

3.4 SECAGEM DE ALIMENTOS

A secagem ¢ um processo que envolve a transferéncia conjunta de calor e massa,
resultando na reducdo da umidade presente no alimento (Geankoplis, 1993). Embora diversas
técnicas de secagem tenham sido exploradas, ainda ndo ha consenso sobre a técnica mais eficaz
devido a variedade de matérias-primas alimentares. A escolha do método e dos equipamentos
depende do nivel de produgdo e da qualidade desejada do produto (Gomes et al., 2022; Silva
et al., 2020). A secagem conserva alimentos, reduz custos, preserva compostos aromaticos,
impede degradagdo enzimatica e dispensa refrigeracdo (Martins et al., 2020).

A maior parte de pesquisa sobre secagem para microrganismos para a preservacao se
baseia na liofilizagdo, este método garante a viabilidade de agentes bioldgicos por longos
periodos através do congelamento e da sublimagdo das células (Has et al., 2020). Com tudo
esta técnica possui varias limitagdes, que vao desde altos custos até impossibilidade de

aplicagdes em grande escala industrial (Kang et al., 2025).
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Assim muitos autores tem ampliado pesquisas sobre secagem de leveduras como
alternativa da liofilizagdo. Entre estes estudos tem-se Muenaram et al. (2024) que secaram
Lactobacillus acidophilus TISTR 1338 em estufa a vacuo nas seguintes condi¢des 40°C e
100 mbar resultando em um teor de umidade de 9,89%. Este método de secagem refletiu
positivamente na estabilidade da viabilidade das células a 4°C em 10° CFU.g"'por até quatro
meses ¢ quando armazenadas a 30°C ocorreu um declinio em sete dias, concluindo que a
secagem a vacuo preservou efetivamente este microrganismo.

Outros estudos de secagem em leveduras como a de Kang et al. (2025) avaliou o leito
fluidizado na secagem de Sacharomyces cerevisiae ReY4-7 (KFCC11964P) a uma temperatura
de 50°C por 41,45 minutos, alcangando um teor de umidade de 6,65% e uma viabilidade de
células de 10,28 log CFU.g"!, mostrando-se eficiente para a producdo de fermento seco,
apropriado para multiplas aplicagcdes nas industrias alimenticia e de fermentagdo, em grande
escala.

No caso das leveduras carotenogénicas, ainda existem poucos estudos disponiveis, entre
os quais se destaca o de Pinheiro ef al. (2020) que usaram uma estufa de circulagdo de ar com
uma espuma estabilizante aplicada na biomassa da levedura Rhodotorula glutinis. Essa técnica
contribui para a secagem de produtos sensiveis, configurando-se como uma alternativa a
secagem por spray drying ¢ a liofilizacao. Para isso as condigdes de secagem foram otimizadas,
sendo verificado que a melhor condi¢do ocorreu a 70°C por 100 minutos, com 20% de
espumante e 4 minutos de agitacdo, resultando em rendimento tedrico do pé da biomassa da
levedura R. glutinis de 35,0% e atividade de dgua de 0,455. Entretanto, quando se empregaram
6 minutos de agitagdo e 130 minutos de secagem, obteve-se maior estabilidade, com atividade
de 4gua de 0,207, embora nessa condi¢do o rendimento tenha sido inferior. Sendo assim este
estudo mostrou-se viavel para a secagem da biomassa de R. glutinis, permitindo obter um pd
estavel, solivel, com preservacdo de nutrientes e potencial aplicagdo como suplemento

proteico, vitaminico e fonte de carotenoides.

3.4.1 Secagem em Leito de jorro

O secador de leito de jorro ¢ eficiente e de baixo custo, adequado para secagem de
materiais termossensiveis e pastas, com altas taxas de transferéncia de calor e massa (Paiva et
al., 2021). Variaveis como a taxa de circulagdo dos solidos, velocidade do ar e vazdo de
alimentacgdo sdo essenciais para o sucesso do processo, impactando a eficiéncia e qualidade do

produto final (Lopes et al., 2006; Passos; Mujumdar, 2000).



24

Segundo Freire (1992) e Oliveira (2006), o controle preciso das condi¢gdes operacionais
e a interacdo entre variaveis fluidodinamicas e as caracteristicas do material sdo fundamentais
para garantir uma transferéncia eficiente de calor e massa. Esses fatores impactam diretamente
no desempenho do secador e nas propriedades do produto final, sendo essenciais para otimizar
o processo de secagem e assegurar que o produto atenda as especificagdes desejadas.

Esta técnica de secagem apresenta menor custo operacional, elevada capacidade de
processamento e potencial para aplicacdo em larga escala, sendo particularmente eficiente no
tratamento de materiais pastosos e na obten¢do de produtos em po6 de alta qualidade. O secador
de leito de jorro destaca-se por sua eficiéncia energética, que pode ser mais que o dobro da
observada no secador por pulverizacdo. Além disso, constitui uma alternativa intermediaria
entre a liofilizagdo e métodos como o spray drying, conciliando eficiéncia, preservagdo de
compostos ¢ viabilidade econdmica (Marreto, 2006)

Estudos com pigmentos foram realizados por autores tais como: Oliveira et al. (2008)
que avaliaram a secagem de Spirulina platensis € monitoraram a ficocianina da microalga. A
secagem foi conduzida com pasta da microalga a 5% de concentragdo, taxa de alimentacdo de
4 kg/h.kg de inerte, circulagdo de ar de 1,8 e temperaturas de 110°C e 98°C, resultando em saida
em torno de 70°C. A solubilidade proteica em agua manteve-se estavel em cerca de 37% apos
secagem no leito de jorro, o processo alcangou a recuperacao de 28% e acimulo de 65% em
110°C e para 98°C alcangou 10% e 84% respectivamente, sendo que a ficocianina foi mais bem
preservada em 110°C. O processo também garantiu a reducdo da umidade a niveis comerciais,
preservando pigmentos e proteinas de forma eficaz.

A secagem de leveduras foi estudada por Rocha et al. (2008), com S. cerevisiae a 70%
de umidade inicial e 50% de proteina bruta, usando ar a 43°C, 65% de umidade relativa, por
1h40 em cinco alimentagdes intermitentes. A concentragdo de levedura variou entre 1,2% e
6,8% da massa inerte e a velocidade do ar foi de 1,1 a 1,3 vezes a minima de jorro (0,1676 m/s).
Tendo eficiéncias que variaram de 40% a 90%, estabilizando-se apds a terceira alimentagao,
exceto em concentragdes muito altas ou baixa velocidade do ar. A taxa de produgdo aumentou
com velocidades maiores e levedura em propor¢cdo moderada, sendo ideais cerca de 6% de
levedura e 0,220 m/s, alcangando mais de 0,2 g/min. O produto final apresentou 50-53% de
proteina e 11-31% de umidade, confirmando que o secador de leito de jorro permite a obtengao

de levedura seca de qualidade para suplementacao proteica com boa perspectiva industrial.

3.5 COMPOSICAO PROXIMAL DE BIOMASSAS MICROBIANAS
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A seguranca alimentar diz respeito a qualidade nutricional, a protecdo da satde publica
e 0s aspectos sociais, econdmicos ¢ ambientais relacionados a producdo e ao consumo de
alimentos. Essa abordagem integral ¢ fundamental para assegurar o direito humano a uma
alimentagdo adequada e saudavel (Lisboa; Fonseca, 2020). Sendo sustentada por praticas que
garantem que os alimentos sejam mantidos sem riscos de contaminacdo microbioldgica,
quimica ou fisica (Pandolfi ef al., 2020). Dentre essas tem-se a andlise da composi¢ao proximal
que ¢ fundamental para caracterizar alimentos, otimizar processos, criar tabelas nutricionais e
assegurar a qualidade, verificando componentes como umidade, proteinas e lipideos e
garantindo conformidade com padrdes nutricionais e legais (Soligo et al., 2022), uma vez que
sdo fatores cruciais que influenciam sua adequagdo e seguranga como ingrediente alimentar
(Graziani et al., 2012). Essas informagdes sdo complementares para garantir a seguranca

alimentar.

3.6 OBTENCAO DE BIOPRODUTOS

Bioprodutos sdo produtos derivados de biomassa, que vem de materiais organicos como
plantas, algas e residuos, utilizando fermentag@o ou processos enzimaticos obtidos por meio de
varios processos de conversdo, incluindo conversdo bioquimica (digestdo anaerdbica,
fermentagdo) e conversao termoquimica (pirolise, gaseificacao, liquefacao hidrotérmica). Esses
métodos transformam a biomassa em diferentes formas de energia e produtos valiosos (El-
Araby, 2024).

Os compostos quimicos obtidos por esses métodos representam um mercado de US$ 15
bilhdes, com destaque para biopolimeros e quimicos convencionais produzidos de forma
bioldgica, com um crescimento anual estimado de 8%. Para expandir a produgdo de
biocombustiveis e bioprodutos, ¢ necessario que tecnologias-chave que superem o estagio
piloto (Coutinho; Bomtempo, 2011; Moraes, 2018).

Os bioprodutos que se podem obter de leveduras vao desde proteinas recombinantes,
enzimas, acidos organicos, lipideos, polidis, pigmentos e compostos bioativos (como
terpenoides, fenilpropanoides e alcaloides), com aplica¢des nas areas alimentar, farmacéutica,

energética e industrial (Shrivastava; Pal; Sharma, 2023).

3.6.1 Oleo microbiano
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Oleos unicelulares ou lipideos microbianos sio produtos de biomassa de
microrganismos oleaginosos, que incluem bactérias, leveduras, fungos filamentosos e
microalgas. Estes microrganismos tém a capacidade de acumular lipideos intracelularmente em
concentragdes superiores a 20% do seu peso seco, podendo chegar a até 80% em condi¢des
especificas. Esses lipideos, apresentam grande potencial como alternativa sustentdvel para a
producdo de biocombustiveis de hidrocarbonetos intermedidrios. Além disso, o0s
microrganismos oleaginosos podem coproduzir outros compostos de interesse biotecnologico,
tornando-os candidatos ideais para processos integrados de biorrefinaria, que visam otimizar a
producdo de multiplos produtos a partir de uma tnica fonte microbiana (Gallego-Garcia et al.,
2023). Entre os microrganismos produtores de lipideos tem-se as leveduras carotenogénicas
que além de produzir lipideos de alto valor, produzem também carotenoides.

Estudos com lipideos foram pesquisados por Rodrigues ef al. (2025) com Rhodotorula
mucilaginosa CCT 7688 cultivada em melaco de cana de agucar e d4gua de maceragao de milho,
alcancando o teor de lipideos intracelulares de 46,7% e 6,4 gL' de biomassa em 120h de
cultivo, dos quais o 4cido oleico (média de 60 a 78%), seguido pelo acido palmitico (média de
14 a 24%) foram encontrados majoritariamente. Outros estudos com a mesma levedura foram
realizados por Arrieira et al. (2025) que produziram o6leo microbiano para elaboragdo de
oleogéis obtendo no lipideo extraido apresentou 41,1 pug.g~! de carotenoides totais e teor de
lipideos de 23,8%, com perfil graxo similar a Rodrigues ef al. (2025) sendo o 4cido oleico com
54,67% o majoritario. Outro estudo com Lipomyces starkeyi cultivadas em ramas de batata doce
hidrolisadas obtiveram 15,88% de lipideo e 20,91 g.L"! de biomassa celular (Feitosa da Silva
et al., 2025). Demonstrando, portanto, que ¢ viavel produzir lipideos por meio de rotas
biotecnologicas e aplica-los na industria, seja na forma de Oleos microbianos ou

biocombustiveis.

3.6.2 Produtos com adi¢cao de biomassa de P. rhodozyma

Outro produto das leveduras ¢ o uso de biomassa composta por proteinas, carboidratos,
minerais, RNA e lipideos totais (Caballero-Cordoba; Pacheco; Sgarbieri, 1997) .

Entre os artigos que aplicaram a biomassa de P. rhodozyma encontra-se Mussagy et al.
(2023a) que utilizaram a biomassa apds a extragao de carotenoides na produgdo de biogas como
metano obtendo o potencial de geragio de 86,88 kWh.ano!, 225.774,95 kcal.ano™ e
10287,53 kg/ano de eletricidade, sugerindo que a biomassa ¢ benéfica para a produgdo de

biogas.
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Mai et al. (2024) cultivaram a P. rhodozyma em tabaco para melhorar as qualidades
sensoriais, tendo os componentes aromaticos importantes, como alcoois, cetonas e ésteres,
aumentados em 37,39%, 265,39% e 266,27%, respectivamente. A avaliagao sensorial revelou
melhora de 0,5 ponto em aroma e sabor, 1 ponto em sabor e 1,5 pontos na avaliagao global,
resultando em 83,0 pontos, com caracteristicas desejaveis como dogura torrada, fumaga
elegante e aroma frutado. Mostrando que a fermentagdo com P. rhodozyma poderia melhorar
efetivamente a avaliacao sensorial e qualidade do tabaco. Estudos em alimentos com adi¢ao de
biomassa de P. rhodozyma ainda precisam ser explorados para o aproveitamento integral deste

bioproduto.

3.6.3 Produtos alimenticios com adi¢cao de biomassa microbiana

A aplicacdo de biomassa microbiana em alimentos tem focado em microalgas como
Chlorella vulgaris, Spirulina platensis, Tetraselmis suecica, Scenedesmus almeriensis e
Nannochloropsis  gaditana  (Carnevalli, 2018). Um exemplo ¢é o estudo de
Paternina et al. (2022), que desenvolveu balas de goma enriquecidas com Spirulina e agai,
testando concentragdes de 5%, 3% e 1% de biomassa da microalga, utilizando gelatina, acido
citrico, polpa de agai liofilizada, maltitol, eritritol e isomalte em p6. A preparagdo envolveu a
mistura e o aquecimento dos polidis a 130°C, a dissolugdo da gelatina em banho-maria a 60°C
por 20 min. a homogeneiza¢ao manual da mistura por 2 min e o resfriamento a 40°C antes da
adigdo de biomassa de Spirulina, polpa de agai e 4cido citrico, seguido de resfriamento a 7°C.

De acordo com Almeida et al. (2018) os principais derivados de leveduras incluem
alimentos instantaneos e funcionais, usados em massas, biscoitos e bebidas como suplementos
nutricionais ou corantes naturais. No Brasil, o investimento em leveduras nutricionais ¢
limitado, refletido no baixo niimero de patentes em comparacdo a paises como China e Reino
Unido, destacando uma oportunidade de mercado. A auséncia de patentes pode ser atribuida a
preferéncia por manter tecnologias como segredos industriais (Evangelista et al., 2022). A
biomassa de levedura pode ser utilizada de forma integral (ativa ou inativa) ou por seus
componentes, como produtos da parede e conteudo celular. Embora ndo se fixem ao trato
intestinal nem se multipliquem rapidamente, as células de levedura atuam como probidticos,
ajudando no combate a microrganismos patogénicos. Derivados, como levedura autolisada e
polissacarideos da parede celular, sdo amplamente empregados como suplementos alimentares

(Costa, 2004; Zanello, 2023).
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A aplicagdo de carotenoides de leveduras em alimentos ainda ¢ limitada na literatura,
com a maioria das pesquisas abordando em processos de extragdo e estabilidade dos
carotenoides. Embora a astaxantina, um carotenoide importante, seja majoritariamente
produzida pela microalga Haematococcus pluvialis, reconhecida como a principal fonte natural
e amplamente utilizada em alimentos, ragdes e nutracéuticos (Chen et al., 2024), a produgao de
carotenoides em leveduras oferece vantagens significativas.

Devido a sua estrutura unicelular, crescimento rapido e uso de matérias-primas
econdmicas, as leveduras podem proporcionar custos de producao mais baixos e rendimentos
superiores em comparacao com fontes vegetais e algas, ja que o cultivo de microalgas dura em
torno de 20 dias, em contrapartida as leveduras possuem um cultivo em torno de 7 dias (Sinha
et al., 2023). Esse cenario revela uma oportunidade promissora para o desenvolvimento de
produtos alimenticios enriquecidos com astaxantina, explorando seus beneficios nutricionais e
funcionais.

Entre os estudos relevantes com carotenoides Diprat et al. (2019) adicionaram Chlorella
sorokiniana em pao sem gluten nas concentracdes de 2,5% e 5% (baseadas em amido de milho
e farinha de arroz). A fermentacdo ocorreu por 50 min a 32°C, seguida de forneamento por
12 min. a 220°C (2,5%) e 15 min a 180°C (5%). A adi¢@o de biomassa de microalga ao pao
aumentou a concentracdo de carotenoides, alcancando 57,5 pg.g™' de luteina na formulagao
com 5% e a degradacgdo da luteina foi menor com assados a altas temperaturas por curto periodo.

Outro estudo como o de Stoll ez al. (2019) investigaram a incorporagdo de carotenoides
(B- caroteno, licopeno, bixina) em filmes de PLA (poli acido lactico). Carotenoides extraidos
de cenouras, tomates e urucum foram misturados a solu¢des de PLA (5% em cloroférmio) até
100 pg.g™!. Apds evaporacio do solvente por 24 h no escuro e secagem a 40°C por 6 h, os filmes
com licopeno e B-caroteno exibiram boas propriedades de barreira e liberagdo antioxidante,

enquanto os com bixina se destacaram como embalagem ativa para proteger 6leo de girassol.

3.7 BALAS DE GELATINA

As balas de goma constituem uma ampla classe de confeitos de baixa cocg¢do e elevado
teor de umidade, geralmente superior a 20%, cuja textura ¢ determinada pelo agente gelificante
empregado, podendo incluir goma arabica, agar, gelatina, pectina e amidos especiais. No Brasil,
entretanto, a fabricacdo de balas gelificadas ocorre predominantemente com amidos, enquanto
os produtos a base de gelatina ainda representam uma pequena parcela das vendas de balas e

confeitos, embora apresentem potencial de crescimento (Garcia; Penteado, 2005).
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As balas de goma s3o confeitos populares devido a sua textura macia, facilidade de
mastigacao e sabores agradaveis, sendo especialmente consumidas por criangas e adolescentes.
Entretanto, as versoes tradicionais costumam ter baixo valor nutricional e elevado teor de
agucar, o que esta relacionado a problemas de saude, como obesidade, caries e diabetes. Com
isso tem se procurado formulagdes mais saudaveis e com baixo teor de acticar (Pizzoni et al.,
2015).

As balas de gelatina apresentam grandes vantagens no uso para suplementacao uma vez
que possuem grande interesse por parte dos consumidores, podendo, portanto, ser consideradas
uma alternativa para substituir os doces tradicionais, oferecendo a contribui¢do nutricional das
frutas, sem conservantes artificiais e sem adicao de acucares (Rivero et al., 2023). Tornando-se
assim um grande aliado para adi¢do de bioprodutos e substitui¢do de corantes sintéticos por

naturais com propriedades de saude.
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4 DESENVOLVIMENTO DO TRABALHO

Este estudo foi estruturado em trés artigos, sendo que no primeiro artigo foi abordado a
secagem da biomassa de P rhodozyma por leito de jorro visando encontrar métodos de
conservagdo da biomassa microbiana para futuras aplica¢des. O segundo artigo foi focado no
6leo microbiano obtido da biomassa de P. rhodozyma, avaliando o potencial do melaco de soja
para produzir este bioproduto, assim como avaliar a qualidade nutricional através do seu perfil
de acidos graxos e parametros fisico-quimicos. O artigo 3 vem apresentando a aplicabilidade

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

Artigo 1: Leito de jorro como método de secagem da biomassa de Phaffia rhodozyma cultivada
em melaco de soja: Preservagdo, caracterizagdo e estabilidade.

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

Artigo 2: Melaco de Soja: Sustentabilidade na produgdo de 6leo 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 alimenticio em bala de goma

PONCE, S. D. C.; BURKERT, C. A. V.; BURKERT, J.LF.M
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LEITO DE JORRO COMO METODO DE SECAGEM DA BIOMASSA DE
Phaffia rhodozyma CULTIVADA EM MELACO DE SOJA: PRESERVACAO,
CARACTERIZACAO E ESTABILIDADE
PONCE, S. D. C.; HAN, L. H.; PINTO, L. A. A.; BURKERT, C. A. V.; BURKERT, J.FEM

RESUMO

Carotenoides sdo pigmentos de interesse industrial devido aos beneficios a satde. Phaffia
rhodozyma ¢ uma levedura vermelha, produz astaxantina e  -caroteno, sendo considerada
GRAS e cresce com facilidade em melaco de soja um coproduto agroindustrial. A aplica¢ao
desta levedura requer producao em escala e métodos eficientes de conservagdo. Este estudo
avaliou o leito de jorro para secar biomassa de P. rhodozyma, comparando-o com a liofilizagao
quanto a recuperacdo de carotenoides, composicdo proximal, estabilidade e cor. O cultivo
microbiano ocorreu em biorreator de 5L com 100 g.L™! de melaco de soja a 25°C, 300 rpm,
lvvm e pH inicial de 6,0. A biomassa foi recuperada por centrifugacdo e seca em leito de jorro
com temperatura de entrada 95°C, temperatura de saida 65°C e taxa de alimentagdo de
0,2 kg. h"!. O processo de liofilizagdo da biomassa ocorreu a -55°C, 50 ug por 48h. Os
carotenoides foram quantificados por espectrofotometria, a cor por CIELAB, a caracterizagao
foi realizada por FTIR e analise centesimal, ¢ a estabilidade foi avaliada por 90 dias. A
concentragdo de biomassa durante o cultivo microbiano alcangou em 144h 12,59 g.L"! ¢ apds a
secagem no leito de jorro foi obtido de B -caroteno: 179,9 ng. g! e astaxantina: 292,0 ug. g
sendo estes valores superiores a liofilizacdo. Além de 23,3% de proteina, 37,0 %, carboidrato,
lipideo 34,9%, cinza de 4,8% e um teor de umidade de 3,9%. O FTIR contribuiu para a
caracterizacdo das macromoléculas na biomassa, além da mesma apresentar tons vermelho-
amarelado. Durante a conservagdo da biomassa por 90 dias na temperatura ambiente ocorreram
perdas de 65,6% em B-caroteno e 66,3 % de astaxantina, porém, o processo de refrigeragdo
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 refrigeragdo no
armazenamento a responsavel pela estabilidade de sua cor.

Palavras-chaves: Umidade, Carotenoides, Conservacao de pigmento, Termosensiveis, FTIR.

1 INTRODUCAO

Os carotenoides sdo compostos de pigmentacao vermelha, laranja e amarela derivados
de plantas, microrganismos e algas. Seu uso como corantes alimentares ¢ reconhecido pela
coloracdo que oferecem e destacam-se por beneficios a saude (Rodriguez-Amaya et al., 2023b).
Esses pigmentos lideram o mercado e as pesquisas demonstrando sua forte presenca no mercado

alimentar. Na industria alimenticia, o uso ocorre como tendéncia estratégica em alimentos
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processados. Porém, devido a demanda dos consumidores por produtos naturais e as
preocupacgdes com os efeitos do consumo de corantes artificias na saude, os carotenoides
microbianos surgem como alternativa. (Durazzo et al., 2022).

A producao deste pigmento pelas rotas biotecnoldgicas tem sido de maior destaque
devido as vantagens do cultivo em comparagao a outras fontes (Viana; Adorno; Santos, 2022b).
Alguns dos microrganismos produtores de carotenoides sdo microalgas, bactérias e leveduras.
Com destaque para Phaffia rhodozyma, levedura de metabolismo heterotrofico, taxa de
crescimento rapida, alta adaptabilidade, otimo 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 producido de pigmentos
carotenogénicos de forma mais sustentavel. Entre eles destaca-se o melago de soja, coproduto
agroindustrial do processamento da proteina da soja, que se mostrou mais eficiente na produgao
de biomassa e carotenoides em comparacao a outras leveduras carotenogénicas, destacando-se
como unica fonte de substrato no meio de cultivo reduzindo em cerca de 90% o custo com o
meio de producao quando comparado a meio extrato de malte e levedura (Pacheco et al., 2025).
Apesar disso muitos estudos tém-se limitado a escala de frascos agitados e algumas abordagens
utilizam biorreatores de bancada, visando controlar melhor as condi¢des de processo de
producdo e a viabilidade de implementacdo para futuras aplicagdes industriais no
escalonamento da producdo de carotenoides microbianos (Silva ef al., 2023b).

A recuperacao de carotenoides de P. rhodozyma precisa de estratégias de secagem, como
pré-tratamento para melhor extragdo destes compostos (Silva et al., 2023a) contudo a produgao
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 aplicagdo
em alimentos ¢ necessario encontrar formas de conservagdo sustentaveis, eficazes e
escalondveis da biomassa, permitindo usa-la conforme necessario para futuras aplicagdes.

A secagem € um processo de transferéncia de massa e calor que remove liquidos volateis
por evaporacao de uma substancia ou matéria, sendo este processo essencial na preservacao 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 liofilizacao tem sido o método mais usado para preservar e secar
bactérias, leveduras e fungos, uma vez que usa o congelamento e sublimag¢do como principio
de secagem (Wang et al., 2023), também ¢ valorizada para secar compostos sensiveis ao calor.

Contudo esta técnica ainda possui desafios com respeito aos custos elevados nos equipamentos
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€ 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 t€m sido pesquisadas, entre elas ressalta-se a secagem
por leito de jorro, técnica que favorece a transferéncia de calor e massa entre o material s6lido
e o ar quente através da agitacdao das particulas (Dehghan-Manshadi et al., 2020). Dentre as
vantagens que este processo oferece destaca-se a secagem de matérias sensiveis ao calor
considerando-o como método promissor para este fim (Hamedi e al., 2021). Além de ser
também uma técnica de menor custo e alta qualidade de processo, outra vantagem que oferece
¢ reducdo de consumo de energia, pois ¢ 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
carotenogénicas torna-se necessario 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 liofilizagdo buscando a melhor forma de preservagdo da biomassa
microbiana, maximizando a recupera¢ao de carotenoides e a manutengao de caracteristicas e
composicdes fisico-quimicas da biomassa seca, além de avaliar a estabilidade do material seco

por este processo para futuras aplicacdes industriais na area alimentar.

2  MATERIAL E METODOS
2.1 MICRORGANISMO, PREPARO DE INOCULO E CONDICOES DE CULTIVO

A levedura Phaffia rhodozyma, cepa NRRL Y-17268, oriunda do Laboratério de
Pesquisa Regional do Norte (Peoria, IL, EUA) e reconhecida como GRAS (Generally
Recognized as Safe), foi mantida em agar inclinado contendo 4gar (20 g.L') em meio YM
(glicose 10 g.L ™!, peptona 5 g.L!, extrato de levedura 3 g.L."! e extrato de malte 3 g.L "), sendo
armazenada a 4°C (Nogueira; Prestes; Burkert, 2017). A ressuspensao celular (pré- inoculo) foi
preparada com 1 mL de agua peptonada a 0,1% (v/v), obtida por raspagem das células do 4gar,
e transferida para 9 mL de caldo YM, sendo incubada a 25°C por 48 h. Em seguida, o in6culo
foi preparado com 90 mL de meio YM e 10 mL do pré-inéculo, incubado a 150 rpm, 25°C, pH
inicial 6, até atingir densidade celular minima de 1x10? células.mL", determinada em cAmara
de Neubauer (Silva; Burkert; Santos, 2024c).

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

de 4L, sendo adicionados 3,6L de meio agroindustrial, contendo melago de soja (100 g.L™")
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como unico substrato (Pacheco ef al., 2025) ¢ 10% de ino6culo, iniciando o cultivo com
aproximadamente 1x107 células-mL™", as condi¢des de cultivo foram definidas em 300 rpm,

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

2.2 CARACTERIZACAO DO MEIO DE CULTIVO AGROINDUSTRIAL

O melaco de soja, utilizado como unico substrato no cultivo, foi fornecido pela empresa
CJ Selecta localizada em Araguari, Brasil e mantida sob refrigeracdo a 8°C. A caracterizagao
fisico-quimica seguiu a metodologia de Oliveira; Michelon; Burkert, (2020), onde inclui teor
de proteinas determinado pelo método de Kjeldahl, método 955,04C da AOAC (2000); lipideos,
por extracdo em Soxhlet (AOAC, 1995),cinzas por incineracdo em mufla método 925,10 da
AOAC (2000); e carboidratos por diferenca. A andlise elementar de carbono, hidrogénio e
nitrogénio (CHN) necessarias para estabelecer balangos de massa e avaliar a eficiéncia de
conversao de nutrientes em biomassa e metabdlitos foi conduzida em analisador elementar
(Perkins Elmer 2400 Series II, EUA), por combustdo em oxigénio puro, com deteccdo e
quantificagdo dos gases por condutividade térmica (TCD) (Ferreira Filho; Burkert; Burkert,
2025).

2.3 DETERMINACAO DA CONCENTRACAO DE BIOMASSA E pH DURANTE O
CULTIVO

Ao longo do cultivo, amostras de 2 mL foram coletadas para analise de biomassa e pH. As
amostras foram centrifugadas a 1745xg por 10 min numa centrifuga 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 4gua destilada
e centrifugado novamente em duas etapas adicionais. A biomassa foi quantificada por leitura de
absorbancia a 620nm, e foi relacionada com a curva padrdo construida para a levedura (Silva

etal., 2023).

2.4 DETERMINACAO DO COEFICIENTE VOLUMETRICO DE TRANSFERENCIA DE
OXIGENIO NA FASE LIQUIDA (K.4)

Para determinacao do coeficiente volumétrico de transferéncia de oxigénio (k.a) na fase

liquida, o oxigénio dissolvido foi inicialmente removido do meio de cultivo ndo inoculado por
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borbulhamento de nitrogénio no biorreator. Em seguida, a aeragdo 1vvm e a agitagdo 300 rpm
foram ativadas, e a concentragdo de oxigénio dissolvido foi monitorada em tempo real através
de um eletrodo, permitindo calcular o kza com base na taxa de reoxigenagdo do meio (Ferreira
Filho; Burkert; Burkert, 2025). O coeficiente kza foi calculado utilizando a Equagao (1) abaixo

apresentada.
C*-0D

_kLa-t = ( c

) Equagdo 1

Onde OD representa a concentragdo de oxigénio dissolvido no meio (em %),
C” corresponde a concentragdo de oxigénio saturado em equilibrio com o ar (equivalente

a100% OD) e t ¢ o tempo em horas.

2.5 PRODUTIVIDADE DO CULTIVO

A avaliacdo da produtividade da biomassa e da concentracdo volumétrica de
carotenoides cultivo foram calculadas através da Equacgdo (2) e Equacdo (3) respectivamente

abaixo (Rodrigues et al., 2019).

P(x) = W Equagdo 2
P(CV)—meah Equagio 3

Onde Xmax= concentra¢do de biomassa méxima (g.L!") no ponto; Xo= concentracio de
biomassa inicial (g.L!); CVmax= concentracdo volumétrica maxima de carotenoides (ug.L™")
no ponto; CVo= concentragdo volumétrica inicial de carotenoides (ug.L™!); At = intervalo de

tempo de fermentagado (h).

2.6 RECUPERACAO DA BIOMASSA POS-CULTIVO

A biomassa foi recuperada em 3 ciclos de lavagem com agua destilada a 3500 rpm
utilizando 20 min, 15 min e 10 min em cada ciclo, respectivamente. Uma parte dessa biomassa
foi submetida a secagem para remocdo da agua presente em sua estrutura, permitindo a
determinagdo de carotenoides, caracterizagdo centesimal ¢ analise de cor. Além disso, a
biomassa umida foi avaliada e comparada com a biomassa seca quanto a cor e carotenoides,

visando uma melhor caracterizagdo do material.
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2.6.1 Secagem por leito de jorro

A secagem em leito de jorro foi adaptada da metodologia de Larrosa et al. 2018 usando
o leito de jorro com coluna cilindrica de ago inox com base conica de vidro (angulo de 60°,
altura de 0,15 m e diametro de 0,175 m), apresentando relacao de 1:6 entre o didmetro da coluna
e o orificio de entrada de ar. O ar de secagem foi fornecido por um soprador radial de 6 kW,
aquecido por resisténcias elétricas. A biomassa da P. vhodozyma foi diluida até atingir umidade
abaixo de 95% antes de ser introduzida no sistema de secagem por meio de atomizagdo semi-
continua com taxa de alimentacdo de 0,2 kg.h™! por kg de inerte. A temperatura de entrada foi
ajustada em 95°C, enquanto a de saida se manteve em torno de 65°C, resultando em um AT de
30°C, condigao estabelecida de modo a garantir evaporagao eficiente da 4gua sem degradagao
térmica dos carotenoides. O processo ocorreu em regime de jorro estdvel onde a taxa de
circulagdo do ar foi ajustada acima da velocidade minima de jorro (vjm), determinada pela
estabilidade do leito, a suspensao foi atomizada no leito através de uma bomba peristaltica e ar
comprimido a 101 kPa.

A secagem envolveu contato fluido-particula e atrito entre as particulas inertes,
promovendo desidratacao uniforme. O material seco, em forma de po, foi coletado por um
ciclone tipo Lapple, sendo retirado no final da secagem. Os primeiros 30 min foram dedicados

a estabiliza¢do do equipamento e se completou um tempo de secagem de 3h e 30 min.

2.6.2 Secagem por liofilizacao

Apo6s arecuperacao da biomassa se congelou em Ultra freezer (Indrel Scientific, modelo
IULT335/180D, Brasil) amostras da mesma em placas de petri de ago inox de 80x20 mm
cobertas por papel filme com furos na superficie para troca gasosa na temperatura de -80°C por
48h, apos foi submetido a liofilizacdo no liofilizador (Liotop- Liobras modelo L101, Brasil) por

48h a -55°C e 50 uHg de vacuo (Silva lahnke ef al., 2025).

2.7 EXTRACAO E DETERMINACAO DA CONCENTRACAO DE CAROTENOIDES

Para extragdo de carotenoides a biomassa seca em jorro e liofilizada foi moida até chegar
na granulometria de 115 mesh (Cipolatti et al., 2015). Além disso se comparou com a secagem
de pré-tratamento (padrdo) dada por Fonseca et al. (2011) que usou a secagem com circulacao

de ar a 35°C por 48h, este método ¢ comumente usado apenas como pré-tratamento da biomassa
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antes da extracdo e recuperacao de carotenoides, o restante da extragdo e recuperagdo 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 ¢ 2 mL de dimetilsulféxido aquecido a 55°C para ruptura da parede
celular, seguida de homogeneizagao em vortex por 1 min a cada 15 min. durante 1h.

Apbs, a extragdo adicionou-se 6 mL de acetona homogeneizou-se em vortex por 1 min,
a mistura foi centrifugada (Cientec CT-5000 R, Brasil) a 1745 x 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'') e 10 mL de éter de petréleo, se adicionou sulfato de sédio para
remocao de excesso de agua e deixado em repouso para separagdo de fases e recuperando o
sobrenadante que contém os carotenoides.

O extrato obtido foi medido em absorbancia em espectrofotometro (Bioespectro SP-22,
China) na faixa de 448 nm para - caroteno em éter de petréleo com absortividade especifica
de 2592 e 474 nm para astaxantina em éter de petroleo com absortividade especifica de 2100
(Pacheco et al., 2025) sendo calculado pela Equagdo 4, conforme descrito por Davies (1976)

para a concentragdo de carotenoides especificos.

AxV %108

= 1%
Arm*100¥Mamostra

CT Equacao 4

Onde: CT = Concentra¢do especifica de carotenoides totais (ng. g™!'), A= absorbancia,

V= volume (mL), Mamostra = massa celular seca (g); AL%=absortividade especifica

2.8 DETERMINACAO 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, apods isso colocou-se as
amostras em dessecador com silica 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 Equacao 5.

Umidade (%) = Timida—Tseca , 1)) Equagio 5

Mumida

Onde: myyigo € @ massa da amostra imida e mge.,¢ a massa da amostra seca.



40

2.9 ANALISE DE COR

As andlises de cor das biomassas foram analisadas quanto ao angulo Hue (Hap), a
saturagdo de cor (Croma) (c*), a diferencga total de cor (AE) utilizando as Equacdes 6, 7 e 8,
respectivamente (Martins et al., 2025). As medi¢des foram realizadas com um colorimetro
(Minolta CR-400, EUA), considerando os parametros de cor L, a*, e b*, conforme o sistema

proposto pela CIE (Comissao Internacional de [luminagao) (1978).

_1 (b N

Hg, = tan™? (a—) Equagio 6

¢’ =4/(a")? + (b*)? Equagdo 7

AE = \/(Ly — L)? + (a5 — a*)? + (b — b*)? Equagio 8

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

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

2.10 COMPOSICAO CENTESIMAL

A Biomassa seca em leito de jorro e a biomassa liofilizada foram avaliadas quanto a sua
composi¢do centesimal seguindo- se as metodologias da AOAC (2000) para determinacao de
proteinas, método Kjeldahl e de cinzas, incineracdo de mufla. Para determinacdo de lipideos
usou-se a metodologia da AOCS (2009), que descreve o método de Bligh dyer (1959) adaptado
por (Manirakiza; Covaci; Schepens, 2001) adicionando-se hidrélise acida com HCI 2M para
ruptura celular descrita por Rodrigues et al. (2025). Os carboidratos foram determinados por

diferenca.

2.11 CARACTERIZACAO FUNCIONAL E MONITORAMENTO DA ESTABILIDADE
DA BIOMASSA SECA

Para a caracterizagdo de grupos funcionais presentes na biomassa seca e avaliacdo de
estabilidade foi escolhida a biomassa que teve maior conservacao de cor e melhor recuperagao
de carotenoides para avaliar a manutencao de grupos funcionais apds o processo de secagem

além de ver a viabilidade de conservagdao do método de secagem escolhido.
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2.11.1 Espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier (FTIR)

Para determinar os grupos funcionais da biomassa seca apds o processo de secagem foi
realizado o FTIR no espectrofotdometro de infravermelho com refletancia total atenuada
(Shimadzu, Prestige 21, Nakagyo—ku, Japao) nas seguintes condigdes: 20°C, no intervalo de
ntimero de onda de 500 a 4000 cm ™' com resolucdo de 4 cm ™! (Ferreira Filho; Burkert; Burkert,

2025).

2.11.2 Analise de estabilidade

A analise de estabilidade foi realizada por 90 dias na qual foi medida a concentragao de
carotenoides e realizou-se a analise de cor conforme descrito anteriormente. A biomassa foi
armazenada em embalagens cobertas com papel aluminio para impedir a entrada de luz, sendo
comparadas duas condigdes de armazenamento, uma resfriada a 4°C e outra em temperatura
ambiente que oscilou no periodo da andlise entre 25,5°C e 28 °C, a fim de determinar qual

melhor forma de armazenamento.

2.12 ANALISE ESTATISTICA

Os dados obtidos foram processados no software Statistica 7.0 (StatSoft Inc., Tulsa, OK,
EUA). Os experimentos foram representados com suas médias e desvio padrdo, quando
aplicavel. As andlises estatisticas incluiram a aplicacdo de analise de variancia (ANOVA) para
identificar diferencas significativas, com posterior teste de Tukey a um nivel de confianca de
95% (p < 0,05). Para comparagdo entre dois tratamentos foi utilizado o teste t com um nivel de

significancia definido em p < 0,05.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 COMPOSICAO PROXIMAL E ELEMENTAR DO MELACO DE SOJA

O melagco de soja tem Extrato seco total 66,1 = 0,3 sendo a caracterizacao das
macromoléculas do substrato escolhido como fonte de crescimento da levedura. O melago de
soja apresenta em destaque o teor de carboidratos com cerca de 82,5%. Segundo Gambarato et

al. (2025) estes carboidratos sdo compostos por oligossacarideos, tais como a rafinose e
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estaquiose, vantajoso para cultivo microbiano, sendo uma fonte rapida e disponivel de energia.
Das outras macromoléculas encontradas nota-se que os lipideos estdo presentes em menor
quantidade 2,6%. Valores similares foram encontrados por Oliveira; Michelon; Burkert (2020)
que caracterizaram outro lote de melago de soja oriundo da mesma empresa para cultivo de
bactérias dyazotroficas na producdo de exopolissacarideos encontrando 3,4 + 0,1% de lipideos,
7,5+ 0,2 % de proteina, 14,5 + 0,2% de cinzas e 64,6% de carboidratos, totalizando um extrato
seco de 69,6 + 0,3%. Outros autores como Rakicka-Pustulka ef al. (2022) que caracterizaram o
melago de soja para cultivo da levedura Yarrowia lipolytica como suplemento ao meio de
glicerol bruto visando o aumento de producdo de acido quirénico tiveram uma variagdo na
composi¢ao alcangando 6,1% de lipideos, 6,8% de proteinas, 5,5% de cinzas e 33,0% de
carboidratos, totalizando um extrato seco de 69,6 + 0,3%. Portanto, verifica-se variagdes na
composicao 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 produgdo de carotenoides, sendo que o lote de melago 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- Composi¢ao Proximal do Melaco de Soja

Componente Composicio do componente (% m.m")
Lipideos?® 2,6+0,3
Proteinas ? 7,3+£0,0
Cinzas ? 7,7+£0,0
Carboidratos ? 82,5

2 Base seca

Quanto a composicao elementar encontrada neste estudo apresentou um teor de carbono
de 30,6+ 0,1%, nitrogénio de 0,7+ 0,1% e hidrogénio de 5,5+ 0,1%, observando um baixo teor
de nitrogénio. A caracterizagao de Ferreira Filho; Burkert; Burkert, (2025) apresentaram
valores semelhantes ao presente estudo possuindo um teor de 36,4% de carbono, 7,4% de
hidrogénio e 0,7% de nitrogénio. Neste estudo o meio de produgdo apresentou uma alta relacao
Carbono/Nitrogénio de 44,39 indicando que poderia aumentar a produ¢do de astaxantina

(Yamane ef al., 1997).
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3.2 CULTIVO COM MELACO DE SOJA EM BIORREATOR DE BANCADA

A cinética do cultivo de P. rhodozyma no biorreator de bancada usando melacgo de soja
como Unico substrato estd apresentado na Figura 1. A maior producao de biomassa ocorreu em
144h de cultivo alcancando um valor de 12,59 +0,048 g.L'!, com uma concentragio de
carotenoides expresso em P-caroteno de 1081,67 +9,741ug L' (85,91 +1,01 pg.g!) e em
astaxantina de 1941,97 +34,810 ug.L ! (154,23 £2,606 ng.g’). A partir das 144h de cultivo ndo
foi observada diferenca significativa na produ¢do de biomassa, no entanto a concentragao de
carotenoides se manteve estavel (p<0,05) entre 144h até 168h, aumentando em 172h. A
concentragdo especifica e volumétrica de P-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 condi¢des de processo deste estudo, alcangando 8,74 g.L ™! de biomassa
em 48h de cultivo com produgdo de B- caroteno (4,67 mg.L™") e astaxantina (4,51 mg.L™)
maxima em 96h. Portanto, o cultivo com melago de soja possibilitou 44% de incremento na
producdo de biomassa, no entanto, a producao de carotenoides foi cerca de 70% inferior ao
deste trabalho. Provavelmente, o stress externo com os campos magnéticos incrementou a
producao de carotenoides.

P. rhodozyma SFAS-TZ0 foi cultivada em suco de batata doce como substrato, a
400 rpm, 1,4 vvm, com volume ttil de 3L e 20°C (Zhang et al., 2023b), alcangando 15,46 g. L™!
de biomassa e 6,045 mg.L"! de astaxantina. Estes valores foram superiores a producio de
biomassa e carotenoides do presente estudo, alcangando uma diferenca de 27,7% e 32,1%,
respectivamente, provavelmente associado a cepa da levedura e a suplementagdo do meio de
producdo com extrato de levedura, que oferece maior teor de nitrogénio para sintese de seus
compostos. Ao contrario do meio de melago de soja que ¢ usado como substrato tinico uma vez
que tem a quantidade necessaria de elementos para produzir biomassa. Destaca-se assim o

potencial do meio como substrato inico para o cultivo desta levedura.
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Figura 1- Cinética de cultivo de P. rhodozyma em biorreator de bancadade S L,

com 100 g-L! de melago de soja, a 300 rpm, 1vvm, 25 °C e pH inicial 6
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Os resultados sfo expressos como valores médios + desvios-padrio (N = 3); Letras maitusculas diferentes
indicam diferengas significativas (p < 0,05) ao longo de todo o cultivo segundo o teste Tukey.

O pH do cultivo oscilou entre 6,00 0,01 a 6,77 £0,06 até as 168 h, alcangando o valor
maximo no ultimo ponto do cultivo de 7,94 +£0,04. Esse fator deve-se que na fase estacionaria
e morte celular ocorre a desaminacdo de aminoacidos, que neutraliza acidos organicos
acumulados durante as fases de crescimento, assim como a falta de nitrogénio no final do
cultivo e a variacdo da relagdo C/N que favorece a producdo de amonia (Pessina ef al., 2025),
corroborando com o comportamento do estudo.

A produtividade da concentragio da biomassa em 144h foi 0,07+0,00 gL'h?
produtividade na concentragdo volumétrica de carotenoides expressos em [-caroteno de
0,59 = 0,01 ugL'h! e expressos em astaxantina de 1,07 +0,02 ug.L"'.h"!. Estes valores
quando comparados a Silva ef al., (2023d) foram inferiores para produtividade em biomassa
(0,80 g.L ' h!), B-caroteno (46,96 ng.L.! . h!) e astaxantina (45,28 ug-L'-h ). Provavelmente,
esta diferenga se justifica com a implementacdo de meios complexos (extrato de malte e

levedura) os e estimulos fisicos externos, como os campos magnéticos aplicados.
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Por outro lado, uma produtividade similar foi alcancada por Urnau et al. (2020) em 96h
de 0,05 g.L-".h™' para biomassa, avaliando o potencial do meio de produgdo com residuos
agroindustriais (licor de milho, d4gua de arroz e glicerol bruto). Assim, o cultivo com melago de
soja apresentou produtividade inferior em 144h para carotenoides, porém grande potencialidade
para produzir biomassa, ¢ apds otimizagdo das condi¢des de produgao possiveis incrementos
na produtividade podem ser alcangados.

Outro parametro de eficiéncia de processo em cultivos em biorreatores de bancadas € o
coeficiente volumétrico de transferéncia de oxigénio, que mede a eficiéncia em que oxigénio
do ar passa ao meio de cultivo para ficar disponivel para as células. No meio agroindustrial
escolhido e nas condi¢des de operagio obteve-se um kza de 21,7 h'!, valor necessario para a
producdo de biomassa microbiana em escala laboratorial (Vanags; Suleiko, 2022).

Portanto, P. rhodozyma desempenhou de maneira eficiente no cultivo com 100 g.L! de
melaco de soja no biorreator de bancada, destacando o potencial deste coproduto agroindustrial
devido a sua composicdo atrativa para microrganismos. Com isso decidiu-se que 144h de
cultivo foram necessarias para obter a maior concentragao de biomassa, sendo esta a condigao
estabelecida para o cultivo, uma vez que a partir desse ponto ndo houve a diferenca significativa

para obtencao de biomassa.

3.3 COMPARACAO DOS METODOS DE SECAGEM

3.3.1 Determinacio do teor de umidade

A diferenca da biomassa umida (padrao) com teor de umidade de 82,7+ 0,1% comparada
aos dois métodos de secagem, leito de jorro e liofiliza¢dao que atingiram 3,9+ 0,1% e 1,2+ 0,1%,
respectivamente, pode ser visualizada na Figura 2, este fendmeno pode ser dado devido a
possivel compactagdo da bicamada lipidica durante a remog¢ado da dgua que causa transi¢des de
fase dependentes do teor de 4gua e estabilidade estrutural conferida pela parede celular
(Santivarangkna, Kulozik, Foerst, 2008). Como representado o leito de jorro conseguiu secar
96,1% da biomassa umida, enquanto que o liofilizado conseguiu 98,8%. Isso se explica porque
na secagem por sublimacdo a d4gua da matriz do estado solido para o gasoso, sem passar pela
fase liquida (Nowak; Jakubczyk, 2020). A secagem por leito de jorro faz com que as particulas
solidas sejam suspensas por um fluxo de ar para evaporacao de dgua podendo causar a remogao
incompleta da umidade residual (Sivakumar et al., 2016). Outro fator para esse efeito ¢ 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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comportamentos semelhante ao deste trabalho. Manju et al. (2021) compararam liofilizagdo e
leito fluidizado em folhas, flores e sementes de Moringa oleifera, evidenciando que o teor de
umidade na secagem por liofilizagdo (2,9; 3,7 e 4,5%) foi menor que a secagem por calor do
leito fluidizado (3,5; 3,7 e 4,2%). Faustino ef al. (2023) avaliaram a secagem da levedura
Saccharomyces Cereviase por dois métodos visando a extragdo de mananas, obtendo 3,6% de

umidade no liofilizador e 11,9% no Spray drying.

Figura 2- Teor de umidade da biomassa seca de P. rhodozyma cultivada em biorreator de

bancada de 5 L, com 100 g. L' de melago de soja, a 300 rpm, 1vvm, 25 °C e pH inicial 6
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Valores médios + desvios-padréio (N = 3). Letras minusculas diferentes apresentam diferencas significativas
(p<0,05) em diferentes tipos de secagem segundo o teste Tukey.

Por outro lado, autores que secaram Spirulina platensis em leito de jorro a uma
temperatura de entrada a 110°C e uma umidade inicial da microalga de 76,7% obtiveram teor
de umidade final de 6,6% (Oliveira ef al., 2008). Assim, mesmo em temperaturas superiores
estes autores alcangaram um teor de umidade superior ao presente estudo, mostrando assim,

que a técnica de leito de jorro apresenta potencial para secar biomassa de P. rhodozyma.

3.3.2 Influéncia da secagem na recuperac¢io de carotenoides

A maior recuperagdo de carotenoides da biomassa € o foco deste estudo, com isso

percebeu-se que pré-tratamentos de secagem sdo necessarios para melhor eficiéncia deste
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processo, como ilustrado na Figura 3. A grande diferenca na recuperagdo de carotenoides em
biomassas umidas com concentragdo de carotenoides expressos em [-caroteno
de 59,14+ 1,61 pg.g! e astaxantina de 98,78+ 2,78 pug.g”! podem ser observadas quando
comparada as secas. Isso se deve porque a presenga de agua livre na biomassa de leveduras
impede a ruptura celular para a recuperacao de carotenoides (Fonseca et al., 2011).

Silva et al. (2023a) alcangaram uma concentracdo especifica expressa em astaxantina
de 196,49 ng.g! através da metodologia de secagem em estufa de circulagdo a 35°C por 48h
(método padrao). No presente estudo através do método padrao (Figura 3) foi possivel obter
uma concentra¢io de carotenoides expressos em B-caroteno 157,71+ 3,28 pg.g”! e astaxantina
249,54+ 2,49 ng. ¢! mostrando-se superior em 78,7% na concentracio de astaxantina em
relacdo ao encontrado por Silva ef al. (2023a). Pacheco ef al. (2025) recuperou B-caroteno e
astaxantina de 159,97 ug.g'e 252,55 ug.g’!, respectivamente, por este método padrio (secagem
em estufa), sendo este valor ligeiramente superior a este estudo, porém, ressalta-se que essa
diferenca ¢ provavelmente devido a maior concentragdo de substrato no
cultivo (150 g.L'h).

Ao comparar outros métodos de secagem (Figura 3) foi possivel obter a melhor
recuperagdo de carotenoides na biomassa seca em leito de jorro com uma concentragdo de
carotenoides expressos em B-caroteno 179,91+ 2,43 ug.g™!' e astaxantina 291,97+ 4,45 pg.g™.
Um aumento de 67,0% de recuperacao em relagcdo a recuperagdo de carotenoide da biomassa
umida. Este ¢ um dos Unicos estudos de secagem em leito de jorro para leveduras
carotenogénicas sendo possivel verificar que esta técnica contribui para manutencdo e
quantificagdo dos carotenoides de acordo com os teores obtidos. Compostos termossensiveis
como a bixina de sementes do fruto de urucum foram secos em leito de jorro, obtendo po6 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 residuos de camardo rosa para recuperagdo de astaxantina alcancando
29,81 pg. g-', com uma temperatura de entrada de 90°C e um AT de 70°C obtendo um
rendimento de 50,4% em relagdo ao teor total presente no residuo umido outro lado, o método
de liofilizagdo se mostrou menos eficaz quando comparado ao jorro, alcancando uma
concentragdo de carotenoides expressos em B-caroteno de 79,38+ 0,65 pg.g”! e astaxantina
130,57+ 2,15 pg.g’. Silva et al., (2023a) encontrou ao liofizar a biomassa desta levedura
199 pg. g! de astaxantina. Relaciona-se o efeito de dificuldade de recuperagio no presente
estudo devido a demora no processo primario de secagem a frio e as variagdes de temperatura

e pressao podem ter ocasionado a degradagdo destes compostos (Coskun et al., 2024).
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Figura 3: Concentrag@o de carotenoides recuperados da biomassa umida, seca por leito
de jorro, liofilizador e estufa circulagdo de ar de P. rhodozyma cultivada em biorreator de

bancada de 5 L, com 100 g-L.”! de melago de soja, a 300 rpm, 1vvm, 25 °C e pH inicial 6
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Valores médios + desvios-padrdo (N = 3). Letras mintsculas diferentes apresentam diferengas significativas
(p<0,05) em diferentes tipos de secagem apos andlise de variancia e teste Tukey.

Portanto, o estudo da secagem da biomassa de P. rhodozyma por leito de jorro foi mais
eficiente e vantajoso, em relagdo as outras técnicas como liofiliza¢do e estufa de circulagdo de
ar, devido a cinética de particulas solidas que ajudam na quebra da parede celular da levedura,

e devido ao menor tempo de secagem proporcionado.

3.3.3 Caracterizacao da cor das amostras

A comparagdo de cor das amostras nos parametros L* a* b*estdo representadas na
Figura 4. Estes dados foram obtidos com os parametros de cor da CIELAB, onde L* representa
a luminosidade, a* ¢ a variagdo de verde (-) a vermelho (+) e b* a variagdo do azul (-) a
amarelo (+). Tomou-se como padrio a biomassa umida, tendo um valor de 65,16+0,07 de
luminosidade, ja a variagdo da amostra seca no jorro teve um valor de 58,43+0,01, inferior ao
padrdo (10,32% inferior), em contrapartida o liofilizado apresentou uma luminosidade de
76,59+0,03 (17,54% superior) indicando um maior branqueamento quando comparada ao
padrdo. As amostras secas (leito de jorro e liofilizadas) apresentaram uma diferenga de 31,08%

entre elas neste parametro, sendo todos eles diferentes estatisticamente (p<0,05).
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Com respeito aos parametros a* e b* o valor da amostra padrio (Umida) apresentou
37,83+£0,02 e 31,6340,03 respectivamente; para as amostras de leito de jorro e liofilizado o
pardmetro a* apresentou valores de 45,3340,01 e 30,07+0,02, respectivamente. Assim a
amostra de leito de jorro € 19,8% mais vermelha que a amostra padrao, e a liofilizada ¢ 20,5%
menos vermelha, o liofilizado possui menor intensidade vermelha quando comparado ao leito
de jorro em 33,7%. Ja o parametro b* nas amostras secas em leito de jorro e liofilizador obteve
valor de 35,06+ 0,05 e 28,96+ 0,04 respectivamente; observando que a amostra do leito de jorro
tem a variagdo amarela maior que a amostra padrdo em 10,8% e a liofilizada em 8,4% a menos
que a biomassa umida. Estes pardmetros sdo de suma importdncia pois a coloragido de
carotenoides possui essas cores, podendo ser um indicador de presenga ou ndo deste composto,
sendo coerente com a recuperagdo de carotenoides onde o leito de jorro proporcionou uma
recuperacdo de 2,23 vezes a mais astaxantina que o liofilizado e 2,26 vezes de B-caroteno,

podendo justificar a colora¢do no parametro a e b superior no jorro em relagio ao liofilizado.

Figura 4-Parametro de cor L*, a*, b* da biomassa iimida, seca por leito de jorro e
liofilizador de P. rhodozyma cultivada em biorreator de bancada de 5 L, com 100g-L! de

melaco de soja, a 300 rpm, 1vvm, 25 °C e pH inicial 6
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Os resultados sfio expressos como valores médios + desvios-padrio (N = 3). Letras mintsculas diferentes
apresentam diferencas significativas (p<0,05) em diferentes tipos de secagem apds andlise de variancia
seguido do teste Tukey,
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Outros parametros para avaliar a saturacdo da cor, tonalidade predominante e a diferenga
perceptivel entre as cores sdo o Croma, Angulo Hue e AE (Figura 5). O croma da amostra
umida, 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 aparéncia mais
atrativa, sendo observado o efeito contrario na biomassa liofilizada. No Angulo Hue todas as
amostras estiveram entre valores de 0 a 90°C indicando que as amostras estdo nas tonalidades
avermelhadas-amareladas, comportamento esperado pois as biomassas possuem carotenoides
como metabolismo secundério. O valor de AE (Diferenga total de cor) das amostras ¢ maior
para liofilizador (14,07) e para leito de jorro foi menor (10,65) quando comparados a amostra
padrao indicando assim que as amostras liofilizadas perceptivelmente sdo 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, j& que o produto
liofilizado apresentou menores valores para croma a* e b*, um aumento de L* e Angulo Hue,
tornando a amostra mais clara e amarela. Este fator ¢ explicado pelos autores devido que quando
amostras sao liofilizadas as microestruturas mudam assim como também modifica a interagao
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 liofilizacdo em frutos do camu-camu. A amostra liofilizada foi 26,04 mais clara e
saturada, j4 o camu camu seco em po em leito de jorro sem maltodextrina teve aparéncia menos
intensa e mais escura variando no croma entre 21,79 e 24,55, diferente foi a secagem em leito
de jorro com presenca de maltodextrina (6,0%) que apresentou um croma de 26,92 a 31,97,
indicando semelhanga com a secagem da liofilizacdo do camu camu, sendo visto como melhor
aliado a secagem de leito de jorro para melhor preservacao de cor. Assim, ao comparar o valor
de diferenca de cor (AE) pode-se e dizer que no presente estudo a melhor aparéncia foi da
biomassa seca em leito de jorro, ja que teve menos diferenca de cor quando comparada a

biomassa imida, mostrando potencial como corante vermelho-amarelado.
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Figura 5-Parametros de cor: Croma, Angulo Hue e AE biomassa umida, seca por leito de jorro
e liofilizador de P. rhodozyma cultivada em biorreator de bancada de S L, com 100 g-L ' de

melaco de soja, a 300 rpm, 1vvm, 25 °C e pH inicial 6
—=— Croma —@— Angulo Hue —&— AE
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Os resultados sdo expressos como valores médios £ desvios-padriio (N = 3). Letras minusculas diferentes
apresentam diferengas significativas (p<0,05) em diferentes tipos de secagem apds analise de varidncia seguido
do teste Tukey,

3.3.4 Composicao proximal e analise comparativa dos dois métodos de secagem

A biomassa seca em leito de jorro e liofilizador tem extrato seco total de 96,1 +0,1 e
98,8+0,1° dos quais observa-se na Tabela 2 que o teor de lipideos da biomassa liofilizada foi
superior em 11,6% a biomassa seca em leito de jorro, devido a temperaturas elevadas ocorrer
oxidagao lipidica (Xu et al., 2024). Quanto ao teor de proteinas foi mais preservado na secagem
em leito de jorro sendo 17,5% superior a biomassa liofilizada, provavelmente devido a
formacdo de cristais de gelo que podem danificar as estruturas celulares e a exposi¢do
prolongada a condi¢des de vacuo e temperatura (Coskun et al., 2024). Enquanto que a diferenca
do leito de jorro mesmo a temperaturas elevadas ocorrer a desnaturagido de proteinas, o tempo
de secagem colaborou na preservagio destas macromoléculas.

O teor de cinzas na biomassa seca foi superior em 18,3% comparando o leito de jorro a

liofilizag@o, provavelmente associado que na liofilizagdo o material intracelular se mantém
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intacto, e no leito de jorro em contrapartida a cinética de particulas ajuda na quebra da parede
celular. O teor de carboidrato e extrato seco apresentou valores com pequenas diferengas, sendo

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

Tabela 2- Composi¢ao Centesimal da Biomassa de P. rhodozyma cultivada em biorreator de
bancada de 5 L, com 100 g-L™' de melago de soja, a 300 rpm, 1vvm, 25°C e pH inicial 6, e

seca por leito de jorro e liofilizador

Composicio do componente (% m.m)

Componente
Biomassa seca em jorro Biomassa liofilizada
Lipideos ? 34,9 +£0,38 39,0+0,24
Proteinas ? 23.3+0,44 19,2+0,58
Cinzas ? 4,8+0,14 4,1+0,28
Carboidratos ? 37,0 37,7

2 Base seca. Os resultados s@o expressos como valores médios + desvios-padrdo (N = 3). Letras maiusculas

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

Autores como Lai ef al. (2022), caracterizaram a biomassa liofilizada de P. rhodozyma
Y119 cultivada em residuos alimenticios obtendo valores de so6lidos totais de 96,0 %, amido
31,6 %, lipideos 9,1% e proteinas 20,7%. Valores que diferem do estudo devido a cepa da
levedura e da relacdo C/N que este meio pode oferecer. Outros autores que caracterizaram a
biomassa para produzir mais proteina através da selecdo induzida por herbicida foram Raita et
al. (2025) obtendo 31% de proteina na P. rhodozyma DSM 5626, destacando que esta levedura
possui maior op¢ao no mercado de proteinas.

Com isso nota-se que as leveduras caracterizadas nos estudos anteriores corroboraram
com maior producao de proteina, deixando assim nossos resultados satisfatorios pois mostra
que a cepa da levedura selecionada neste estudo e cultivada em melago de soja produz uma
biomassa de alto valor biolédgico.

A partir dos resultados obtidos na caracteriza¢do e contribuindo as analises de cor e
recuperagao 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 influéncia da secagem por este método em seus grupos funcionais e na estabilidade,

que ¢ um dos objetivos do estudo.
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3.4 AVALIACAO DA BIOMASSA SECA POR LEITO DE JORRO

3.4.1 Determinacio de grupos funcionas por FTIR

O espectro de absor¢do para determinacao dos grupos funcionais da biomassa seca em
leito de jorro estdo representados na Figura 6. As primeiras bandas de absor¢do ocorrem na
faixa de 3600 a 3200 cm™! (Pico 1) sendo esta banda mais longa e ampla, indicando grupos O-
H devido a absor¢ao da umidade e estiramento de polissacarideos, também indica grupos -NH,
podendo indicar proteinas presentes. O pico 2 da faixa de 3100-3000cm™ representa C—H
(aromaticos ou instaurados) com pequenas vibragdes alifatica (Ferreira Filho; Burkert; Burkert,
2025). Picos em torno de 2920 e 2850 cm™! (picos 3 ¢ 4) representam estiramentos de C—H de
grupos metileno e metila relacionados com cadeias lipidicas ou grupos metila-metileno de
acidos graxos (Borges; De Sousa Costa; Druzian, 2014). A banda de absor¢do (pico 5) dentro
da faixa de 2300 a 2000 cm'indicam presenca de ligagdes C=C ou C=N (ligag¢des triplas)
(Ferreira Filho; Burkert; Burkert, 2025) na banda de absorcio de 1750-1700 cm(pico 6)
encontra-se estiramento em esterés e aldeidos C=0, carbonilas de triglicerideos ou acetato e
piruvato, representando lipideos na amostra (do Nascimento; de Oliveira; Leite, 2019; Ferreira
Filho; Burkert; Burkert, 2025). A faixa de absor¢do na banda de 1716-1643 cm™ (Pico 7)
representam agrupamento amida I e C=C conjugado, podendo estar relacionado ao teor de
proteina ou de carotenoides que a amostra apresenta. A banda de 1600 a 1500 cm™ (Pico 8) traz
agrupamentos amida II (C-N e C-H) indicando teores de proteina (do Nascimento et al., 2019).
Entre a banda de 1500 e 1300 cm™ (Pico 9) encontram-se deformagdes de cadeias alifaticas
(C- H) podendo representar lipideos ou aminoacidos hidrofobicos (Ferreira Filho; Burkert;
Burkert, 2025). O Pico 10 encontrado na faixa de absor¢io de 1300 a 1200 cm™ representa C-
O-C de acetil ou ligagdes glicosidicas como mananas e glucanas (do Nascimento et al., 2019).
J4 na banda de absor¢do de 1200 a 800 cm™! (Picos 11, 12 e 13) encontram-se C- O, C-C em
polissacarideos e ligagdes - glicosidicas também associadas a polissacarideos (Ferreira Filho;
Burkert; Burkert, 2025), abaixo da banda de absor¢do de <800 cm™ (pico 14) podem indicar
deformacdes especificas de C-H em anéis ou insaturagdes (fingerprint) (do Nascimento et al.,

2019).
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Figura 6-Espectros de FT-IR da Biomassa de P. rhodozyma seca por leito de jorro e
liofilizador cultivada em biorreator de bancada de 5 L, com 100 g-L! de melago de soja,

a 300 rpm, 1vvm, 25 °C e pH inicial 6
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A caracterizagdo de grupos funcionais por FTIR em biomassa de P. rhodozyma é escassa
na literatura, entre os poucos autores cita-se Chwastowski; Staron, (2023) que aplicou este
método para identificar alteragdes na P. rhodozyma NCYC 874 causadas pela sor¢do de cobre.
Assim, percebe-se que grupos funcionais como O-H, -NH, C-H e C=0 estdo presentes em
ambos 0s ensaios (na presenga e auséncia de sor¢cdo de cobre) indicando a presenca de
polissacarideos, proteinas e lipideos. Contudo no espectro de sor¢ao nota-se a varia¢ao de outras
bandas causadas pela sor¢@o de cobre e que no estudo presente as outras variagdes de bandas
sdo caracteristicas quimicas intrinsecas da levedura.

Considerando assim a escassez de informagao sobre a caracterizagio de P. rhodozyma a
partir dos grupos funcionais, este presente trabalho contribui o entendimento da composi¢io

quimica e a identifica¢do de grupos funcionais presentes na levedura.
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3.4.2 Avaliacio da estabilidade de carotenoides de P. rhodozyma utilizando secagem em
leito de jorro

A avaliagdo da concentracao 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 concentragdo especifica de f-caroteno e astaxantina inicialmente foram de
137,10 £ 0,93 ng.g! e 227,41 + 2,51 pg.g’l, respectivamente. Para avaliar a melhor forma de
conservagao da biomassa se usaram dois parametros a temperatura ambiente (entre 25,5 a 28°C)
e refrigeracao (4°C).

Quando armazenados em temperatura ambiente tem-se uma diminui¢do ao final de 90
dias de armazenamento de B-caroteno de 65,6% e astaxantina de 66,3%, atingindo valores finais
de 47,19+2,16 ug.g! e 76,56+3,36 pg.g’!, respectivamente. Essas perdas em temperatura
ambiente para B-caroteno foram significativas nos primeiros 30 dias atingindo 37,9%, em 15
dias com 85,08 + 1,47 ng.g! e 43,8% em 30 dias de armazenamento 76,97 = 1,33 ug.g ! Ja
nos dias 45 e 60 ndo houve diferenga estatistica estabilizando entre 54 ¢ 55% comparado ao
primeiro dia. De maneira semelhante ocorreram nos dias 75 e 90 dias sendo as perdas
majoritarias de f-caroteno. Para astaxantina na biomassa armazenada a temperatura ambiente
mostrou-se uma redug¢ao significativa nos primeiros 15 dias, chegando a perder cerca de 36,6%
alcancando 144,25+ 0,81 ng.g™!. Ja para os dias 30, 45 e 60 as perdas ndo foram estatisticamente
significativas mantendo-se entre 56,3 a 56,8 % atingindo 99,27 + 0,58 pg.g”l. Nos dias
subsequentes, 60 e 90 dias, observa-se perdas adicionais (63,7% -66,3%) mas ndo diferentes

estatisticamente.
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Figura 7- Estabilidade da biomassa de P. rhodozyma cultivada em biorreator de bancada de S L,
com 100 g-L! de melago de soja, a 300 rpm, 1vvm, 25 °C e pH inicial 6, seca em leito de jorro,

quanto a concentracdo de carotenoides em diferentes temperaturas de armazenamento
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Os resultados sdo expressos como valores médios = desvios-padriio (N =3). Letras mintsculas diferentes representam
diferencas significativas (p<0,05) ao longo de de todo o armazenamento segundo o teste Tukey, apds analise de
variancia (Anova) a 5% de significancia. Letras maiusculas diferentes apresentam diferencas significativas (p<0,05)
no mesmo dia e armazenamento, mas em diferentes temperaturas, temperatura ambiente (25,5 a 28°C) e refrigerada

4°C, segundo o teste t.

Na amostra armazenada sob refrigeracdo observou-se um comportamento diferente em
90 dias de armazenamento, a perda de B-caroteno foi de 7,4% e astaxantina de 24%, atingindo
valores finais de 127,03 3,70 pg.gl e 172,77 £ 2,26 ng.g” !, respectivamente. Dos valores de
B-caroteno da biomassa do dia 1 ao dia 30 ndo apresentou diferengas significativas, ja uma
pequena diminui¢do ocorreu no dia 15 de 6,6%, atingindo 128,05 + 1,74 ug.g”'. A partir desse
valor a perda estabilizou-se variando entre 4,1 e 7,4%, ndo apresentando diferencas
significativas a partir desse tempo até o fim do armazenamento. A maior perda avaliada deste
composto foi no dia 90. Para astaxantina se teve uma perda maior quando comparada ao

- caroteno tendo uma redug@o significativa do dia 1 ao dia 15 em 18,1% atingindo valores de



57

186,27 + 2,69 nug.g” !, a partir desse dia até o dia 75 de armazenamento nio houve diferenga
significativa variando em 16,5% a 18,6%, ja para o ultimo dia de armazenamento (dia 90)
observou-se uma leve redugao significativa na concentracdo deste carotenoide (24%).

Com respeito a estabilidade de carotenoides a literatura faz maior referéncia a
microcapsula e extratos, ndo havendo dados sobre a estabilidade da biomassa. Entre os
pesquisadores que trabalharam com esta levedura Silva; Burkert; Santos, (2024c) avaliaram o
extrato carotenogénico etandlico (extrato verde) de P. rhodozyma, observando que o
armazenamento a 4°C conservou melhor quando comparado a altas temperaturas (45°C e 65°C),
resultando como tempo de vida médio 8,6 dias. Assim reforga-se que a refrigeracdo preserva

melhor os bioativos carotenogénicos.

3.4.3 Avaliacido da aparéncia e a estabilidade de cor de P. rhodozyma seca em leito de

jorro

Para avaliagdo da cor foi utilizado a variagdo de pardmetros de L*(luminosidade),
a*(transicao de cor azul a vermelha), b*(transicdo de cor verde-amarela) (Figura 8), croma
(Intensidade da cor), Angulo Hue (tonalidade) e AE (diferenga total da cor em relagio a amostra
padrdo 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
parametro croma e angulo hue: 57,32 e 37,73 respectivamente.

Para o armazenamento em temperatura ambiente o parametro 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% nao tendo diferenca significativa com os dias 30 e 90. J& o menor clareamento ocorreu
no dia 45 atingindo um valor de 62,47 £+ 0,12. Em comparacao 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, ap6s esse periodo o valor de L* mesmo com diferencas significativas foram bem
proximos 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 refrigeragdo.
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Figura 8- Parametros de cor L*, a*, b* de Estabilidade da biomassa de P. rhodozyma seca em
leito de jorro cultivada em biorreator de bancada de 5 L, com 100 g-L ™! de melago de soja, a
300 rpm, 1vvm, 25 °C e pH inicial 6, quanto a concentragdo de carotenoides em diferentes

temperaturas de armazenamento
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Os resultados sfo expressos como valores médios = desvios-padrio (N = 3). Letras minusculas diferentes

representam diferencas significativas (p<0,05) ao longo de todo o armazenamento segundo o teste Tukey, apos
analise de varidncia (Anova) a 5% de significAncia. Letras maitsculas diferentes apresentam diferencgas
significativas (p<0,05) no mesmo dia e armazenamento, mas em diferentes temperaturas, temperatura ambiente
(25,5 a 28°C) e refrigerada 4°C, segundo o teste t.

Quanto ao parametro a* observa-se que na biomassa armazenada em temperatura
ambiente teve a maior perda (14,72%) de cor vermelha no tempo 90 dias de armazenamento
atingindo 24,74 + 0,04, sendo que estas perdas se tiveram nos dias restantes de armazenamento
estes valores oscilaram entre (35,23 + 0,03 e 25,69 + 0,07). Quanto o parametro b* nessa
condi¢do de armazenamento teve que a maior perda de amarelo (28,16%) se teve também no
dia 90 atingindo o valor de 25,19 + 0,08, a diferengca das mudangas do parametro a*, o tom
amarelado ndo se perdeu com maior forga a partir do dia 15 até o dia 75 sendo que esta perda

oscilo entre 2,70% e 4,02% sendo apenas a maior queda nos primeiro 15 dias (32,93 £ 0,05) e

nos 90 dias.
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A amostra resfriada teve menor perda no pardmetro a* aos 90 dias comparando a
amostra em temperatura ambiente, indicando a presenca majoritaria de vermelho com
39,58 £ 0,06. A maior perda neste parametro foi nos primeiros 15 dias de armazenamento
chegando ao valor de 35,23 + 0,03, j& os restantes de dias se mantiveram estavel, mesmo
diferentes estatisticamente, oscilam entre uma perda de cor vermelha de 11,13% a 13,21%. No
parametro b* que representa coloracdo amarela os valores de amarelo foram perto aos valores
encontrado no outro armazenamento até o dia 30 variando entre 32,76 = 0,04 ¢ 33,97 £ 0,04, a
partir do dia 45 (33,42 + 0,04) a variacdo comeg¢o a aumentar sendo que a amostra manteve a
coloracdo amarela estavel sem diferencas significativas até o dia 60, no dia 75 ndo teve
variagoes bruscas chegando a um valor de 34,12 + 0,04. a maior perda nesse parametro se teve
no dia 90 atingindo uma perda de 16,77% (29,18 = 0,22).

A Figura 9 apresenta outros pardmetros de cor como croma, Angulo hue e AE. Na
biomassa do dia 1 mostrou um valor de croma de 57,32 e de Angulo Hue de 37,72 sendo o
ultimo parametro zero, ja que se trata da amostra padrdo. 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 ja a amostra resfriada teve uma
perda de vivacidade de 14,20% chegando ao valor de 49,17, a diferenca dessa amostra nesse
parametro ¢ a estabilidade da vivacidade de cor no refrigerado a partir do dia 15 ao 75, mesmo
havendo diferenca significativa os valores oscilaram apenas entre 50,89 e 52,49, ao contrario
da biomassa a temperatura ambiente que nesse mesmo periodo a oscilagdo foi maior estando
valores em torno de 39,60 e 48,11. No pardmetro de angulo hue que representa a tonalidade
percebesse que na amostra em condigdes ambiente ocorreu deslocamentos da coloragdo
vermelha para tonalidade mais amarelada chegando aos 90 dias a 45,51, ja a amostra refrigerada
a tonalidade da cor foi mais estavel preservando mais a cor avermelhada ficando com valor de
40,86 aos 75 dia e 36,39 aos 90 dias, valores proximos ao padrdo. A queda no dia 90 pode-se
relacionar alguma reacdo quimica que altere a tonalidade do pigmento nas duas amostras.
Arrieira et al. (2025) monitoraram a cor de 6leo de Rhodotorula mucilaginosa extraidos por
Bligh e Dyer ou por Hara e Radin durante 8 dias, sendo as amostras protegidas contra a luz e
armazenadas em dessecador. Apos 8 dias os 6leos extraidos por Bligh Dyer mantiveram a cor
contudo, as amostras obtidas por Hara e Radim diminuiram o pardmetro a* ou seja acarretou
em perda de cor vermelha, sugerindo que ocorreu perda ou isomerizagdo dos carotenoides

presentes no 6leo. Comportamento semelhante foi observado no presente estudo pois a
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biomassa armazenada em temperatura ambiente diminuiu também no pardmetro a* (cor

vermelha).

Figura 9- Parametros de cor croma, Angulo Hue ¢ AE de Estabilidade da biomassa de P,
rhodozyma seca em leito de jorro cultivada em biorreator de bancada de 5 L, com 100 g-L™*
de melago de soja, a 300 rpm, 1vvm, 25 °C e pH inicial 6, quanto a concentragao de

carotenoides em diferentes temperaturas de armazenamento
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Sendo que a temperatura ambiente ¢ 25,5 a 28°C e refrigerada 4°C

O valor de AE representa a diferenca visivel das amostras sendo que valores maiores
possuem maiores diferengas visiveis. Nas amostras apresentadas tem-se que o maior valor se
encontra nas amostras a temperatura ambiente chegando a uma diferenca de 24,41 em 90 dias
e 25,14 em 75 dias, j4 na amostra refrigerada a diferenga ¢ menor representando maior
estabilidade da cor em 90 dias teve-se uma diferenca de apenas 8,75. Como os valores sdo
maiores que 3 pode-se afirmar que as diferencas sdo visiveis assim as Figuras 10 e 11
representam essa diferenca. A Figura 10 representa a biomassano dia 1 e a Figura 11a representa

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

conservada por refrigeracao (4°C) as duas no tempo 90 dias.
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Figura 10- Biomassa de P. rhodozyma seca em leito de jorro cultivada em biorreator de

bancada de 5 L, com 100 g-L.! de melago de soja, a 300 rpm, 1vvm, 25 °C e pH inicial 6, no

primeiro dia de armazenamento

Figura 11-Biomassa de P. rhodozyma seca em leito de jorro cultivada em biorreator de
bancada de 5 L, com 100 g-L.”! de melago de soja, a 300 rpm, 1vvm, 25 °C e pH inicial 6

apos 90 dias de armazenamento

Figura 11a representa a biomassa conservada em temperatura ambiente (25,5 a 28° C). Figura 11b

representa biomassa armazenada em refrigeracéo (4°C)

4 CONCLUSAO

O estudo avaliou o comportamento da secagem da biomassa de P. rhodozyma cultivada
em melaco de soja no biorreator de bancada por leito de jorro visando minimizar a degradagdo
de seus compostos termossensiveis, e nao afetar as caracteristicas sensoriais de cor. Com 18so 0
cultivo em biorreator de 5L e com melago de soja como substrato produziu 12, 59 gL-! de

biomassa em 144h nas condi¢gdes de 300rpm, 1vvm, 25°C pH inicial de 6. A secagem por leito
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de jorro recuperou 157,71 ng. g de B-caroteno e 249,54 pg. g! de astaxantina. Ao comparar
com a biomassa liofilizada o leito de jorro aumentou a recuperagdo em 55,9% em B-caroteno e
55,3% em astaxantina. Em relacdo a secagem por circulacdo de ar o leito de jorro foi superior
em 12,3% de B-caroteno e 14,8% de astaxantina. A avaliacao 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 diferenga perceptivel em relacdo a biomassa umida. Quanto a
composi¢ao centesimal e preservagao dos grupos funcionais a manuteng¢ao dos macronutrientes
no leito de jorro foi eficiente para proteinas e cinzas, sendo inferior ao liofilizado com perdas
de cerca de 10% em lipideos ¢ menos de 1% em carboidratos. E necessario destacar que o
armazenamento da biomassa sob refrigeragdo diminui a degradacao de carotenoides e preservou
a cor, sendo o efeito contrario em temperaturas ambiente. Assim pode-se dizer que usar o leito
de jorro como método de secagem ¢ uma opg¢ao vidvel de preservacdo de biocompostos para

futuras aplicagdes.
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MELACO DE SOJA: SUSTENTABILIDADE NA PRODUCAO DE OLEO MICROBIANO
POR Phaffia rhodozyma

RESUMO

A busca de meios sustentaveis para produzir 6leos ricos em acidos graxos insaturados tem sido
um desafio, com isso 6leos microbianos tém-se tornado uma alternativa. Phaffia rhodozyma ¢é
uma levedura oleaginosa e GRAS, pouco explorada para a produ¢do de lipideos, sendo sua
producao dependente da composi¢do do meio de cultivo e condi¢des de processo. O melago de
soja, coproduto agroindustrial, tem-se tornado uma opgao promissora para esse desafio. Para
isso, cultivou-se a levedura com 100g.L!' de melaco de soja em biorreator de bancada de 5L
nas condigdes de 300 rpm, 1vvm a 25°C por 144h. Os lipideos foram recuperados pelo método
Bligh e Dyer com e sem hidroélise acida, e seus perfis determinados por cromatografia gasosa,
indices de iodo e saponificagdo por RMN os indices de iodo e saponificacdo. Os indices de
acidez e perdxido foram determinados por titulometria. Nessas condi¢des foram alcangados
12,59 +£0,048 g.L'! de biomassa durante o cultivo, e concentragdo volumétrica expressa em
astaxantina e B-caroteno de 1941,97 £34,810 ug.L™! (154,23 £2,606 pg.g') e 1081,67 +9,741
png. L1 (85,91 £1,01 pg. g, respectivamente. A producdo de 4,2 g.L! lipideos (£35%m.m™)
foi obtida, resultado que foi potencializado pela razdo C/N de 44,39 empregada no meio de
produgdo. O dleo apresentou relagdo de acidos graxos saturado/insaturado de 0,24, indice de
iodo 74 g.1> 100 g'; saponificacdo 161 mg KOH g™', acidez de 5,02 mg KOH g' e peroxido
3,19 m Eq O-. kg™'. Portanto, os resultados indicam alto grau de instauracdo, baixa oxidagdo e
alto teor de 4cidos graxos livres, demonstrando que o 6leo microbiano produzido tem grande
potencial nutricional e aspectos de sustentabilidade para futuras aplicacdes alimenticias.

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

1. INTRODUCAO

O consumo de gorduras insaturadas que ndo estejam na forma trans tem sido
recomendado, devido as propriedades nutricionais e tecnoldgicas que oferecem a satide como
diminui¢do do LDL (lipoproteina de baixa densidade) e propriedades antinflamatorias.
Atualmente a maior fonte de produgdo destas gorduras sdo de origem vegetal (Rosqvist;
Niinistd, 2024). Contudo estas apresentam desafios na qualidade e na diversificacao (Wen et
al., 2023), uma vez que a demanda mundial de consumo aumentard em 46% até 2050; e a
producdo de monoculturas como soja, dendé ou outras culturas oleaginosas levam a efeitos na
degradacdo de terras, mudangas climaticas, problematicas nas biodiversidades e
consequentemente na seguranca alimentar (Meijaard et al., 2020).

Com isso processos biotecnologicos com leveduras sdo alternativas para enfrentar estes
desafios, que tem sido encontrado 160 leveduras produtoras de 6leos com produgdo igual ou

acima de 20% de lipideos. Mas, que nao foram aplicadas devido ao alto custo de produgdo e a
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resisténcia do consumidor, pois algumas delas pertencem as OGM (Organismos geneticamente
modificados) ou tem sido declaradas como patogénicas (Abeln; Chuck, 2021). As leveduras
oleaginosas que produzem carotenoides (leveduras vermelhas) tém chamado atencdo da
industria devido ao poder antioxidante e aos papéis importantes na saide que estes pigmentos
proporcionam, além da coloragdo chamativa que possuem (Li et al., 2022).

Dentre estas leveduras Phaffia rhodozyma tem sido destaque para varias pesquisas
devido ao seu status GRAS (Generally Recognized as Safe), alta adaptabilidade em diferentes
meios de cultivos e principalmente pela sua producao majoritaria de astaxantina e -caroteno
(Silva et al., 2023a). Contudo o potencial lipidico tem sido pouco explorado na literatura, isso
porque o principal foco ¢ a produgdo de astaxantina que tem efeitos competitivos no
metabolismo com a producdo de etanol, proteina e 4cidos graxos (Xiao et al., 2015). Nao
obstante, o acimulo de lipideos por esta levedura tem sido benéfico, pois em estudos com
biorrefinaria mostrou-se que o seu perfil lipidico apresenta acidos graxos insaturados de alto
valor comercial, além de ser rico em carotenoides e que possuem grande potencial para futuras
aplicagdes (Mussagy et al., 2022).

Assim, meios de cultivo alternativos tém sido procurados para esta levedura. Dentre
estes o melaco de soja, coproduto agroindustrial da proteina de soja tem-se tornado uma
alternativa promissora, pois possui potencial sustentdvel 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 producdo de biomassa e
carotenoides de P. rhodozyma, reduzindo custos, com o meio de producdo, em até 90% em
comparagao ao cultivo em extrato de malte e levedura (YM) (Pacheco et al., 2025).

E possivel observar que a producio de biomassa e a composi¢do dela esta levedura
depende de fatores especificos de sua espécie, condigdes de processo e meios de cultivo que
favorecem a producdo de lipideos ou outros metabdlitos. Assim, € necessario avaliar o potencial
do melago de soja como substrato de meio de cultivo na producao de lipideos para esta levedura,
podendo ser objeto de estudo de futuras aplicagdes em cultivos para outras leveduras
oleaginosas. Portanto, ¢ possivel vislumbrar o potencial de P. rhodozyma na sintese de 6leos
microbianos de alto valor agregado.

Nesse contexto o objetivo do estudo foi avaliar a produgdo de 6leo por P. rhodozyma
cultivada em biorreator de bancada com melago de soja como substrato no cultivo e caracterizar

parcialmente o 6leo produzido.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1. MICRORGANISMO, PREPARO DE INOCULO

A levedura Phaffia rhodozyma NRRL Y-17268 (GRAS) foi obtida do Laboratério de
Pesquisa Regional do Norte (Peoria, IL, EUA), e mantida a 4°C em agar inclinado, 20 g.L "' de
agar em meio YM (glicose 10 g.LL7!, peptona 5 g.L !, extrato de levedura 3 g.L ! e extrato de
malte 3 g.LL™") (Silva et al., 2020). A reativagdo do microrganismo foi feito através da raspagem
celular em tubos YM égar. O pré-inoculo do microrganismo foi feita em tubos contendo 9 mL
de caldo YM e a raspagem de células com 1 mL de dgua peptonada a 0,1% (v/v) incubados a
25°C por 48 h. Para in6culo usou-se Erlenmeyer de 250 ml contendo 90 mL de meio YM e 10
mL do pré- inoculo nas seguintes condigdes: 150 rpm, 25°C, pH inicial 6, o tempo de incubacdo

foi até atingir 1.108 células. mL ™' determinada em cdmara de Neubauer (Pacheco et al., 2025).

2.2 CONDICOES DE CULTIVO

A concentracio do meio cultivo foi de 100 g.L! de melago de soja definido por estudos
preliminares. O cultivo foi feito em batelada no biorreator de bancada de 5 L, com 4 L uteis
contendo 10% de indculo, iniciando o cultivo com 1.107 células. mL!, nas seguintes condi¢des:

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

2.3 CARACTERIZACAO DO MEIO DE CULTIVO AGROINDUSTRIAL

O melago de soja, foi concedido pela empresa CJ Selecta (Araguari, Brasil) e mantido
sob refrigeracdo a 8°C. A caracterizagdo quanto carbono, hidrogénio e nitrogénio (CHN) foi
realizada por analisador elementar (Perkins Elmer 2400 Series II, EUA) onde as amostras foram
submetidas a combustdo em oxigénio puro com detec¢do e quantificacdo dos gases por
condutividade térmica (TCD) (Ferreira Filho; Burkert; Burkert, 2025). A caracterizagao fisico-
quimica seguiu a metodologia de Oliveira; Michelon; Burkert, (2020), determinando-se
lipideos por extracdo em Soxhlet método 920,39 da AOAC (1995), teor de proteinas por
Kjeldahl método 955,04C da AOAC (2000), cinzas por incineragdo em mufla método 942,05
da AOAC (2000); e carboidratos por diferenca.
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2.4. DETERMINACAO DO COEFICIENTE VOLUMETRICO DE TRANSFERENCIA DE
OXIGENIO NA FASE LIQUIDA (Kia)

O coeficiente volumétrico de transferéncia de oxigénio (kra) na fase liquida foi feito
apos o oxigenio dissolvido do meio de cultivo nao inoculado for removido por borbulhamento
de nitrogénio no biorreator, para depois ser ativado os pardmetros: aeracdo 1vvm e agitagdo
300 rpm. O monitoramento da concentracdo de oxigénio dissolvido foi realizado em tempo real
através de um eletrodo. A curva de reoxigenagao do meio foi a base para calcular a kLa (Ferreira

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

C*-0D .
—k;a.t = In( = ) Equacao 1
Onde t = tempo em horas, C* = concentracao de oxigénio saturado em equilibrio com o

ar (equivalente a 100% OD). OD= concentracao de oxigénio dissolvido no meio (em %).

2.5 DETERMINACAO DA CONCENTRACAO DE BIOMASSA E pH DURANTE O
CULTIVO

Amostras de 2 mL foram coletadas no decorrer do cultivo para anélise de biomassa e
pH. A amostra foi centrifugada a 1745xg por 10 min numa centrifuga Cientec CT-5000 R,
Brasil. O sedimento foi lavado com 4gua destilada duas vezes e centrifugado novamente, logo
apos a biomassa foi quantificada por espectrofotometria a 620nm, e foi relacionada com a curva
padrao construida 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 concentragdao volumétrica de carotenoides do cultivo

foram calculadas através da Equagao (2) e Equagao (3) (Rodrigues ef al., 2019).

P(x) = —Bmant—Bo Equagio 2
P(CV) = SVmax—CVo Equacdo 3

AT
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Onde Bmax= concentragio de biomassa maxima (g.L!); Bo= concentragdo de biomassa
inicial (g.L"); CVmax= concentragio volumétrica maxima de carotenoides (ug.L'); CVo=
concentragio volumétrica inicial de carotenoides (ug.L'); At = intervalo de tempo de

fermentacao (h).

2.7  SECAGEM DA BIOMASSA

A biomassa foi seca em leito de jorro conforme adaptacdo de Larrosa et al. (2018)
usando leito com coluna cilindrica de ago inox e base conica de vidro (60°, 0,15 m de altura e
0,175 m de diametro), e operado em regime de jorro estavel, com velocidade acima da minima
de jorro (vjm) nas seguintes condi¢Oes: biomassa diluida até umidade inferior de 95%,
temperaturas de entrada 95°C, saida do ar de 65°C, AT = 30°C, ar comprimido de 101 kPa e
atomizagdo semi-continua de 0,2 kg-h™'-kg™' de inerte. Apds seca foi moida até chegar na

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

2.8 EXTRACAO E DETERMINACAO DA CONCENTRACAO DE CAROTENOIDES

Para extragdo de carotenoides foi utilizado 0,05 g da biomassa seca, 2 mL de
dimetilsulfoxido aquecido a 55°C (ruptura da parede celular), seguida de homogeneizacao em
vortex por 1 min a cada 15 min. durante 1h. Apos isso a extragdo soélida-liquido foi feita com
6 mL de acetona e homogeneizagdo em vortex por mais 1 min e centrifugou-se a 1745 x g por
10 min (Cientec CT-5000 R, Brasil). Este processo foi repetido até o branqueamento da célula.
Na parti¢io liquido-liquido foi usado 10 mL de NaCl 20% (m.v'!) e 10 mL de éter de petrdleo,
adicionando-se sulfato de sddio para remocao de excesso de agua e foi deixado em repouso até
a separacdo de fases para recuperagdo do sobrenadante (Cipolatti ef 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 - caroteno e 474 nm para astaxantina. A
concentracgdo especifica usou a absortividade especifica em éter de petrdleo para - caroteno de
2592 e astaxantina de 2100 (Pacheco et al., 2025) sendo calculado pela Equagdo 2 abaixo, de
acordo Davies (1976).

AxVx10°

= 19
Acﬁ*loo*mamostra

CT

Equacao 2
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Onde: CT = Concentragio especifica de carotenoides totais (ug. g '), A= absorbancia,

V= volume (mL), Mamostra = Massa celular seca (g); AL%= absortividade especifica

2.9 DETERMINACAO DE LIPIDEOS POR BLIGH & DYER

Para quantificacdo de lipideos testou-se a metodologia de Bligh e Dyer (1959) adaptada
por Manirakiza; Covaci; Schepens, (2001). Duas formas de extragao foram realizadas: Com
ruptura quimica da parede celular usando 5 mL de é4cido cloridrico HC1 2 M a 80 °C por 1 h
(Rodrigues et al., 2025b) e sem hidrolise acida. As amostras com hidrolise 4cida antes da etapa
de extragdo foram resfriadas e centrifugadas a 3560 x g por 15 minutos descartando-se o
sobrenadante. A etapa de extragdo com o uso de metanol e cloroféormio na relagao (4:4 v/v),
sendo que o cloroférmio foi realizado em duas porgdes, adicionando-se 3,6 ml de agua
destilada, sendo que cada etapa de adicao foi seguida por agitagdo no vortex 2 min, apos esse
processo se centrifugou a 3560 x g por 15 minutos recuperando-se a fracdo oleosa em baldo
seco e previamente tarado. A reextracdo seguiu o mesmo processo da extracdo sendo adaptado
apenas o uso do solvente e volume, utilizando-se apenas 4ml de solugdo metanol: cloroférmio
na relagao 1:9 (v/v). O extrato lipidico recuperado foi rotaevaporado a 40°C para eliminar todo
tipo de solvente presente, o resultado foi expresso em (% m/m) e determinado conforme

Equacao 3 abaixo (AOCS, 2009).
Conteudo lipidico = %x 100 Equacao 3
Onde: Pr= massa dos lipideos extraidos da amostra (g); m = peso da amostra

2.10 COMPOSICAO CENTESIMAL DA BIOMASSA

A biomassa seca também foi caracterizada quanto a sua composi¢do centesimal
seguindo- se as metodologias da AOAC (2000) proteinas pelo método Kjeldahl e cinzas por
incineragao de mufla. Para a determinacdo de lipideos foi usada a metodologia descrita acima
pelo método de Bligh dyer (1959) adaptado por Manirakiza; Covaci; Schepens, (2001) com

hidrolise acida (HCl 2M) e os carboidratos foram determinados por diferenca.
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2.11 CARACTERIZACAO DO OLEO MICROBIANO

2.11.1 Perfil de acidos graxos

Para a obtencdo dos ésteres metilicos dos lipideos extraidos, seguiu-se o protocolo
descrito por Metcalfe er al. (1966). O perfil de acidos graxos foi determinado por um
cromatografo a gas equipado com injetor split/splitess com coluna capilar Zebron ZB-FAME
(20 m x 0,18 mm ID x 0,15 um) e 40 detectores de ionizagdo de chama (FID) (Shimadzu,
modelo — 2010 Plus). O N> foi o gas 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; ap6s 160°C a uma taxa de aquecimento de 40°C. min’!, logo
em seguida 185°C a uma taxa de 5°C min™! e finalizando até 260°C a uma taxa de 30°C. min .

Sendo o total de corrida de 40 minutos aproximadamente. Para identificar os compostos
obtidos foi feita por comparagao dos tempos de retencao das amostras com os padroes de ésteres

metilicos de 4cidos graxos (Supelco 37 componentes FAME MIX — Sigma-Aldrich Products),

e a quantificacdo foi obtida por meio das areas dos picos encontrados.

2.11.2 Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

A espectrofotometria de ressondncia magnética nuclear (RMN) foi utilizada para
determinar os indices de lodo e Saponificacdo que sintetizam propriedades globais ndo
diretamente obtidas pelo perfil individual de acidos graxos. (Bruker High Field, modelo 400
MHz Ascend, Rheinstetten, Alemanha) equipado com um ima de 9,4 T, correspondente a 400
MHz para 'H, e uma sonda de 5 mm de didmetro. Para analise foi usado 20 mg dos lipideos
dissolvidos em 0,7 mL de CDCls e transferidos ao espectrometro. A sequéncia padrao 'H-RMN
usada consistindo em um pulso de 90°, com um tempo de aquisi¢ao 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).

2.11.3. Indice de acidez e peréxido por titulometria

A determinagdo de acidez e peroxido foi realizado com duas biomassas de lotes distintos

de producgdo (lote 1: biomassa armazenada ha 2 meses e lote 2: biomassa produzida ha 1
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semana). Para a determinacdo do indice de acidez (AOCS Official Method Cd, 1980- Método
Ca 5a-40) foi realizada por titulometria com NaOH 0,1N até o aparecimento de coloragao
rosada persistente por no minimo 30s. A equacdo 4 determina a acidez em acido oleico

(g. 100g™ ).

__ VNaoH*28,2*NNaoH
Pa

Acidez em acido oléico (10g0g) Equacao 4

Onde Vnaon = volume gasto na titulagdo, Nnaon= normalidade da solu¢do NaOH e Pa=
peso da amostra em gramas

O indice de peroxido (AOCS Official Method Cd, 1980- Método Cd 8-53) foi
determinado por titulometria com solucdo de &acido acético-cloroférmio e KI (iodeto de
potassio), o resultante foi titulado com solucdo de tiossulfato de sodio 0,1N, adicionado de
solu¢do indicadora de amido 1% (m/v), e a titulagdo foi continua até o desaparecimento da cor

azul. O indice de peroxido foi determinado pela equagao 5 e expresso em mEq O/kg de oleo

_ (V3—Vp,)*1000
- Pa

[P Equacao 5
Onde V.= volume de tiossulfato gasto na titulagdo da amostra, V= volume de tiossulfato gasto

na titulagdo do branco, N = normalidade do tiossulfato de s6dio, Pa= massa da amostra em

gramas.

2.12 ANALISE ESTATISTICA

Os dados obtidos foram processados no software Statistica 7.0 (StatSoft Inc., Tulsa, OK,
EUA). Os experimentos foram representados com suas médias e desvio padrdo, quando
aplicavel. As analises estatisticas incluiram a aplicagdo de analise de variancia (ANOVA) para
identificar diferencas significativas, com posterior teste de Tukey a um nivel de confianca de
95% (p < 0,05). Para comparacao entre dois tratamentos foi utilizado o teste t com um nivel de

significancia definido em p < 0,05.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 CARACTERIZACAO DO SUBSTRADO PARA O MEIO DE PRODUCAO
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O melago de soja utilizado no presente estudo possui concentragao elementar de carbono
de 30,63 £ 0,1% (m.m?'), nitrogénio de 0,69+ 0,1 % (m.m!) e hidrogénio de
5,52+ 0,1% (m. m™!). Nota-se que o teor de nitrogénio é pequeno comparado aos outros
elementos, mas que através de ensaios preliminares foi observado que ndo afetou o crescimento
da P. rhodozyma. Esta diminuicdo neste elemento provoca aumento na razdo de carbono e
nitrogénio apresentando no meio com 100 g.L"! de melaco de soja o valor de 44,4. Esta relagio
nos meios de cultivo ¢ essencial para o aumento ou diminuicdo de alguns metabolitos
(Kamzolova et al., 2022). Quando ocorre o aumento do teor de carbono e pouco teor de
nitrogénio como ¢ a condicao deste estudo, ocorre o favorecimento ao aumento de lipideos
(Wiebe et al., 2012).

A composi¢do centesimal do melaco de soja tem extrato seco total de 66,1 + 0,3% e a
tabela 1 mostra que o melago de soja ¢ rico em carboidratos, correlacionado assim ao grande
teor de aglcar que o caracteriza, utilizado no cultivo de microrganismos (Gambarato et al.,
2025). Alguns autores como Oliveira; Michelon; Burkert (2020) destacam que o teor de lipideos
no melaco de soja pode ser muito varidvel, devido ao processamento da soja. Rakita et al. (2021)
relatam teores de lipideos de diferentes autores que caracterizaram o melagco de soja para
nutricdo animal os quais encontraram ao redor de 4 a 20 % de lipideos, corroborando com a
variabilidade lipidica.

Quanto a proteina e cinzas os valores obtidos sd3o moderados para o substrato deixando
em evidéncia o baixo teor de nitrogénio do meio e assim como a presenga de diferentes
minerais. E possivel notar que o melago de soja apresenta um 6timo potencial como substrato
de cultivos microbianos. Pacheco et al. (2025) demostra que o uso de melago de soja como

unico substrato no cultivo de P. rhodozyma € uma alternativa promissora e sustentavel.

Tabela 1-Composi¢ao centesimal do Melago de Soja

Componente Composiciao do componente (% m.m)
Lipideos?® 2,6+0,3
Proteinas ® 7,3+0,0
Cinzas ? 7,7+£0,0
Carboidratos ? 82,5

2 Base seca

3.2 CULTIVO MICROBIANO
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Os valores de biomassa, pH e concentragdes de carotenoide de P. rhodozyma cultivada
em biorreator de bancada com melago de soja estdo ilustradas na Figura 1. A maior produgao
de biomassa ocorreu em 144h sem diferenca significativa nas horas seguintes. Neste tempo de
processo foi alcangado 12,59 +0,048 g.L! de biomassa, com pH de cultivo de 6,43+0,0006, e
concentragdo volumétrica expressa em astaxantina e p- caroteno de 1941,97 £34,810 pg.L™!

(154,23 £2,606 pg. g') e 1081,67 £9,741ug. L' (85,91 1,01 pg. g!), respectivamente.

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

com 100 g-L~' de melago de soja, a 300 rpm, 1vvm, 25 °C e pH inicial 6
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Os resultados sdo expressos como valores médios + desvios-padrdo (N = 3); Letras maiusculas diferentes indicam

diferencas significativas (p < 0,05) ao longo de todo o cultivo, ap6s analise de variancia seguido por teste Tukey

As produtividades de biomassa e concentracdo volumétrica de carotenoides estdo
apresentados na Tabela 2. Observa-se que no crescimento da levedura a maior producdo de
biomassa foi nas primeiras 24h (fase log) com a produtividade de 0,24 g.L'.h"! chegando a uma
concentragio de 7,59 £0,022 g.L"! que representa aumento de 75,1% em relagdo ao tempo
inicial. Neste ponto também aumentou a produtividade da concentracdo volumétrica de
carotenoides expressas em P-caroteno e astaxantina com 15,27 e 32,61 pgLlhl;
respectivamente. Apos as 144h de cultivo, ndo houve diferenca significativa na concentracdao

de biomassa mantendo-se a produtividade de 0,07 gL!. h' até as 168h, decrescendo
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posteriormente nas 192h a 0,06 g.L-'.h"! atingindo 12,70 £0,000 g.L"' de biomassa. Porém a
concentragdo de carotenoides no ponto 192h aumentou devido ao acumulo na fase estacionaria
chegando em 97,75 £1,757 pg. g (1241,808 £22,324 pg.L!) para B-caroteno e 178,32 +4,018
ng. g (2265,370+ 51,042 pg.L!) para astaxantina. Estes valores podem ser explicados pois
quando se relaciona com a concentragdo de biomassa estavel apds as 144h percebe-se a levedura
diminui o crescimento celular e aumentou a sintese de carotenoides, isso devido a falta de
nutrientes (teor de nitrogénio) nessa fase de cultivo, redirecionando a levedura para aumento na
sintese de metabolitos secundarios (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 metabdlitos secundarios foi

alcangado no final do cultivo com 288,20 + 6,01 pg -g—1 para astaxantina e B-caroteno de

162,64+3,11 pg. g .

Tabela 2-Produtividade do cultivo de Phaffia rhodozyma em biorreator de bancada de SL com
100g.L! de melago de soja, a 300 rpm, 1vvm, 25°C e pH inicial 6

Produtividade do cultivo de Phaffia rhodozyma em biorreator de bancada

Tempo Biomassa Concentracio de carotenoides volumétricos (ug.L1.h1)
(Horas) (g.LL.hD p-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 producao de biomassa em 144h pois
neste ponto ocorreu a concentragao maxima de biomassa, com produtividade celular aceitavel
e concentragdo de carotenoides expresso em P-caroteno e astaxantina satisfatoria quando

comparado a outros tempos posteriores, sendo economicamente mais viavel.
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3.3 COMPOSICAO DA BIOMASSA

A biomassa foi caracterizada de acordo com sua composic¢ao centesimal (Tabela 3) para
determinar o direcionamento metabolico da levedura nessas condi¢des de produgdo, e
especialmente para avaliar seu potencial biotecnologico na produgdo de lipideos. Na
P. rhodozyma pouco tem se explorado a caracterizagdo da biomassa, indicando a importancia
no estudo para avaliar o potencial deste microrganismo. Nos resultados apresentados a
quantidade do extrato seco total foi de 96,1%, dos quais os lipideos (£35%) foi o segundo maior
composto encontrado na levedura indicando que este microrganismo possui grande potencial
para produzir 6leo microbiano, ja que microrganismos produtores de mais de 20% de lipideo
na sua estrutura sao considerados oleaginosos (Sineli ef al., 2022).

Autores como Rodrigues et al. (2025) e Arrieira et al. (2025) que estudaram
Rhodotorula muculiaginosa cultivada em agua de maceracdo de milho 3,4 g.L™! e melago de
cana-de-agticar 70 g.L ™! nas condi¢des de 25 °C a 180 rpm e uma razdo de C/N de 143
encontraram 46,5 % e 23,8%, respectivamente, de lipideos. Ja na P. rhodozyma poucos estudos
sdo apresentados com respeito a composi¢do centesimal. O estudo de Lai ef a/, (2022) encontrou
9,1% de lipideo na biomassa da P. rhodozyma Y119 cultivada em residuos alimentares, valor
abaixo ao encontrado no presente estudo.

Quanto ao teor de proteina encontrada a levedura ocupou o terceiro lugar dos
componentes de P. rhodozyma, indicando que mesmo a rota de sintese de acidos glicéricos
tendo sido priorizada, a produg¢do com essa relacdo de carbono/nitrogénio (44,4) obteve uma
quantidade aceitavel de proteina (23,31%), sendo similar ao estudo de Lai et al. (2022) que
destaca a potencialidade desta levedura para produzir proteinas.

P. rhodozyma na literatura tem chamado a atengdo para o seu teor proteina e autores
como Raita et al. (2025) pela sele¢@o indutiva por herbicida conseguiu aumentar o teor proteico
de P. rhodozyma DSM 5626 alcangando 31,0% da sua massa, valor superior ao encontrado neste
estudo. Assim, neste estudo a biomassa da P. rhodozyma produziu concentragdo de lipideo
superior a proteina, mas ainda assim pode ser considerado fonte aceitavel desta macromolécula.
Estes dois compostos presentes na biomassa da levedura evidenciam diretamente a influéncia
do meio de cultivo. Nota-se que dos autores mencionados as técnicas usadas foram otimizadas
para produzir um biocomposto especifico, na levedura do presente estudo o meio de melago de
soja foi usado como substrato tnico e nao foi realizada a otimizacdo do meio de cultivo,
podendo assim notar o potencial deste substrato para produgao de lipideos e proteinas.

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

que indica compostos inorganicos da levedura e/ou do substrato usado no meio de produgdo
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(Tabela 1). Em estudos com Yarrowia lipolytica cepa ATCC 9773 e NRRL Y-50997 de Torres-
Anorve; Sandoval (2025) encontrou-se 5,8 % e 6,9% respectivamente, superiores aos dados
encontrados na composi¢ao de P. rhodozyma, este valor baixo no estudo pode indicar que existe
baixas impurezas inorganicas no microrganismo (Puri; Hu; Naterer, 2024a). O teor de
carboidratos foi o maior composto encontrado na levedura, este representa os polissacarideos
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 eficiéncia
da secagem e da recuperacao da fragao de sélidos.

Assim, pode-se dizer que P. rhodozyma cultivada em melago de soja possui um alto
valor bioldgico devido as propor¢des dos biocompostos que oferece, destacando ainda mais o
potencial do melago de soja como substrato para esta levedura e para futuras aplicacdes em

outras leveduras oleaginosas.

Tabela 3- composi¢io centesimal de P. rhodozyma cultiva com 100 g.L! de melago de soja

em biorreator de bancada de 5L

Composiciao do componente (% m.m)

Componente
Biomassa seca
Lipideos * 349+0,3
Proteinas * 233+04
Cinzas ? 48+0,1
Carboidratos ? 37,0
“Base seca

3.4 INFLUENCIA DA EXTRAGCAO BLIGH E DRYER COM HIDROLISE ACIDA E SEM
HIDROLISE ACIDA

Na recuperacao de lipideos produzido por esta levedura, apds secagem em leito de jorro,
testou-se duas formas de extragdo: o método convencional de Bligh e Dryer (1959) sem
hidrdlise acida e outro com a hidrolise antes da extragdo. Essa estratégia foi uma das utilizadas
previamente, nesta cepa da P. rhodozyma, para recuperar os compostos intracelulares com
métodos quimicos e fisicos que causam ruptura celular (Rodrigues et al., 2025a). Neste estudo
como a biomassa foi seca em leito de jorro que proporciona choques mecanicos constantes
durante a secagem foi necessario avaliar a influéncia desta acdo e verificar se ocorria a quebra
da parede celular de evitando o uso de solventes quimicos. Com isso os resultados representados

na Figura 2 mostram que a recuperacao lipidica com hidrdlise acida foi de 33,6+0,3% (4,2+0,05
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g.L") e a sem hidrélise acida foi de 13,8+0,4% (1,74+0,05 g.L™"), confirmando a eficiéncia da

hidrolise na quebra de parede celular superior em 58,9%.

Figura 2-Recuperagado de lipideos pelo método de Bligh e Dryer com e sem hidrolise
acida de P. rhodozyma em biorreator de bancada de 5 L com 100g.L-1 de melago de soja a

300 rpm, 1vvm, 25 °C e pH inicial 6

35 ? {772 Conteudo Lipidico [ Lipideos Totais S
30 4 Z & _4
e 42 / T
= % O
3 % L3 2
D %:
i % % b 23
/ / f
) o /
0 % . z - 0

Metodo Bligh e Dyer
Os resultados sdo expressos como valores médios + desvios-padrdo (N = 3); Letras minusculas diferentes indicam

diferencas significativas (p < 0,05) entre os dois métodos de extragdo por Bligh e Dryer segundo Teste t.

Alguns autores tém explorado outro tipo de lises mecanicas entre essas a sonicagao
convencional conseguindo recuperagdo de lipideos de 99,8%, assim como tratamento
hidrotérmico a 120° C por 60 min com 84,6% de recuperagdo lipidica para Rhodotorula
toruloides Y-6987 (Banerjee; Dien; Singh, 2024).

Neste estudo a lise mecanica realizada pelo leito de jorro ndo foi suficiente para
recuperagao do teor de lipidico da biomassa, sendo que a hidrélise quimica consegue recuperar
cerca de 40% do teor de lipideo. Portanto, € necessario alternativas eficientes que minimizem
o uso de reagentes quimicos de alto grau de toxicidade na ruptura celular e extragao necessarios

no processo de recuperagdo de 6leos microbianos para futuras aplicagdes alimenticias.
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3.5 CARACTERIZACAO DO OLEO EXTRAIDO DE P. rhodozyma

3.5.1 Perfil de acidos graxos

A identificacdo de 4cidos graxos no 6leo microbiano (tabela 4) ¢ essencial para conhecer
suas propriedades tecnoldgicas e nutricionais. E possivel observar que quantidade de acidos
graxos monoinsaturados sdo majoritarios representando 68,3%, dentre os quais o acido oleico
tem maior quantidade com 67,0% do teor total de monoinsaturado. O 4cido gadoléico estava
presente em menor concentragdo (0,5%). Com respeito aos acidos graxos saturados
representando uma porcentagem de 19,4% do total do 6leo, dentre estes o acido palmitico foi o
mais encontrado com 15,2% e o acido miristico com 0,4% encontrado em menor concentragao.
Dentre os acidos graxos polinsaturados que totalizaram 12,3% do conteudo total do oleo,
destaca-se o acido linoleico com 10,8%, sendo o 4cido graxo linolénico com 1,4% presente em
menor concentracdo. Assim a relacdo de saturados/insaturados apresenta valor de 0,24,

indicando que o presente 6leo microbiano em estudo € rico em acidos graxos insaturados.

Tabela 4- Perfil de acidos graxos de 6leo da biomassa de P. rhodozyma cultivada em

biorreator de 5 L, com 100g.L™! de melago de soja, a 300 rpm, 1vvm, 25°C e pH inicial 6

Perfil de acidos graxos % (m. m™)

Acidos graxos Tipo Composicao percentual
Acido miristico (C14:0) SFA 0,4+0,00
Acido palmitico (C16:0) SFA 15,240,10
Acido palmitoleico (C16:1) MUFA 0,9+0,01
Acido estearico (C18:0) SFA 2,8+0,26
Acido oleico (C18:1 C) MUFA 67,0+0,46
Acido linoleico (C18:2 C) PUFA 10,8+0,27
Acido linolénico (C18:3 C) PUFA 1,4+0,09
Acido gadoléico (C20:1) MUFA 0,5+0,02
Acido lignocérico (C24:0) SFA 1,0+0,07

Sendo SFA (saturado), MUFA (monoinsaturado), PUFA (polinsaturado)

Autores como Feng et al. (2025) determinaram o perfil de dcidos graxos da levedura P.
rhodozyma D3 e encontraram 12 4cidos graxos saturados, 5 4cidos graxos monoinsaturados e

7 4cidos graxos polinsaturados, dos quais o acido oleico apresentou teor de 26,26 mg. g! e
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4cido linoleico 4,04 mg. g, sendo estes valores inferiores aos encontrados na cepa em estudo.
Entre os acidos graxos saturados encontrados pelo autor destaca-se o dcido palmitico com teores
de 5,36 mg. g ! e acido estedrico com 0,952 mg. g !, que também estdio abaixo do quantificado
para esta cepa. Zhang et al. (2022) usaram TIO> como estresse na P. rhodozyma PR106 para
aumentar a producdo de astaxantina, relacionando-a apds com a producdo de acidos graxos.
Observando que o aumento de astaxantina diminui os teores de acidos graxos saturados como
palmitico e estearico e aumenta a producgdo de acidos graxos insaturados como oleato, linoleato
e a-linolenato, sendo a relacdo maior com linoleato. Assim pode-se dizer que o dleo de P.
rhodozyma tem um grande potencial para o mercado de 6leos rico em insaturagdes, tornando-o

atrativo para a industria e para futuras aplicacdes.

3.5.2 Ressonancia Magnética Nuclear -RMN

O RMN serve como ferramenta para identificar grupos funcionais de triglicerideos.
possibilitando encontrar parametros quimicos como indice de acidez, razdo ROA (razdo
oleico/écido linoleico), iodo e saponificacdo que indicam medidas integrativas das propriedades
fisico-quimicas do lipidio. O 6leo microbiano de P. rhodozyma foi caracterizado por RMN
(Figura 3). Nesses parametros se correlacionou os deslocamentos quimicos e a integracdo dos
picos com valores do perfil de 4cidos graxos obtidos por cromatografia. A identificacdo dos
sinais do espectro de RMN seguiu os critérios propostos por Reda ez al. (2006) onde € possivel
perceber que o pico mais intenso (c) que esta na faixa de 1,4 -1,15 ppm refere-se a protons
metilénicos dos acidos graxos do triacilglicerol possuindo uma area relativa maior de 17,78.
Esse sinal pode se relacionar a predominancia de cadeias alifaticas longas, associadas
principalmente a elevada propor¢do de 4cido oleico (66,98%) no perfil de &cidos graxos, que
foi o principal acido graxo identificado no 6leo. O pico d indica protons f3- carboxilicos na area
de 1,50-1,70 ppm. Outro pico interessante ¢ o f na faixa de 2,34 a 2,2 ppm, que ¢ associado a
prétons a- carboxilicos indicando a proximidade do grupo carboxilico. O pico g na faixa de 2,7
a 2,8 ppm indica protons alilicos internos, que sdo tipicos de polinsaturagdes como o acido
linolénico (1,4%) e linoleico (10,83%), O pico K representa protons olefinicos e apresenta
deslocamento quimico entre 5,26 e 5,40 ppm, e indica a presenca das duplas ligagcdes nas
cadeias acilicas dos acidos graxos, pico j representa protons H-2 metilénico do glicerol, é
caracteristico de hidrogénio do carbono central do glicerol de triacilglicerideos, confirmando
que o 0leo em estudo apresenta o triacilglicerol intacto, a integracdo dos picos a+b (prétons

metilicos) representam a parte saturada da molécula, que podem estar relacionados ao acido
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miristico (0,43%), palmitico (15,21%) e lignocerico (0,97%). Assim pode-se mostrar que o
RMN corroborou com as informagdes do perfil de acidos graxos.

Os picos integrados com o perfil lipidico associado mostraram que o indice de acidez
correspondeu a 5,02 mg KOH.g! e 2,52% de acidos graxos livres. Indicando a presenga
moderada de acido graxo livres. Esse valor € superior ao comparado a legislagdo brasileira de
acidez que permite o maximo de 4 mg KOH.g'!, para dleos vegetais prensados a frio e nfio
refinados (Brasil, 2021).

O indice de iodo foi calculado em 74,00 g.1;.100g "' de dleo que é compativel com a
presenga de acido graxo insaturado como o acido oleico e linoleico, mostrando um grau de
médio a alto de insaturagdes. Para o indice de saponificagdo calculado de 161 mg KOH. g
confirma a estrutura triacilgliceridica do 6leo, indicando também a presenga de acido graxos de
cadeia C16 e C18. Arrieira ef al. (2025) caracterizou o 6leo microbiano com teor de iodo e
saponificagdo de R. mucilaginosa pelo método de titulometria e teve um valor de
79,8 g1,.100g ! e 178,2 mg KOH. g, respectivamente. Estes valores sdo inferiores aos
encontrados ao estudo e isso pode ser devido a diferenca da levedura oleaginosa e meio de
cultivo. O valor de ROA avalia o grau de insaturag@o e estabilidade oxidativa do dleo, para o
método com RMN foi de 2,30 indicando que ha 2,3 vezes mais acido oleico que linoleico.
Portanto, indicando uma maior estabilidade oxidativa porque os monoinsaturados apresentam

menor susceptibilidade a auto oxidagao lipidica (Kim; Kim; Seo, 2023).

Figura 3- Ressonancia Magnética Nuclear do 6leo de P. rhodozyma cultivada em

biorreator de bancada de 5 L com 100g.L-1 de melago de soja
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3.5.3 Acidez e peréxido
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O indice de acidez e perdxido sdo pardmetros necessarios para avaliar a qualidade para
consumo (tabela 5). O teor de acidez foi refeito porque a analise por RMN pode sobrepor ou
disfarcar os acidos graxos livres, em especial se algum deles esta ligado ao glicerol ou a outros
compostos. O indice de peroxido foi de 3,19 meq O2/Kg de 6leo e 3,60 meq O2/Kg de 6leo para
biomassas armazenadas por 2 dias e 2 meses, respectivamente. Portanto, o parametro de
peroxido encontra-se dentro da legislacdo brasileira de 10 meq O./kg para dleos vegetais
refinados (Brasil, 2021). Indicando assim, que o o6leo do presente estudo possui baixa
degradacao oxidativa e que nao ha diferenga significativa quando a biomassa ¢ armazenada por
mais tempo.

Bencresciuto et al. (2024) avaliou o perdxido de 6leo de Lipomyces starkeyi fermentada
por efluentes de laticinio a duas temperaturas (25 e 30°C) encontrando valores de peroxido 0,14
meq 0> Kg ' a 30°C e auséncia a 25°C. Estes valores de peréxido sdo baixos ao igual do
encontrado no estudo, assim demonstra-se que 6leos microbianos tem baixa oxidagao lipidica

e podem ser grandes opgdes para aplicagdes alimenticias.

Tabela 5- indice de Acidez e Perdxido do 6leo de P. rhodozyma cultivada em biorreator de

bancada de 5 L com 100g.L-1 de melaco de soja

Tempo de armazenagem Peroxido Acidez em acido oleico
da biomassa seca (mEq O2.Kg! de 6leo) (2.100g" ! 4cido oleico)

2 dias 3,19+0,18? 7,00+0,00?

2 meses 3,60+0,40? 14,00+0,01°

Letras minusculas diferentes indicam diferencas significativas (p < 0,05) entre as duas biomassas com diferente
armazenamento pelo teste de t

Para os pardmetros de acidez nota-se que a biomassa armazenada por mais tempo
aumentou em 50% o teor de acidez do 6leo extraido, e percebe-se que mesmo sendo armazenada
h4 1 semana o valor encontrado (7,00£0,00 g.100g™" 4cido oleico) foi superior a0 RMN em
63,86% indicando uma alta quantidade de acido graxos livres. Esse acréscimo entre o RMN e
a analise em bancada se deve ao fato de que para andlise precisa-se de uma quantidade grande
de 6leo envolvendo maior tempo de armazenagem do 6leo em comparagdo com o0 RMN que
exige menor quantidade de amostra reduzindo o tempo de espera da anélise. Mesmo a acidez
sendo baixa no RMN e alta na metodologia titulométrica, os limites de acidez foram superiores
ao estabelecido pela legislacdo para dleos vegetais. As variagdoes 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/agua/lipideo foi diminuindo promoveu a a¢do das enzimas que em condigdes adequadas,
quebram os triacilglicerideos presentes na biomassa das leveduras carotenogénicas (Chandra et
al., 2020) causando um aumento nos acidos graxos livres.

Mesmo o 6leo sendo extraido rapidamente o teor de acidez ¢ elevado no comeco do
processo assim pode-se assumir que o processo de extragdo com hidrolise quimica ou
enzimatica pode aumentar o teor de acidos graxos livres (Sande et al., 2017), pois este processo
ao ocorrer a quebra da parede celular pode ocorrer também a quebra de triacilglicerideos
aumentando a acidez.

No Brasil ainda ndo existe uma legislacao especifica para o parametro acidez e peroxido
de 6leos microbianos (novo produto). Porém, ¢ necessario que o 6leo microbiano esteja dentro
do limite de 6leos vegetais para consumo (Brasil,2021). Como o 6leo apresentou altos teores
de acidez ¢ necessario buscar técnicas menos agressivas de extragdo para evitar este problema,
assim como buscar formas de armazenagem que impec¢am agao das lipases, outro fator que pode
ajudar na reducgdo da acidez ¢ um processo de refinamento, contudo tem que ser priorizados

processo que nao alterem as propriedades sensoriais e nutricionais do 6leo.

4. CONCLUSAO

O presente estudo avaliou a produgdo de lipideos de P. rhodozyma utilizando 100g.L™!
de melago de soja que mostrou em 144h de cultivo no biorreator de bancada, nas condig¢des de:
300 rpm, 1vvm a 25°C com uma producdo de 12, 59 g.L"! de biomassa, se teve a recuperagio
lipidica de 4,2g.L"! representando 33,8 % da biomassa da levedura, fator que foi favorecido
pela relacdo C/N de 44,39 do meio de cultivo. Além disso, o 6leo produzido pela levedura teve
predominancia na producdo de acidos graxos monoinsaturados (68,3%) sendo o majoritario o
acido oleico (67,0%) e 12,3% de polinsaturados que conferiram uma maior estabilidade
oxidativa de 2,30, o indice de iodo deste dleo foi de 74 g I.-100g™" indicando o alto grau de
insaturacgdo e o indice de saponificagdo foi de 161 mg KOH-g™' que nos mostra que possui uma
cadeia de 4acidos graxos longa. Quanto ao perdoxido do oOleo se teve um valor de 3,19
mEq 02. Kg! de 6leo, valor bem, abaixo que a legislagdo exige, o que indica um éleo que ndo
sofreu degradacdo significativa mesmo quando a biomassa de origem foi armazenada por 2
meses. Também se faz necessario ressaltar que a hidrélise 4cida aumentou a recuperagdo

lipidica em 58,9% quando comparado com auséncia deste pré-tratamento. Contudo, estad por
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sua vez teve um provavel efeito no aumento da acidez do 6leo, sendo necessario condi¢cdes ou
processos de refino para diminuir este parametro.

Portanto, ¢ possivel concluir que o melago de soja aliado a P. rhodozyma produz um
oleo de alto valor nutricional e que tem perspectivas grandes de aplicagdo, contudo € necessario
melhorar algumas lacunas como processos de conservagdo de biomassa e extracdo, visando a
maior preservacdo e qualidade do 6leo. Além de procurar otimizar condi¢des de producdo do
lipideo para escalonamento, explorando a P. rhodozyma como potencial fonte de oOleo

microbiano.
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BIOMASSA DE Phaffia rhodozyma CULTIVADA EM MEIO AGROINDUSTRIAL:
POTENCIAL COMO CORANTE ALIMENTICIO EM BALA DE GOMA

RESUMO

Os corantes naturais por vias biotecnologicas tem sido uma grande alternativa de saudabilidade
na substituicdo dos corantes sintéticos na industria confeiteira especialmente balas de goma,
sendo facilmente aceitas no consumo e serem apropriadas como um 6timo veiculo de adi¢ao de
bioativos. A levedura Phaffia rhodozyma possui certificacdo GRAS ¢ produtora de carotenoides
e tem alta adaptabilidade em meios agroindustriais como melago de soja. O objetivo deste artigo
foi avaliar o potencial da biomassa de P rhodozyma integral, do extrato etandlico
carotenogénico e do B-caroteno adicionado em bala de goma, verificando o efeito produzido
nesta matriz. A producdo de biomassa foi de 12,59 g.L' com B-caroteno (85,91 pg.g™) e
astaxantina (154,23 pg.g™') obtidas do cultivo em biorreator de bancada de 5L nas condigdes
de 300rpm, 1vvm, a 25°C, pH inicial de 6 por 144h. A biomassa foi recuperada e seca em leito
de jorro com AT de 30°C e taxa de alimentacdo de 0,2 kg.h™!, sendo analisada a composicio
centesimal. A adi¢cdo de 4g de biomassa seca integral, extrato carotenogénico obtido a partir de
4g de biomassa seca integral extraida com etanol e B-caroteno comercial, foram comparados
com o controle e balas de goma comercial, quanto a composic¢ao centesimal, acidez, pH, s6lidos
soluveis totais e a recuperagdo de carotenoides. A biomassa seca em leito de jorro apresentou
34,94% de lipideos, 23,31% de proteinas ¢ 36,96% de carboidratos. A formulagdo com a
biomassa seca integral se destacou por apresentar dureza e elasticidade similar a balas de goma
comerciais, assim como a colora¢do vermelha. Esta formulagdao também ofereceu aumento no
teor de proteina e lipideo. Conclui-se que a P. rhodozyma apresenta potencial como corante
alimenticio de alta sustentabilidade.

Palavras-chaves: Carotenoides, Bioproduto, Subproduto agroindustrial, Levedura

1 INTRODUCAO

A aparéncia em produtos alimenticios € critério essencial na escolha do consumidor,
interferindo na sua tomada de decisdo e impactando nas vendas, por isso a industria investe em
aditivos que beneficiem estes aspectos. Entre os principais encontram-se os corantes,
substancias que intensificam, conferem ou recuperam a cor dos alimentos, sendo os mais usados
atualmente, os corantes quimicos que sao considerados genotdxicos, gerando assim
problemadticas no uso (Guimardes et al., 2023b). Assim, 0s corantes naturais surgem como
alternativa na substitui¢do dos sintéticos, possibilitando beneficios na satde e contribuindo com
aspectos tecnologicos e sensoriais na rede alimentar. Os corantes naturais tém sido estudados

para melhorar as propriedades de modo similar aos quimicos. 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 beneficios a saude (Rossi et al.,2021).

Com isso alternativas como a produgao por microrganismos tem sido uma grande opgao,
ja que estao altamente disponiveis, sdo de facil 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 adaptagdo a diferentes meios de cultivo (Silva et al., 2023c), com alta produgdo
de carotenoides, sendo na sua maioria astaxantina e f-caroteno.

Entre os cultivos que P. rhodozyma se desenvolve, alguns com residuos e/ou coprodutos
agroindustriais tem-se destacado, como ¢ o caso do melago de soja, coproduto agroindustrial
do processamento da proteina da soja, que reduziu o custo do meio de producdo desta levedura
em cerca de 90% quando se compara ao meio YM (levedura-malte), tornando-a sustentdvel e
viavel economicamente (Pacheco et al., 2025). Contudo a aplicacdo desta levedura e de seus
metabolitos em alimentos tem grandes lacunas pois existe pouco conhecimento da sua
composi¢ao, de seu comportamento em matrizes alimentares e métodos de processamento mais
compativeis ao setor alimenticio.

Na industria de alimentos um dos setores que se destaca no uso de corantes ¢ a
confeitaria (Novais et al., 2022). As balas de goma apresentaram um mercado avaliado em
USS 21,4 bilhdes em 2022, abrangendo o publico de diferentes faixas etaria por possuirem a
caracteristica soft, sendo sua composi¢ao com agentes gelificantes, sacarose e inimeros aditivos
quimicos como conservantes e saborizantes (Tarahi ez al., 2023). Contudo, esta matriz alimentar
¢ aliada na adi¢do de compostos funcionais na sua composi¢ao devido a versatilidade de cores
e formas da sua producao (Pekdogan Goztok et al., 2024a). Além da sua grande facilidade de
venda para os consumidores servindo inclusive como forma de transporte de probidticos
(Miranda et al., 2020).

Entretando quando se adiciona corante oriundo de fonte microbiana existe uma barreira
de aceitagdo do consumidor (Chavan et al., 2025) assim, ¢ necessario 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 ird apresentar caracteristicas tecnologicas 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 melaco de soja de forma integral, o extrato carotenogénico obtido com solvente

verde e o PB-caroteno comercial adicionados em balas de gomas e compara-las com balas de
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goma comerciais contendo corantes sintéticos e naturais, além de avaliar seu efeito de adicao

na composic¢do desta matriz.

2  MATERIAL E METODOS

2.1 MICRORGANISMO, PRE-INOCULO, INOCULO E CONDICOES DE CULTIVO

Neste estudo foi usada a Phaffia rhodozyma cepa NRRL Y-17268, vinda do Laboratério
de Pesquisa Regional do Norte na Peoria, IL, EUA. A qual foi mantida sobre refrigeragdo a 4°C
em tubos inclinados com 4gar 20g.L"!, e meio YM composto por 10 g.L-! de glicose, peptona
10 g.L!, 3 g.L'! de extrato de levedura e de extrato de malte (Silva et al., 2020). Foi reativada
em tubos contendo 0 mesmo meio e incubados a 25°C por 48 h. O pré-indculo foi realizado em
tubos com 9 mL de meio YM adicionando 1 ml de agua peptona (0,1 % v.v'') com a raspagem
celular, sendo incubado a 25°C por 48h. Para o indculo 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 alcangar 1x 10® células. mL™!, contados na cAmara
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 util de 4 L, nas condi¢gdes de 25°C, pH inicial
de 6, agitagdao de 300rpm, e aeragcdo de 1vvm (Silva et al.,2023). O meio agroindustrial com
100 g.L! de melago de soja (Pacheco et al., 2025)foi utilizado, totalizando 3,6 L adicionado de

10% de indculo, iniciando o cultivo com 1x107 células mL.

2.2 DETERMINACAO DA CONCENTRACAO DE BIOMASSA E pH DURANTE O
CULTIVO

A concentrag@o 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 agua destilada 2 vezes até a biomassa (pellef) ficar sem residuos do meio do
cultivo. A massa sedimentada limpa foi ressuspendida com dgua destilada e diluida para leitura
da absorbancia em espectrofotdmetro (Bioespectro SP-22, China) a 620 nm relacionando-a com
a curva-padrdo da levedura encontrada em anexo (Silva ef al., 2024). O pH foi medido no

sobrenadante inicial recuperado da centrifugacdo num pHmetro digital (Marte MB-10, Brasil).
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2.3 EXTRACAO E DETERMINACAO DA CONCENTRACAO DE CAROTENOIDES

Para determinagdo de carotenoides no cultivo, a biomassa passou por pré-tratamento
onde 0,05 g de biomassa seca em estufa de circulacao de ar a 35°C por 48h foi macerada até
chegar na granulometria de 115 mesh, apos isso foi congelada a -18°C por 48 h (Cipolatti et al.,
2015). Apds o pré tratamento prosseguiu-se com a ruptura da parede celular com 2 mL de
dimetilsulfoxido aquecido previamente a 55°C sendo homogeneizados em vortex por 1 minutos
cada 15 minutos completando uma hora, na extra¢ao sélida-liquido usou-se acetona 6 mL com
agitacdao de 1 minuto em vortex para depois ser centrifugado a 1745 x g por 10 min (Cientec
CT-5000 R, Brasil) e ser recuperado o sobrenadante que contém os extratos carotenogénicos.
Estes dois processos foram repetidos até o branqueamento da célula, logo apos se teve a
extra¢do liquido-liquido que foi realizada com 10 mL de NaCl a 20% (p.v'') e 10 mL de éter de
petréleo, para remover a dgua presente foi adicionada sulfato de s6dio (Na2S0O4) e se deixou
em repouso até a separagdo de fases (Fonseca et al., 2011).

Ap0s esse processo prosseguiu-se com a recuperagdo da porgao apolar carotenogénica
e que foi lida por espectrofotometria (Bioespectro SP-22, China) a 448nm para [-caroteno e
474nm para astaxantina, sendo que a concentragdo especifica foi calculada pela Equagdo 1
conforme Davies (1976), usando 2592 de absortividade de B-caroteno em éter de petrdleo e
2100 de absortividade para astaxantina em éter de petroleo. J& para a concentragdo volumétrica
de carotenoides em pg.L! a concentragio da biomassa foi multiplicada pelo valor da

concentragdo especifica de cada carotenoide(Pacheco et al., 2025).

AxVx10°

*100*Mamostra

CT(ug.g™1) = AT Equacio 1
Onde: CT = concentragdo especifica de carotenoides totais, A =absorbancia, V = volume

0, . s
(mL), Mamostra = Massa celular seca (g); AL=absortividade especifica

O extrato carotenogénico usado na formulagdo (FB2) seguiu o protocolo de extracao
verde segundo Silva; Burkert , Santos (2024), método aplicado devido a sua biocompatibilidade
em alimentos. Nesta extragdo a recuperagao dos carotenoides ocorreu com etanol. Para isso foi
adotado uma relacdo solida-liquido de 0,2g.mL"!, onde a biomassa seca (4g) foi macerada em
grau e pistilo em 3 fases de 2 minutos, SmL de etanol foi usado em cada fase de maceracao,

ap6s completar a ultima fase, recuperou-se o extrato colorido, centrifugando-o (Cientec CT-
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5000 R, Brasil) a 1745% g por 10min.para melhor separagdo de fases, logo em seguida o extrato
limpo foi completado em proveta até chegar na razao so6lida-liquido estabelecida. Este processo
foi realizado 4 vezes para garantir o branqueamento maximo da célula. A quantificacdo da
concentracdo especifica de carotenoides totais expressas em [-caroteno foi realizada por
espectrofotometro (Bioespectro SP-22, China) na faixa de 450 nm usando a absortividade de
2620 para B-caroteno diluido em etanol (Rodriguez-Amaya, D.B; 2001) e calculado através da
Equagao 1. O extrato final obtido foi embalado com papel aluminio para evitar contato com a
luz e evaporado em estufa a vacuo com resisténcia elétrica de 443 W na temperatura de 35°C e

uma pressao de 4 kPa, temperatura ideal para evitar perdas de carotenoides.

24 SECAGEM DA BIOMASSA

Apbs o cultivo a biomassa foi recuperada por centrifugagdo a 3500 rpm em trés etapas
com tempos distintos (20, 15 e 10 min.) lavando com 4gua destilada em cada tempo. A secagem
da biomassa pos cultivo e para aplicacdo na bala de goma foi realizada em leito de jorro (coluna
cilindrica de ago inox, base conica de vidro com 0,175m de didmetro, 0,15m de altura e 60°)
com velocidade acima da minima de jorro (vjm), com temperatura de entrada 95°C, e de saida
de 65°C, mantendo um AT de 30°C para evitar a degradacdo de carotenoides. O ar comprimido
foi de 101 kPa e atomizagdo semi continua com taxa de alimentacdo de
0,22 kg.h ' kg™ de inerte. Este processo foi realizado em jorro estavel e seguiu a metodologia
adaptada de Larrosa et al. (2018). Apos este processo a biomassa seca obtida foi moida em

moinho de facas até atingir 115 mesh (Cipolatti et al., 2015).

2.5 COMPOSICAO CENTESIMAL DA BIOMASSA

A caracterizagdo da biomassa seca seguiu as metodologias da AOAC (2000), na qual foi
caracterizada por Kjeldahl o teor de proteinas, cinzas por incineragdo de mufla. Para
determinagao de lipideos foi realizado Bligh e dyer (1959) adaptado por Manirakiza; Covacie

Schepens (2001) e os carboidratos calculados diferenca.
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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 possuiam cores vermelhas, laranjas e amarelas. Em sua
composi¢io no rotulo apresentavam:  Xarope de Glicose, Acticar, Agua, Gelatina,
Triglicerideos de cadeia média, Acido Citrico, Acido Lactico, Cera de Carnatba, Cera de
Abelha, Aromatizantes, Antioxidante: Lactato de Sodio, Corantes: Tartrazina, Vermelho 40,
Amarelo Crepusculo FCF e Azul Brilhante FCF.

As balas comerciais com corante natural foram gentilmente cedidas em lajeado, Rio
Grande do Sul, Brasil. As balas apresentaram superficie lisa e foram escolhidas para a
comparagdo apenas de cor, selecionando as balas de gelatina amarelas e vermelhas que
continham sua composi¢@o descrita no rotulo: Xarope de glicose, Agtcar, Agua, Gelatina, Oleo
vegetal, acidulante &cido citrico, Aromatizantes naturais, Corantes naturais (curcumina,

antocianina, cenoura ¢ hibisco).

2.7 AMOSTRAS E FORMULACAO DA BALA DE GELATINA

Os ingredientes e materiais usados na formulagdo da bala de goma foram adquiridos no
comércio local de Rio Grande, Rio Grande do Sul, Brasil. Sendo todos de grau alimenticio,
devidamente identificados e acompanhados com seus rétulos.

A formulagao referenciada por Meira et al. (2024) correspondente a formulacao B foi
comparada a formulag¢do A (Tabela 1) com quantidade de xilitol reduzida. A formulacdo teste
da bala de goma que apresentou maior semelhanca no perfil de textura, especialmente dureza
com a bala de goma comercial foi selecionada. O fluxograma de producao das duas formulagdes

esta representado na Figura 1 (Meira et al., 2024).

Tabela 1- Formulagdes base da bala de goma- testes iniciais

Componente Formulacgio A Formulacio B
Agua(mL) 100 100
Xilitol (g) 40 50

Gelatina (g) 20 20

Acido citrico (g) 2 2

Esséncia (mL) 0,15 0,15
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Figura 1- Fluxograma de produ¢@o da bala de goma sem adi¢do de P. rhodozyma

60°C por
30 min.
Pesagem Dos - . Hidratacdo da Incorporagio do
Diluigéo da gelati ; - g
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C Armazenamento )

2.8 FORMULACOES DE BALA DE GOMA ADICIONADAS DE CAROTENOIDES DE

Elevar a
80°C por

20 min.

P. rhodozyma

A partir da formulagio teste escolhida foi adaptada a metodologia de Meira ef al. (2024)
para producdo da bala de goma (Figura 1) adicionando-se a biomassa de P. rhodozyma apos a
fase de cozimento. Para esta operagdo foi necessario que a temperatura da mistura estivesse a
35°C antes da adigdo, evitando assim a degradacdo dos compostos adicionados. O
armazenamento das balas ocorreu ao abrigo da luz, cobertas por papel aluminio e sob
refrigeragdo (4°C) até as andlises de caracterizag@o. Foram formulados 3 tipos de balas de
gomas (Tabela 2), sendo a FB1 (bala de goma com biomassa integral seca), FB2 (bala de goma
adicionada de extrato carotenogénico obtido da biomassa seca integral extraida com etanol) e
FB3 (bala de goma com adi¢o de B-caroteno comercial).

A biomassa seca integral foi diluida em 10% de agua total usada na formulagido, foi
sonicada por Smin. para facilitar a diluicdo, logo apos foi reservada até sua adigdo na
formulagdo. O extrato contendo os carotenoides extraidos por etanol foi obtido pelo método de
Silva; Burkert; Santos (2024b), usado devido a sua compatibilidade em alimentos. Nesta
extracdo se recuperou os carotenoides com etanol, para isso foi adotado uma relagdo solida-
liquido de 0,2g.mL™! para depois ser evaporado em estufa a vacuo a 35°C com resisténcia

elétrica de 443 W e pressao de 4 kPa. A mistura de gelatina, acido citrico e xilitol (Base da bala
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de goma) quando alcangou 35°C foi vertida no recipiente que continha o extrato carotenogénico

ou o - caroteno comercial, para melhor aproveitamento.

Tabela 2- Formulacao de balas de goma controle, com biomassa de P. rhodozyma integral

(FB1), biomassa de P. rhodozyma extraida com etanol (FB2) e B-caroteno comercial (FB3)

Ingredientes Controle FB1 FB2 FB3
Biomassa seca integral (g) - 4 - -
Biomassa seca extraida com etanol(g) - - 4 -
p-caroteno comercial (ng) - - - 26
) Gelatina (g) 20 20 20 20
Acido citrico (g) 2 2 2 2
Xilitol (g) 50 50 50 50
Agua (mL) 100 100 100 100
Esséncia de péssego(mL) 0,15 0,15 0,15 0,15

2.9 CARACTERIZACAO DE BALAS DE GELATINA
2.9.1 Perfil de textura

O perfil de textura das amostras foi determinado em texturometro (TA-XTplus Texture
Analyzer, Stable Micro Systems, Reino Unido). Com sonda cilindrica de 12,7 mm de didmetro
(1/2’) (Delrin, BATCH N° 14631), usada para penetrar 40% da amostra. A velocidade de teste
foi de 2 mm. s™' e a distancia da amostra foi de 8 mm. Esta analise foi determinada para avaliar
a dureza, adesividade, elasticidade, coesdo, mastigabilidade e resiliéncia. As medicdes

mecanicas foram repetidas 6 vezes para cada formulagao (adaptado de Paternina et al., 2024).

2.9.2 Analise de cor

As analises de cor das balas foram realizadas em colorimetro (Minolta CR-400, EUA),
as medi¢des consideraram parametro de cor L*, a*, b*, propostas pelo CIE (Comissdao
Internacional de Iluminacao) (1978). A partir destes valores foram calculados os parametros de
cor: angulo Hue, saturagdo de cor (Croma), e diferenca total de cor (AE) representadas na
Equagoes 2, 3 e 4 respectivamente (Martins et al., 2025). As medi¢des foram realizadas em

cinco repeti¢cdes (n = 5) para cada amostra.
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_1 (b ~
H,, = tan™! (a—) Equacdo 2
¢’ =+/(a*)? + (b*)? Equacgdo 3
AE = \/(Ly — L)% + (aj, — a*)? + (by — b*)? Equacio 4

Onde L*, a*, b* sdo os valores da cor de referéncia, L* representa a luminosidade, a*

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

2.9.3 Quantificacao de carotenoides na bala de goma

Para extragdo e quantificagdo 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, d4gua e podem reter
carotenoides. Para isso 1g amostra de bala de goma triturada foi colocado em um tubo de
centrifuga de 15 mL contendo 10 mL de 4gua. A amostra foi sonicada por ultrassom a 55 = 5°C
por 30 minutos para melhorar a diluicdo. Adicionou-se 0,5 mL de solucdo saturada de sulfato
de amodnio e foi agitado em vortex por 10 segundos, deixando em repouso a temperatura
ambiente por 10 min. para precipitar e ser centrifugada a 9000 rpm por 10 min. para depois ser
recuperada e extraida (Yang; Zhang; Shao, 2014).

Ap0s o pré-tratamento da amostra continuou-se com a extragdo que usou acetona gelada
na relagdo 0,25 g.mL"! para depois ser agitado por 10 min. com bastdo de vidro e filtrado por
funil de buchner forrado de papel filtro para funil de separagdo. Apds isso foi acrescentado éter
de petréleo na relagdo 0,16 g.mL™! e lavado com 4gua destilada aproximadamente 10 mL para
remover acetona restante, quando ocorreu a separacao de fases, foi descartada a fase inferior
para logo apds repetir o processo de lavagem com dagua destilada por mais 2 ciclos,
recuperando-se o pigmento carotenogénico em frasco ambar e colocou-se sulfato de sodio
anidrido para retirar agua residual, deixou em repouso para depois ser medido o volume e ser
lido em espectrofotometro (Bioespectro SP-22, China) na faixa de 450nm para -caroteno e
468nm para astaxantina, usando a absortividade em éter de petroleo de 2592 e 2100

respectivamente dado por Rodriguez-Amaya (2001) com isso se relacionou com a Equagdo 5

AxV%10°

1%
Azm*100¥Mamostra

CT =

Equagao 5

Onde: CT = Concentracdo especifica de carotenoides totais (ng.g™'), A= absorbancia,

V= volume (mL), Mamostra = massa celular seca (g); AL%=absortividade especifica
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2.9.4 Composicao centesimal da bala

A bala de goma de goma foi caracterizada quanto a sua composicao centesimal, pela
AOAC (2000), para determinacao de lipideos, método de Bligh e dyer (1959) (método 983.23)
adaptado por Manirakiza; Covaci e Schepens (2001) com hidrdlise acida (HC1 2M) (Rodrigues
et al., 2019), devido a necessidade de quantificagao de lipideos polares e apolares tanto da bala
quanto da biomassa presente, a determinagdo de proteinas, pelo método Kjeldahl (método
920.87), cinzas por incineracao de mufla (método 923.03), umidade por gravimetria com ajuda

de pérolas de vidro (método 925.10) e carboidratos foi realizado por diferenca.

29.5 pH

Para medir o pH foi usado um pHmetro digital (Marte MB-10, Brasil) em que foi diluido
4g de bala de goma em 2mL de dgua desmineralizada, e aquecido a 50°C até a dissolugdo

completa, sendo determinado apds 10 minutos de repouso (Vojvodi¢ et al., 2024a).

2.9.6 Acidez titulavel

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 4gua, para logo ap6s ser determinado
por titulagdo com NaOH 0,1 N padronizada, € a concentragdo estimada através da Equacao 6

(Meira et al., 2024)

V+F+M*PM

% Acido citrico = Equagao 6

*Mamostra*N

Onde: V ¢ o volume de solugdo de NaOH gasto na titulagdo (mL), F € fator de correcao
de NaOH, M ¢ a molaridade da solugdo de hidroxido, PM € o peso molecular do 4cido citrico
em g (192g), Mamostra € @ massa de amostra (g) e n € o nimero de hidrogénio ionizavel do acido

citrico (3)

2.9.7 Soélidos totais
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A determinacao de solidos totais foi feita em °Brix de acordo com o Instituto Adolfo
Lutz (2008). Onde usou-se o refratdbmetro manual portatil, sendo a amostra avaliada antes da

etapa de moldagem das balas (estado liquido).

2.10 ANALISE ESTATISTICA

As analises foram tratadas no software Statistica 7.0 (StatSoft Inc., Tulsa, OK, EUA) e
foram representados com suas médias e desvio padrdo, quando aplicavel. As andlises
estatisticas incluiram a aplicagdo de analise de variancia (ANOVA) para identificar diferengas

significativas, com posterior teste de Tukey a um nivel de confianca de 95% (p < 0,05).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 CINETICA DO CULTIVO DE P. rhodozyma

A figura 2 apresenta a cinética de cultivo com acompanhamento da biomassa,
concentragdo especifica e volumétrica de carotenoides e pH. No ponto 144h foi alcancada a
maior concentracdo de biomassa (12,59 +£0,048 g.L'!), sem diferencas significativas apds esse
tempo de processo. Além disso, nesse tempo foi determinado a concentracdo volumétrica e
especifica de carotenoides, como B-caroteno 1081,67 £9,741pg.L' (85,91 £1,01 ngg') e
astaxantina 1941,97 +34,81 pgL! (154,23 +2,61ug.g™), respectivamente. Apesar de um
pequeno incremento significativo de cerca de 10% na concentragdo de carotenoides em 192h

foi definido o tempo de cultivo em 144h em fun¢@o da concentracdo maxima de biomassa.
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Figura 2- Cinética de crescimento de P. rhodozyma e produgdo de carotenoides, em meio
agroindustrial com 100g.L™! de melago de soja, em biorreator de bancada de 5L, a 300rpm,

lvvm, 25°C
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Os resultados sdo expressos como valores médios + desvios-padrio (N = 3); Letras maiusculas diferentes indicam
diferencas significativas (p < 0,05) ao longo de todo o cultivo segundo o teste Tukey, apos andlise de variancia

(Anova) a 5% de significancia

Autores como Mussagy ef al. (2023) cultivaram P. rhodozyma em biorreator de bancada
com meio contendo 20g.L" 'de glicose, 3 g.L'extrato de malte, 10 g.L! xilose, 3 g.L"! extrato
de levedura e 5 g.L'! de peptona, nas condi¢des de 22°C, 300rpm e lvvm. Definiram que o
tempo de cultivo foi 144h, similar ao estabelecido por este estudo para adigdo da biomassa na
bala de goma. Os autores avaliaram a extragdo de carotenoides por diferentes solventes para
aplicagiio em sabdes tendo o maximo recuperado de 35,19 pg.g! de astaxantina e 108,9 ng.g !
de B- caroteno com etanol e acido hexadecanodico (4cido palmitico) na razdo de 2:1, sendo
inferior ao comparado ao presente estudo que utilizou acetona e DMSO para a extragdo. Silva
et al. (2023) reduziram o tempo de cultivo P. rhodozyma em meio YM no biorreator de bancada
a 96h com o uso de campos magnéticos nas condi¢des de 300 rpm, 22°C, 1vvm obtendo uma
concentragio de biomassa de 8,1 g.L"! neste tempo, com uma concentragio de astaxantina de

4,51 mg L' e B-caroteno de 4,67 mg. L. Estes autores realizaram seu estudo com a aplicagio
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de campos magnéticos provocando um incremento na producdo de carotenoides, superior ao
encontrado no presente estudo. Porém, o melaco de soja usado como Unico substrato pode
promover a reducdo de cerca de 90% do custo com o meio de produgdo (Pacheco ef al., 2025).
Assim, como o foco foi aplicar a biomassa integral nas balas de goma, a produgao de biomassa

no presente estudo foi padronizada no tempo de 144h, avaliando seu perfil de macromoléculas.

3.2 COMPOSICAO CENTESIMAL DA BIOMASSA DE P. rhodozyma SECA EM LEITO
DE JORRO

O conhecimento das macromoléculas presentes na biomassa a ser adicionada em
formulacdes de alimentos ¢ de suma importancia visando sua caracterizagao e potencialidade
da aplicagdo. A biomassa possui 96,1 % de extrato seco total onde cada macromolécula presente
nesse contetido esta presente na tabela 3 sendo observado que a levedura tem majoritariamente
carboidrato, que esta associado a polissacarideos da parede celular microbiana (Dong ef al.,
2024). O segundo e o terceiro componente da biomassa sdo o teor de lipideos e de proteina,
respectivamente. Estes valores sdo influenciados pela razdo carbono e nitrogénio do meio de
produgdo 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 produgdo de
proteina ao invés de carboidrato, efeito contrario ao observado para esta cepa, que na condi¢ao

estudada favoreceu o acumulo de lipideo na biomassa.

Tabela 3- Composi¢io Centesimal de Biomassa seca de P. rhodozyma cultivada em 100g.L!

melaco de soja no biorreator de bancada de SL a 25°C, 300 rpm e 1 vvm

Composicio do componente (% m.m)

Componente Biomassa seca
Lipideos ? 34.9+0,3
Proteinas ? 23,3 0.4

Cinzas ? 4.8+0,1
Carboidratos ? 37,0
“Base seca

O teor de cinzas indica presenca de matéria inorganica como minerais (Puri; Hu e
Naterer, 2024). Neste estudo foram encontrados teores bem abaixo quando comparado a outras

leveduras carotenogénicas como a Rhodotorula paludigena CM33 com 9,5% de cinzas em
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cultivo de batelada alimentada, com meio de alimentagdo de glicose e 11,0% em cultivo com
batelada alimentada usando meio a base de sacarose.

Ainda pouco se conhece da composi¢cdo de macromoléculas da P. rhodozyma NRRL Y-
17268 sendo este estudo relevante para posteriores investigagdes, pois para aplicacdo em

alimentos € necessario conhecer o produto bioativo para enriquecer alimentos especificos.

3.3 DEFINICAO DE BALA DE GOMA CONTROLE

Dentre a confeitaria as balas de goma oferecem estrutura soft, elastica e mastigavel
devido aos agentes gelificantes e acucares que formam redes coloidais influenciando na textura.
Assim, diferentes critérios sobre analise de textura t€ém sido implementados na industria
confeiteira, variando os ingredientes para aumentar ou diminuir alguns parametros (Paternina
et al., 2024). Dentre as técnicas, a analise de perfil de textura tem sido usada para avaliar
diferentes parametros como dureza, coesdo, elasticidade, mastigabilidade, resiliéncia e
adesividade(Ghorai; Dora; Chowdhury, 2021). Este método ao contrario da andlise sensorial
tradicional, tem como vantagem a rapidez para identificar os pardmetros anteriores
mencionados (Liu; Cao; Liu, 2019). Com isso as formulagdes A e B foram comparadas com a
bala comercial de corante artificial e os parametros apresentados estdo na tabela 4.

Quanto o parametro dureza a formulagcdo B ndo apresentou diferenga significativa com
a bala comercial nem com a formulagao A, sendo a dureza da formulagao A significativamente
inferior ao padrao comercial. Este parametro representa a primeira mordida, sendo proporcional
a forca aplicada para romper o alimento (Calil ef al., 2023), e esté relacionado principalmente
ao teor de 4gua na formulacdo (Brandao ef al., 2020). Assim € possivel dizer que a formulagao
B possui uma dureza similar ao padrdo comercial. A fraturabilidade indica a forga para trincar
um alimento, que esta relacionada ao efeito da dureza e mastigabilidade ao iniciar uma
fragmentacao no alimento (Kim et al., 2012). As balas de goma da formulagdo A, B e comercial
ndo apresentaram fraturabilidade, devido a gelatina usada na formulagao proporcionar uma rede
de géis mais estaveis e firmes (Nguyen et al., 2025).

As trés formulagdes avaliadas ndo apresentaram diferenca significativa na adesividade
e elasticidade. Portanto, estas formulagdes apresentaram comportamento similar ao padrao
comercial. Esse fator ¢ importante pois a adesividade indica que o material tem capacidade de
aderir na boca e as formulagdes apresentaram adesividade negativa, ndo tendo essa capacidade.
J4 a elasticidade € uma caracteristica essencial nas balas de goma, uma vez que este parametro

representa a volta de seu estado fisico apos a mordida, e o estudo indica que as duas formulacdes
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estdo de acordo com o que estd presente na formulagdo comercial. Os produtos agucarados
como € o caso do alimento escolhido apresentam uma elasticidade maior, assim como suavidade

(Calil et al., 2023).

Tabela 4-Perfil de Textura (TPA) para as formulacdes A, B e bala comercial

Parametros de textura Formulacao A Formulac¢ao B Bala comercial
Dureza (N) 35,14 +2,90° 42,17 +3,12% 45,95+6,45°
Fraturabilidade - - -
Adesividade (N.s) -0,0045 + 0,00? —-0,0090 £ 0,012 -0,0136+0,0162%
Coesividade 0,85 +0,02% 0,87 £ 0,02% 0,7940-+0,0293°
Resiliéncia 0,36 +0,01% 0,38 +£0,012 0,2976+0,0096"
Elasticidade (mm) 1,47 £0,12% 1,59 £0,07% 1,418+0,565*
Mastigabilidade (N) 43,87 £ 3,20° 54,15+ 3,71° 35,25+4,81°

Os resultados sdo expressos como valores médios + desvios-padrdo (n= 6); Letras minusculas diferentes indicam
diferencas significativas (p < 0,05) entre as formulagdes apos analise de variancia e teste Tukey.

Para coesividade e resiliéncia as amostras da formulagdo A e B ficaram similares
contudo, apresentaram diferencas com a comercial. Assim as formulagdes avaliadas mostram
maior resisténcia interna que as balas comerciais (coesividade). Isso estd relacionado com a
gelatina adicionada, pois, aumenta a coesdo das amostras (Roudbari et al., 2024). A resiliéncia
por outro lado mostra a recuperacao elastica da rede de goma (Paternina et al., 2024). Nas
formulagdes A e B, a resiliéncia foi superior a comercial indicando que sdo menos propensas a
deformacao.

A mastigabilidade estd relacionada ao gasto energético da mastigagdo para engolir o
alimento, indicando que maior mastigabilidade significa mais dificuldade degluti¢ao (Brandao
et al., 2020). As formulacdes avaliadas apresentaram diferenca significativa decrescente na
mastigabilidade onde a formula¢do B, sequenciada pela formulagdo A e a bala comercial
precisam de maior energia para mastigar, respectivamente. Contudo este parametro ¢
relacionado com a dureza, coesividade e elasticidade, e usualmente quanto mais duro a bala,
maior energia de mastigabilidade sera necessaria (Maringka; Putra; Lo, 2024). Na bala
comercial o efeito contrario provavelmente foi devido a lista de ingredientes apresentar maior
quantidade de aditivos que possam ter impactado nos outros dois parametros de textura, como
o uso de 6leos que pode diminuir a coesividade de doces (Ranalli ef al.2020).

As formulagdes A e B se assemelham em alguns pardmetros com a bala comercial,
contudo ¢ importante ressaltar que a bala comercial possui maior quantidade de aditivos que

melhoram a palatabilidade do produto.
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Portanto, o teor mais critico ¢ o parametro umidade que foi possivel observar de forma
indireta na avalia¢do da dureza, pois valores baixos deste parametro indicam alto teor de agua
na amostra. Em produtos como a bala de gelatina que tem como ingredientes agucares vitreos
(mais higroscopicos) que captam a umidade do ar, e podem diminuir a vida 1til (Ergun; Lietha;
Hartel, 2010) e implicar em reagdes de oxidacdo para o biocomposto adicionado. Assim a
formulagdo B foi selecionada pois sua dureza foi similar a bala comercial, contornando esses

provaveis defeitos.

3.4 ADICAO DE BIOCOMPOSTOS DE INTERESSE NAS BALAS DE GOMA

A tabela 5 apresenta as formulagdes das balas de goma e a quantificacdo dos

carotenoides na biomassa e extrato carotenogénico antes das formulagdes.

Tabela 5- Formulagao de bala de goma controle, com biomassa de P. rhodozyma integral,

biomassa de P. rhodozyma extraida com etanol e B-caroteno comercial

Concentracio de

Ingredientes Controle FB1 FB2 FB3 .
carotenoides
- caroteno:
. . 107,7+0,648 ng.g !
Biomassa seca integral (g) - 4 - -  Staxanting:
200,91+1,3 pg.g!
Biomassa seca extraida com 4 [- caroteno
etanol (g) i i T 62,56+0,357 pg.g’!
p-caroteno comercial (ng) - - - 26 26 ug
Gelatina (g) 20 20 20 20 -
Acido citrico (g) 2 2 2 2 -
Xilitol (g) 50 50 50 50 -
Agua (mL) 100 100 100 100 -
Esséncia (mL) 0,15 0,15 0,15 0,15 -

Nas 4g de biomassa seca de P. rhodozyma adicionada na FB1 foram determinados
107,7+0,648 pg.g! de carotenoides totais expresso em B-caroteno e 200,91+1,35 ug.g™ e em
astaxantina. No extrato etanolico oriundo de 4g de biomassa seca de P. rhodozyma adicionado
na FB2 foi quantificando os carotenoides totais expressos em [-caroteno de 62,56+0,357

ng.g . Na bala de goma com B-caroteno comercial foi adicionado 26 ug na FB3.
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3.5 PERFIL DE TEXTURA DAS BALAS FORMULADAS

O perfil de textura das balas formuladas e as comercias estdo descritas na tabela 6. No
parametro dureza a formulagdo FB1 nao teve diferenca significativa com a bala comercial, ja
quando se compara com bala controle esta 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 formulacdo de bala de goma e aumentou em aproximadamente 38% de dureza.
Esse fator foi atribuido ao aumento de matéria seca na formulagdo diminuindo o teor de agua,
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 nao
precisam de energia para desgrudar apds a primeira mordida, esse fator é esperado neste tipo
de bala. Qi et al. (2023) encontrou no estudo de balas de goma de roma armazenadas por 15
dias comportamento similar com adesividade em torno de -0 N.S™! a-0,83 N.S™! de 0 ao dia 15
de armazenamento, respectivamente.

Todas as amostras apresentaram coesividade semelhante evidenciando a composi¢ao
mais estruturada. Paternina et al. (2024) na avaliacao das balas com spirulina encontrou valores
similares ao presente estudo, comprovando assim que as balas de goma tém capacidade de
manter a estrutura apos compreensdo. Vojvodi¢ ef 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 prebioticos, relatando que a coesividade
esta correlacionada com resiliéncia e elasticidade de acordo com a estrutura estavel da bala de
goma. Com isso no presente estudo a resiliéncia das amostras FB2 e FB3 nao foram diferentes
estatisticamente e as duas possuiram resiliéncia superior que as outras, mas foram diferentes
quando comparadas as amostras FB1, controle e comercial. A FB1 apresentou diferen¢a da bala
comercial contudo ela foi igual a bala controle. Apesar das diferencas nos valores de resiliéncia
estes foram muito proximos oscilando de 0,3 a 0,5, o que indica que todas as formulagdes t€ém
estrutura firme e elastica, além de que os valores oscilaram em torno do encontrado na amostra
comercial. Autores como Pekdogan et al. (2024b) encontraram resiliéncia de 0,12 a 0,51 em
balas de goma com substituicdo do acucar por suco de frutas, que em algumas amostras

contribuiu para diminuir a resiliéncia, 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 extraida com etanol (FB2), com adi¢do de B-caroteno

comercial (FB3), Bala controle e Bala comercial com corante quimico

Parametros de Controle FB1 FB2 FB3 Comercial

textura

Dureza (N) 38,6145,623" 4421+5,17*  27,38+0,90> 29.85+1,78°  45,9+6,45°
Fraturabilidade - - - - -
Adesividade -0,01+0,00°  -0,00+0,00°  -0,01£0,00°  -0,00+0,00° —0,010,02°
(N.seg™)
Coesividade 0,90+£0,01*  0,85+0,04°  0,94+0,00°  0,76+0,24*  0,8+0,03°
Resiliéncia 0,41+0,01*  0,39+0,01>  0,47+0,01°  0,46+0,01*  0,3+0,01°
Elasticidade 1,0040,00°  0,94+0,01°  1,73+0,04°  1,90+0,02*  1,01+0,04°
(mm)
Mastigabilidade  38,41+£2,49* 33,84+2.54° 44.43+0,65® 4898+3,51*  352+481°
™)

Letras mintsculas diferentes indicam diferencas significativas (p < 0,05) das diferentes formulagdes pelo teste de
Tukey.

Para elasticidade a formulacao FB3 apresentou o maior valor, seguido de FB2 que teve
8,9% a menos com relacdo a FB3, ja a bala FB1 ndo apresentou diferenga 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 composi¢ao da
biomassa pode ter contribuido com a menor elasticidade da FB1 deixando-a mais parecida com
a que tem no mercado.

A mastigabilidade € outro fator importante no conceito das balas de gomas pois permite
medir a for¢a necessaria para mastigar at¢ o momento de deglutir. A FB1 e amostra comercial
ndo apresentaram diferenca significativa reiterando que representa um ponto positivo na
formulagdo das balas. As amostras FB2 e FB3 apresentaram valores maiores de
mastigabilidade, necessitando de maior forca de mastigacdo antes de deglutir a bala. FB2
apresentou um incremento de 14,7% em relacdo ao controle e 21,9% a comercial; ja a FB3
apresentou 24,6% a mais de mastigabilidade que o controle € 30,9% que a bala comercial.

Estes fatores podem ser variaveis de acordo com o processamento como o tempo de

refrigeracdo anterior a analise. A formulacdo que apresentou melhor desempenho quando
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comparada a uma amostra comercial foi a FB1 (com adi¢do de biomassa integral), sendo

promissora na substitui¢do do corante para bala comercial.

3.6 AVALIACAO DA COR DAS BALAS DE GOMA

A cor ¢ um parametro muito importante pois tem uma finalidade na publicidade, e na
decisdo de compra dos consumidores, influenciando nas emogdes fortes e atitudes de quem
consome, sendo a cor vermelho ¢ amarelo as mais influentes na decisdo de escolha do
consumidor (Zaiddi; Ismail, 2023). Como esta se avaliando a biomassa de P. rhodozyma como
futuro corante alimenticio esta analise ¢ de alta importancia, sendo inserido amostras comerciais
de balas de goma de gelatina com corante sintético e naturais, da cor amarela e vermelha (Figura
3).

O parametro L indica a luminosidade onde a amostra controle ¢ a de corante natural
amarelo (CNA) s3o as mais claras indicando uma translucidez. A FB1 e FB2 nao se diferiram
(43,1) mas apresentaram diferencas da FB3 com luminosidade de 50,8+0,05. Ao avaliar as
amostras comercias ¢ possivel perceber que na intensidade de cor a que chegou mais proxima
da industrial (CNA) foi a amostra FB3 com diferenga de 8,2%, ja as amostras FB1 ¢ FB2
ficaram mais proxima a amostra com corante quimico, com diferenca apenas de 7,3%. Ja
comparada ao corante natural vermelho (CNV) ocorreu uma diferenca de 21,5%, a amostra que
apresentou maior luminosidade foi a amostra controle indicando translucidez na superficie.
Paternina et al. (2024) no estudo com Spirulina encontrou no parametro L (19,23 a 17,29)
indicando maior opacidade nas amostras com adi¢do de biomassa, efeito contrario ao estudado
que mesmo com adi¢do de biomassa a intensidade de luminosidade foi maior.

Para a* que mostra a mudanca de cor de verde a vermelho, a amostra formulada no
estudo que apresentou maior tendéncia de tonalidade vermelha foi a FB1 com 20,59, valor que
quando comparado as comerciais foi proximo da tonalidade da amostra com corante quimico
(CQ) com 10,6% a menos e com a de CNV chegou a uma diferenca 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%. Ja FB3 teve 1,29 na
tonalidade vermelha, esta amostra contém apenas -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 adicao de microalgas Porphyridium cruentum apresentou valor de a* entre 2,09

a 5,73, inferior as formulagdes FB1 e FB2, mas com maior tonalidade vermelha que FB3.
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Figura 3- Parametros de cor L, a*, b* das formula¢des de bala de goma com biomassa
seca de P. rhodozyma, Biomassa seca de P. rhodozyma extraida com etanol, com adi¢do de

B-caroteno comercial, Bala controle e Bala comercial com corante quimico, e corantes

naturais.
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Letras mintsculas diferentes indicam diferengas significativas (p < 0,05) dos diferentes tratamentos pelo teste de
Tukey. FB1 ¢ bala de goma com adig@o de biomassa seca de P.rhodozyma integral, FB2 ¢ bala de goma com adigéo
de biomassa seca extraida com etanol de Prhodozyma, FB3 ¢é bala de goma com adi¢éo de -caroteno comercial,
CNV ¢ a bala comercial com corante natural vermelho, CNA ¢ a bala comercial com corante natural amarelo ¢ CQ

¢ a bala comercial com corante sintético de cor laranja

O parametro b* representa a mudanga de cor de azul para amarelo e nas amostras
estudadas a maior tonalidade de amarelo foi encontrado em FB3 com 17,23, valor similar a bala
controle em 13,2%, e diferente da comercial CQ em 35,5%. Quando comparado as amostras
percebe-se uma diferenca entre a FB1 e FB2 que chegaram a valores de 14,5 e¢ 10,2
respectivamente, estas tiveram diferenga com as balas comerciais e controle sendo que a menor
diferenca foi com controle de 26,8 e 48,5%, respectivamente. No estudo de Konar ez al. (2025)
as microalgas Dunaliella salina, e Chlorella vulgaris nas balas de gomas tiveram maiores
valores de b* oscilando entre 14,18 a 16,46, provavelmente devido aos carotenoides presentes

nas microalgas.
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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 ¢ a intensidade tem se os valores de croma e Angulo hue, estes
parametros associados aos parametros a*, b* e L sdo de grande importancia para definir o perfil
colorimétrico da amostra. O croma e Angulo Hue das amostras estdo representadas na figura 4
onde a tonalidade (angulo hue) da amostra FB1 possui um valor 35,08 deixando-a mais préxima
a tonalidade vermelha, ja que tonalidades avermelhadas ficam proximas de 0° (ou 360°). A FB2
apresenta um valor de 49,17 sendo este mais valor distante do vermelho e proximo do amarelo
(=90°) podendo indicar uma tonalidade mais alaranjada. A FB3 chegou a 85,71 valor préximo
a tonalidade amarela, inferior a amostra controle que alcangou 87,28, sendo estas duas amostras
proximas a 90°C caracterizadas pela maior tonalidade amarela.

Quando se compara as amostras comerciais percebe-se que a amostra mais semelhante
com a tonalidade da amostra CNV (20,45) ¢ a FBI1, j4 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 saturacdo (croma) a amostra FB1 apresentou maior saturagdo 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 saturagdo, e com a amostra CQ apresentou 28,6% a menos. A FB2, contudo,
foi diferente das saturagdes de todas as amostras, sendo que a CQ e CNA ficaram muito mais
distante, a satura¢do mais parecida desta formulagdo (FB2) com as comercias foi com a CNV
com 30,1% a menos.

Amostra FB3 apresentou saturagdo inferior de 9,33% com a amostra comercial CNV e
12,9% que a controle, e diferenca significativa das demais amostras comercias.
Paternina et al. (2024) percebeu uma diferenga na saturacdo quando adicionou a biomassa de
Spirulina com um valor de 11,50 alcangando uma diferenga de 46,7% da amostra controle. Este
valor de saturagao foi menor ao deste estudo contudo, representa que ao adicionar biomassa na

formulagdo ocorre um aumento da saturagdo da cor das balas de goma.
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Figura 4-Pardmetros de cor croma e Angulo hue das balas de goma com biomassa seca
de P. rhodozyma , Biomassa seca de P. rhodozyma extraida com etanol, com adigdo de

B-caroteno comercial, Bala controle e Bala comercial com corante quimico, e corantes

naturais.
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Letras minusculas diferentes indicam diferengas significativas (p < 0,05) nas diferentes formulagdes pelo teste de
Tukey. FB1 € bala de goma com adigfio de biomassa seca de P.rhodozyma integral, FB2 & bala de goma com

adicfio de biomassa seca extraida com etanol de P.rhodozyma, FB3 ¢ bala de goma com adi¢dio de P-caroteno

comercial, CNV ¢ a bala comercial com corante natural vermelho CNA ¢ a bala comercial com corante natural

amarelo e CQ ¢ a bala comercial com corante quimico

A figura 5 mostra os valores de AE que indicam quéo diferente visualmente uma amostra
se diferencia de outra. A formulagdo FB1 apresenta a maior diferenca obtida com a amostra
CNA com um valor de 69,79, e quando compara-se com as comerciais a menor diferenca foi
com a amostra CNV (40,25), indicando assim potencial de substituto de cor para balas

vermelhas comerciais. Quando se compara com as outras balas formuladas, € possivel perceber
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uma diferenga menor com a FB3 (20,95) e controle (25,16), ja a maior diferenga foi com a

FB2(45,15).

Figura 5- Parametros de cor AE das balas de goma com biomassa seca de P. rhodozyma (FB1),
Biomassa seca de P. rhodozyma extraida com etanol (FB2), com adi¢@o de B-caroteno comercial
(FB3), Bala controle (controle), Bala comercial com corante quimico laranja (CQ), Bala comercial

com corante natural amarelo (CNA) e Bala comercial com corante natural vermelho (CNV).
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A amostra FB2 a diferenc¢a maior foi com a bala comercial CNA com 33,42 e a menor
com a comercial CNV (12,53). Com as amostras formuladas tem-se uma diferenga de cor menor
com a amostra FB3 (12,69), com a amostra controle teve-se uma diferenga de 19,19 indicando
diferenga perceptivel. A amostra FB3 quando se compara as balas comerciais apresentou
diferenca da bala comercial CNA em 26,07 sendo a maior encontrada, mas que para CQ e CNV
a diferenca foi similar tendo 24,11 e 24,91, respectivamente. Com a amostra controle mostrou
uma leve diferenca com 7,5, indicando que a adi¢do de B-caroteno comercial ndo influenciou

na formulagéo base.
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Esses valores indicam que a amostra FB1, FB2 e FB3 possuem diferenca visualmente
notavel a amostra controle, apresentado na figura 6. Autores como Paternina ef al. (2024)
tiveram uma grande diferencga no valor controle e com adi¢do de Spirulina com 65,79 a 67,58

sendo diferentes a percep¢ao.

Figura 6 - Bala de goma controle (a), bala de goma com adi¢do de B-caroteno comercial (b),
bala de goma com adi¢@o de biomassa seca de P. rhodozyma extraida com etanol (c) e bala de

goma com biomassa seca integral de P. rhodozyma (d).

3.7 RECUPERACAO DE CAROTENOIDES PRESENTES NA DIFERENTES
FORMULACOES DAS BALAS DE GOMA.

A recuperacdo de carotenoides das balas de goma esta representada na Figura 7, onde
observa-se que quanto a concentrag@o de carotenoides totais expressos em [B- caroteno, todas as
amostras mostram diferenga significativa e os valores recuperados de FB1 foi de
0,41 +0,04 ug. g, FB2, 0,21 pg. g’ e na FB3 ndo houve nenhum valor recuperado. Quanto ao
teor de concentragdo expresso em astaxantina FB1 e FB2 ndo tiveram diferenca significativa
com 0,61 £ 0,096 png. g ' € 0,58 ug. g’!, respectivamente, ja para recuperagio de carotenoides
da FB3 nio foi efetiva. Esses valores encontrados sdo muito pequenos e associa-se a que a
gelatina pode ter atuado nos encapsulamentos desse biocompostos quando foi misturado,
formando a rede de géis, os carotenoides podem ficar ligados a esta estrutura tendo assim maior
estabilidade (Guedes ef al., 2021), dificultando a recuperagdo. Mesmo fazendo o processo de
pré-tratamento na extragdo dos biocompostos, a ligagdo forte dos carotenoides com a matriz
impossibilitou o branquear da bala de goma para recuperagao total dos carotenoides presentes.

E possivel observar que quanto mais puro o carotenoide foi adicionado na formulago a

recuperacgdo foi inferior, isso devido a influéncia de acidos graxos, proteinas, polissacarideos,
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amidos e polifendis no extrato ou na biomassa integral, diminui a eficiéncia de aprisionamento

(Liu et al., 2024).

Figura 7 - Concentragdo especifica de carotenoides totais nas balas de goma com biomassa
seca integral de P. rhodozyma (FB1), biomassa seca de P. rhodozyma extraida com etanol

(FB2) e com adig@o de B-caroteno comercial (FB3).
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Letras minusculas diferentes indicam diferencgas significativas (p < 0,05) para as trés formulagées apos andlise de
variancia seguida pelo teste de Tukey.

Konar et al. (2025) encontrou valores similares a presente investigacdo na formulagéo
de balas de goma com biomassa de microalgas encapsuladas, tendo valores de 0,02 a 1 pug. g
de carotenoides totais, associando esse efeito a fatores fisico-quimicos e ambientais do
processamento da bala de goma, que também pode ter sido outro fator de influéncia na baixa
concentragdo de carotenoides. Pintanela ef al. (2022) estudou a adig¢do de pitaya em balas de
goma, onde encontrou valores de 5,45 = 1,96mg em 100g de peso de bala recém produzida e
apos 60 dias, e encontraram 5,78 + 0,03mg de carotenoides totais, em 100g de peso de bala
umida sem ser seca, explicando que apds o armazenamento foi possivel extrair mais
carotenoides devido a liberagdo do composto da bala de goma apos a exposi¢do de calor,

corroborando assim que a rede na bala de goma pode aprisionar os carotenoides.
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3.8 COMPOSICAO CENTESIMAL DAS FORMULACOES DA BALA DE GOMA

A composi¢do centesimal em alimentos e suplementos ¢ necessaria pois garante
qualidade e o padrdo de identidade do alimento, auxiliando ao consumidor através do rétulo a
entender a composi¢do do produto (Molin et al., 2020). A avalicdo da composi¢ao centesimal
das balas produzidas apresenta um cendrio para avaliar as alteracdes que a adicdo de
P. rhodozyma, o extrato etanolico e o B -caroteno comercial proporciona na matriz alimentar.
Assim apresenta-se na tabela 6 a composicao centesimal das diferentes formulacdes obtidas.

Observa-se que a adi¢do de biomassa seca integral na bala de goma (FB1) aumentou em
47,3% o teor de lipideos a bala de goma e que nas formulagdes FB3 o aumento foi de 36,5% a
mais que a controle, ja a formulacdo FB2 nao teve diferenca estatistica no aumento de lipideo
da bala controle. Nas balas FB3 e FB2 pode ser atribuido esse fator aos carotenoides presentes
nas amostras. Na amostra FB1 o aumento de lipideos pode ser devido a biomassa conter 34,9%
de lipideos na biomassa, acrescentando assim com essa porcentagem na bala de goma.

A formulagdo FB1 apresentou um aumento em 23,7% de proteina quando comparada
ao controle, enquanto as formulacdes FB2 e FB3 ndo tiveram diferenga significativa com
controle; podendo relacionar também que a biomassa da levedura possui 23,3% de proteina
resultando no aumento o teor proteico na bala de goma, sendo interessante na suplementagdo
desta matriz alimentar.

Esse comportamento também ¢ 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 lipideo na
formulacao de 3% de polpa de fruta do acai e 1% de Spirulina e um aumento de 16,3% de
proteina na formulacao com 1% de polpa de fruta do acai e 3% de Spirulina.

O teor de cinzas nao houve diferenca significativa, comparando a amostra controle com
nenhuma formulagdo, sendo assim a adi¢cdo de biocompostos ndo alterou este parametro.
Valores de teor de cinzas proximos a este estudo foram encontrados por Meira ef al. (2024) em
balas de goma adicionada com probioticos e baixo teor de aglcar alcancando 0,3 e 0,4 %. Ja
Paternina et al. (2024) encontrou valores de cinzas entre 0,21 e 1,11 g. 100g™" quando adicionou
biomassa de Spirulina as balas de goma, estes valores estdo acima do encontrado no presente
estadio, 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 - Composi¢ao centesimal das balas de gomas com biomassa seca de P. rhodozyma,

Biomassa seca de P. rhodozyma extraida com etanol e com adi¢do de B-caroteno comercial.

Composi¢io do componente (% m.m™)

Componente
Controle FB1 FB2 FB3
Lipideos 1,6+0,1¢ 3,0+ 0,4° 2,2+0,1b° 2,540,3%
Proteinas 9,0+ 0,7° 11,8+0,7° 9,5+0,6" 9,1+0,6"
Cinzas 0,4+0,12 0,5+0,1? 0,4+ 0,1° 0,5+0,12
Carboidratos 31,6 30,5 34,4 33,7
Umidade 56,0 £ 0,3? 55,0+0,1° 54,1 +02¢ 54,24 0,2¢

Letras minusculas diferentes indicam diferengas significativas (p < 0,05) entre as diferentes formulagdes pelo teste
de Tukey, apds analise de varidncia (Anova) a 5% de significancia. FB1 ¢ bala de goma com adig@o de biomassa
seca de Prhodozyma integral, FB2 ¢ bala de goma com adi¢do de biomassa seca extraida com etanol de

P.rthodozyma, FB3 ¢ bala de goma com adi¢@o de B-caroteno comercial.

Para o teor de umidade, parametro importante para determinar a textura e vida util a
amostra controle foi significativamente superior as demais. A formulacdo FBI1 teve uma
reducdo de 1,8% de umidade em relagdo ao controle, j4 a amostra FB2 e FB3 apresentaram uma
umidade similar e com redugdo 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 45°C e cobertas com fécula de mandioca. Outros autores
que também conseguiram teores baixo de umidade como Rojas-Orduifia; Hernandez-Carrion e
Sanchez-Camargo (2024) formularam balas de goma enriquecidas com carotenoides da polpa
de café amarela, alcancando valores de umidade de 17,4 a 16,4%, sendo também um efeito da
secagem poés-producdo. Meira et al. (2024) produziram balas de goma enriquecidas com
probidticos encontrando de 42,6 e 38,5% de umidade, resultados proéximos ao presente estudo.
Assim, ¢ possivel encontrar umidade variada em fun¢do de modificagdes durante os processos
de secagem do produto ou otimizacao de formulagdes.

As balas de goma com adi¢do de biomassa de P. rhodozyma sdo alternativas viaveis na
suplementagao deste produto ja que a formulacao FB1 aumentou o teor proteico e lipidico da

bala de goma proporcionando um maior valor agregado ao produto.
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3.9 DETERMINACAO DE ACIDEZ TITULAVEL, pH E SOLIDOS TOTAIS

A determinacao de acidez, pH e sdlidos totais sdo parametros que ajudam a avaliar a
qualidade e estabilidade das balas de gomas. Os resultados do presente estudo estdo
representados na tabela 4. Quanto ao teor de acidez tem-se que as amostras nao apresentaram
variagdo significativa com a inclusdo de biocompostos, isso porque 0s mesmos nao possuem
matrizes acidificantes na composigao.

Autores como Meira et al. (2024) estudaram diferentes quantidades de xilitol (50 e 30
g) na formulacao de balas de goma, encontrando resultados similares ao presente estudo (1,3%
de 4cido citrico.100g™") com 50 g de xilitol, enquanto que 30g de xilitol proporcionou maior
acidez (1,6% de acido citrico.100g ). 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 4cido citrico tiveram 7,9% de 4cido citrico. 100g !,
contudo os autores relatam que o 4cido citrico atua como regulador de pH podendo degradar

alguns compostos da bala de goma mesmo melhorando a vida util do produto.

Tabela 8- Parametros fisico-quimicos das balas de goma com biomassa seca de
P rhodozyma, Biomassa seca de P. rhodozyma extraida com etanol e com adi¢do de

- caroteno comercial

Controle FB1 FB2 FB3
Acidez titulavel = 4. 050 410,080 1,4+ 0,047 1,520,11°
(% acido citrico)
pH 3,03+0,014 3,39+0,01* 3,06+0,01°¢ 3,23+0,01°
Solidos soluveis 49.4 52,6 49.9 48.7

totais (°Brix)
Letras minusculas diferentes indicam diferencas significativas (p < 0,05) pelo teste Tukey, apos analise de

variancia (Anova) a 5% de significancia. FB1 ¢ bala de goma com adig¢@o de biomassa seca de P.rhodozyma
integral, FB2 ¢ bala de goma com adi¢do de biomassa seca extraida com etanol de P.rhodozyma, FB3 ¢ bala de

goma com adi¢@o de B-caroteno comercial

Para o parametro pH neste estudo pequenas variagdes significativas foram verificadas
em todas as amostras. O maior pH medido foi na FB1, e o menor ¢ o da amostra controle, sendo
que todas as amostras foram diferentes estatisticamente, contudo as diferengas foram pequenas.
Vojvodic¢ 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
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encontrados no estudo, contudo o autor usa diferentes fontes de acticar que podem ter tido
influéncia na acidez da formulagdo. 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 estdo levemente
acima de algumas formulagdes como a bala controle, FB2 e FB3 e sao 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 aglicar. Assim, como a formulagdo deste estudo contém apenas xilitol
pode-se dizer que apresenta levemente acidez sem muito efeito do xilitol.

Os solidos soluveis totais da formulacdo FB1 foram superiores em 6,1% da amostra
controle sendo o maior valor obtido quando comparado as formulagdes FB2 ¢ FB3. Este fator
indica que o aumento da biomassa de P. rhodozyma integral aumentou o teor de solidos na
amostra, ja as formulagdes FB2 e FB3 ficaram préximas da amostra controle. Autores como
Rojas-Ordufia; Herndndez-Carridéne;Sdnchez-Camargo (2024) encontram 75,33°Brix nas balas
de gomas enriquecidas com carotenoides extraidos da polpa de café¢ amarela. estando acima do
estudo, Meira et al. (2024) por outro lado encontrou valores de so6lidos totais parecidos com a
do estudo estando a 47°Brix a da formulag@o com 50g de xilitol e 32°Brix a com 30g, e relaciona
que o uso de xilitol na formulagdo possibilita esse teor inferior de graus Brix em balas de goma,

estando assim coerente com o presente estudo.

4 CONCLUSAO

Assim, com a finalidade de avaliar o potencial da biomassa de Prhodozyma como
ingrediente de balas de goma a base de gelatina notou-se que A formulagao controle selecionada
foi a B, contendo 50g de xilitol, por apresentar perfil de textura semelhante ao produto
comercial. Entre as formulacdes testadas, a FB1 (com biomassa integral) foi a que mais se
aproximou da comercial em textura e cor. As formulacdes FB2 (com extrato etandlico) e FB3
(com B-caroteno comercial) exibiram menor dureza, diferenciando-se das comerciais. Na
avaliacdo da cor, a FB3 apresentou tonalidade amarelada compativel com balas comerciais de
corante natural amarelo. A recuperagao de carotenoides foi baixa devido ao aprisionamento do
pigmento pela matriz gelatinosa. Quanto aos parametros fisico-quimicos, a FB1 resultou em
aumento dos teores de proteina e lipideos da bala, podendo conferir a biomassa com potencial
para suplementacgdo deste produto.

Com isso a aplicacao da biomassa integral de P. rhodozyma € potencialmente viavel em
balas de goma, sendo uma fonte promissora para corante alimentar natural e suplementagdo

neste produto, agregando valor a esta matriz.
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5 CONCLUSAO GERAL

Assim os resultados obtidos do cultivo de P. rhodozyma em 144h com biomassa final
de 12,59 g-L* contendo 85,91 1,01 ug.g' (1081,67 pg,L ") de B-caroteno e 154,23 +2,606
ng.g! (1941,97 £34,810 pug.L") de astaxantina demonstrou grande potencial biotecnoldgico
quando cultivada em meio agroindustrial a base de melaco de soja. Além disso, o melaco de
soja mostrou-se um substrato sustentavel e eficiente, para produ¢do de 6leo microbiano com
uma recuperacdo de 34,9% de lipideos, encontrados na biomassa de P rhodozyma,
apresentando uma relacao de saturados/insaturados de 0,24 indicando que este oleo € rico em
insaturados, possibilitando uma alternativa saudavel e nutracéutica para setor das gorduras e
0leos. A biomassa cultivada em melago de soja também possui 23,3% de proteinas e 37,0% de
carboidratos agregando valor a este bioproduto.

A secagem por leito de jorro foi um método viavel de conservar a biomassa produzida
em biorreator, diminuindo o tempo de secagem para 3h, melhorando a recuperacdo de
carotenoides presentes na biomassa alcangando 67,0% a mais que a biomassa imida, além de
apresentar uma recuperagao superior ao método de liofilizagdo. 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 refrigeracdo a 4°C sem sofrer
grandes perdas por 90 dias e diminuindo 11,1% da cor vermelha, com um AE de 8,75, afirmando
de novo a sua posicao como método alternativo de secagem viavel a liofilizagao.

Na aplicagdo em balas de goma, as formulagdes com biomassa integral (FBI)
apresentaram maior recuperacdo de carotnoides (0,61 pg.g™' de astaxantina e 0,41 pg.g' de
- caroteno), coloracdo vermelha estavel e textura semelhante as balas comerciais, com
aumento nos teores de lipideos e proteinas na composicdo centesimal da bala de goma,
indicando assim um 6timo bioproduto para suplementacdo de matrizes alimentares carentes de
nutrientes. A biomassa extraida com etanol (FB2) apresentou teores levemente inferiores de
recuperagao de carotenoides (0,58 pg.g! de astaxantina e 0,21 pg.g™! B-caroteno,) a coloracao
foi inferior a tonalidade vermelha da formulacdo FB1 e a textura apresentou menor dureza que
as comerciais. Enquanto o B-caroteno comercial (FB3) ndo apresentou recuperacdo de
carotenoides totais, a textura ficou similar a formulagao FB2 ¢ a cor ficou na tonalidade amarela
caracteristica de B-caroteno.

Por tanto afirma-se que a biomassa seca integral de P. rhodozyma € uma fonte natural,
biotecnoldgica, sustentdvel, e funcional de carotenoides que podem substituir corantes

sintéticos e agregar valor nutricional e sensorial a produtos alimenticios.
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6 RESIDUOS GERADOS E DESTINO

Os residuos gerados durante o estudo serdo gerenciados de acordo com o Plano de

Gerenciamento de Residuos Quimicos e Perigosos (PGRQP) da Universidade Federal do Rio

Grande (FURG). Eles serdo identificados, armazenados em frascos ambar e devidamente

etiquetados, com medidas de segurancga para evitar riscos. Quando os frascos estiverem cheios,

os residuos serdao enviados para a Unidade de Armazenamento Temporario do EQA e recolhidos

quando a quantidade minima for atingida, conforme solicitagdo a Coordenacdo de Gestao

Ambiental (PROINFRA-FURG).

7

7.1

7.2

7.3

7.4

7.5

7.6

SUGESTAO PARA TRABALHOS FUTUROS

Avaliar por meio de planejamento experimental condigdes de cultivo em biorreator para
o melaco de soja visando o aumento de Astaxantina

Estudar diferentes temperaturas de secagem para encontrar a melhor condi¢ao de secagem
para esta levedura

Aumentar a concentragio de melago de soja para 150 g.L™! em biorreator de bancada e
ver a producao de biomassa, carotenoides e sua influéncia na recuperacao lipidica
Testar microcapsulas contendo extrato caroteno génico extraido com etanol em balas de
goma e compara-la com a biomassa.

Realizar analises sensoérias e de estabilidade das balas de goma com biomassa integral
para ver a aceitacdo do publico, assim como ver a manutencao do pigmento em alguns
meses

Experimentar a adi¢do de biomassa integral de P. rhodozyma em outras matrizes

alimentares.
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APENDICE 1- Curva padrio de biomassa utilizada para Phaffia rhodoozyma NRRL Y-17268
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