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RESUMO

Com a recente substituicdo dos pigmentos sintéticos pelos carotenéides naturais,
pesquisas tém sido desenvolvidas para viabilizar uma maior produgao destas substancias,
através de fontes bioldgicas alternativas. Neste trabalho foi estudada a producdo de
astaxantina por uma amostra de Mucor javanicus utilizando o meio definido Hesseltine e
Anderson (1957) modificado por Andrade (2000) e meios utilizando residuos de milho
(milhocina e quirera), em concentragcdes distintas (4%, 7% e 10%), pH 6,5, 120 rpm, 25°C.
Foram analisada também a influéncia do tempo de cultivo da amostra durante 48h, 72h e
96h, na presenca e auséncia de luz azul. Ao término do processo fermentativo, a astaxantina
foi extraida em solugdo de Hexano/metanol e analisada por espectroscopia UV- visivel (470
nm). Todos os parametros estudados nos experimentos foram combinados através de um
planejamento fatorial 3° e analisados no Software Statistica 5.0. No meio Hesseltine e
Anderson o melhor rendimento de astaxantina foi verificado no tempo de 96h (26,7 nug/g), na
auséncia de luz e quando se utilizou luz azul (37,7 ug/g), obteve-se um aumento de 41%. A
melhor condi¢do para a producdo da astaxantina com a milhocina deu-se na concentracao de
4%, 96h, com luz (55,8 pg/g), aumentando em quase 100%, quando comparada com as
culturas crescidas na auséncia de luz (28,0 pg/g). A quirera na concentragdo de 7%
apresentou melhor rendimento de astaxantina, no tempo de 96h, com luz (18,4 ng/g),
aumentando 37%, quando comparada com as culturas crescidas na auséncia de luz (13,4
ng/g). O melhor rendimento de astaxantina com milhocina e quirera deu-se na concentracéo
de 7%, 96h, com luz (33,8 pg/g), aumentando em quase 47%, quando comparada com as
culturas crescidas na auséncia de luz (22,9 ng/g). As concentracoes que mais favoreceram
ao aumento do rendimento da astaxantina foram: milhocina 4%, quirera 4% e milhocina com
quirera 7%, todos na presenca de luz azul, demonstrando que a luz azul interfere diretamente
na sintese de astaxantina. Bem como que os residuos utilizados possuem potencial para a
producdo de astaxantina. As anadlises no Statistica 5.0, demonstram a necessidade da
realizacdo de outros estudos para obtencédo da produtividade maxima de astaxantina por M.
Jjavanicus, nos meios alternativos.

Palavras-Chave: Astaxantina, Mucor javanicus, Residuos industriais, Residuos de milho,

Milhocina
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ABSTRACT

With the recent substitution of synthetic pigments for the natural carotenoids, research has
been effected in the direction to make possible the production of these substances through
alternative considered biological sources. In this work was studied the production of
astaxanthin for the sample of Mucor javanicus (CPU - 69), using the media definite
Hesseltine and Anderson (1957) modified by Andrade (2000) and using different corn waste
media (corn steep liqguor —CSL and “quirera”) in three different concentrations (4, 7 and
10%), pH 6,5, 120 rpm, 25°C. It was analyzed, also, the influence of the time of culture of the
sample (48h, 72h and 96 h) and the presence and absence of blue Light. To the ending of
the fermentative process, the astaxanthin, was extracted in solution of Hexano/methanol (1:
1, viv), centrifuged in 2000 rpm/10 minutes and analyzed by UV-visible spectrophotometry
(470 nm). All the parameters studied in the experiments had been combined through a
factorial design 3° and analyzed in Software Statistica 5,0. With Hesseltine and Anderson the
condition that more favored the increase of the income of the astaxanthin was with in the
time of 96h (26,7 pg/g) in the absence of light and with the presence of light (37,7 ng/g)
increase almost 41%. With CSL the best condition for the production of the astaxanthin was
with in the time of 96h (55,8 ug/g) in the absence of light and with the presence of light (28,0
ug/g) increase almost 100%. The “quirera” in the concentration of 7%, presented astaxanthin
income better, in the time of 96h, with light (18,4 ug/g) increase 37%, when compared with
the cultures growth in the absence of light (13,4 ng/g). The best income of astaxanthin with
CLS and “quirera” was in the concentration of 7%, 96h, with light (33,8 ug/g), increase almost
47% in when compared with the cultures growth in the absence of light (22,9 pg/g). The
concentrations that more favored the income of astaxanthin was: CSL 4%, “quirera” 7% and
CSL with “quirera” 7%, both in the presence of blue light, demonstrate the blue light
intervenes directly with the astaxanthin synthesis. Also, the wastes utilizes have been
potential for the astaxanthin production. The analyses in Statistica 5,0, demonstrate that
other studies are necessary for attainment of the maximum productivity of astaxanthin for M.
javanicus, in the wastes analyzed.

Key Words: Astaxanthin; Mucor javanicus; Industry waste; Corn waste; milhocina
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1.1 INTRODUGAO

O nome carotendide provém do fato desta substancia representar a maior parte dos
pigmentos em cenouras (Daucus carota), e sao, indubitavelmente, os mais difundidos e
importantes pigmentos que ocorrem na natureza, dos quais mais de 600 formas ja foram
descritas e caracterizadas a partir de bactérias, algas, fungos e plantas superiores, sendo
também responsaveis, na maioria das vezes, pelas cores atraentes das flores e frutos
(PFANDER, 1992; ZEB; MEHMOOD, 2004; UENOJO et al., 2007). Sdo pigmentos insoluveis
em agua e suas estruturas quimicas consistem em uma longa cadeia poliénica alifatica
formada pela condensacao de unidades de isopreno sendo, por isso, também chamados de
isoprendides (BRAMLEY; MACKENZIE, 1992 apud ARORA et al., 1992). Entre os pigmentos,
os carotendides representam o mais importante e difundido grupo de Em crustaceos, como
camarao e lagosta "in natura", o carotendide astaxantina existe complexado com proteina,
deixando o carotendide mais estavel, podendo estender para as cores azul, verde ou purpura.
Com tratamento térmico, por desnaturacdo da proteina é liberada a astaxantina e sua cor
vermelha se revela (RODRIGUEZ-AMAYA, 1993).

Carotendides sintéticos tém sido empregados ha muitos anos como corantes nas
varias categorias industriais, principalmente, na industria de alimentos e de medicamentos,
mas, a procura por fontes biolégicas alternativas tem sido preferida em relacdo aos
produzidos por tecnologias quimicas, devido a sua origem natural e a baixa absor¢dao dos
pigmentos sintéticos. Neste aspecto, merecem destaque, além dos diversos grupos de
pigmentos extraidos de plantas e crustaceos aqueles sintetizados por um vasto grupo de
microrganismos (KRINSKY, 1990; NELIS; DE LEENHER, 1991; FANG; CHENG, 1993).

A astaxantina é amplamente utilizada na aquicultura para conferir a coloragao
desejada em peixes, truta (Truta truta, Truta fario) e em especial no salmao (Salmo salar),
para este fim, tem sido utilizado Krill e carapagas de camarao, lagosta e outros crustaceos,
além de astaxantina sintética (FANG; CHENG, 1993; JOHNSON; AN, 1991; STOREBAKKEN,;
NO, 1992).

Entre os grupos de fungos produtores de carotenos, atencao especial tem sido dada
aos Zygomycetes, pertencente ao Filo Zygomycota do Reino Fungi (ALEXOPOULUS et al.,
1996). Dentro da referida classe, merecem destaque as espécies da ordem Mucorales,
representados por um grupo de seres saprobios, que utilizam matéria vegetal ou animal como
substrato. As espécies de Mucorales tém sido amplamente explorados em processos

biotecnolégicos em fungao de seu rapido crescimento, reunindo caracteristicas que despertam

UNICAP - BIBLIOTECA CENTRAL
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grande interesse em virtude de sua importancia na industria € na horticultura (PELCZAR,
1997).
Conforme reportado por Fontana et al., (2000), dentre os carotendides mais

intensamente oxigenados, que podem ser obtidos por via microbiana, destacam-se a
astaxantina (3,3°- dihidroxi - 4, 4’- diceto - B - caroteno), produzido industrialmente pela
levedura Phaffia rhodozyma (Xanthophyllomyces dendrorhous) e a cantaxantina (4-4’-diceto-
B- caroteno), pigmento presente nas plumas do flamingo (Phenicopterus ruber ruber) e no
"champignon" (Cantharellus cinnaharinus).

Meyer; Du Press (1993) apud Moriel (2005) descreveram que a astaxantina fungica &
produzida principalmente durante a fase exponencial, podendo também ser observada na fase
estacionaria, mas em peguena quantidade. Moriel (2004) apud Moriel (2005) descobriu que a
concentracao celular da astaxantina ndo varia apos o término da fase exponencial e que nao &
necessario se chegar a fase estacionaria para se obter a maxima concentracdo de
astaxantina. A utilizacdo de processos fermentativos em batelada para a produgao de
astaxantina pela levedura Phaffia rhodozyma pode ser importante no aumento da biomassa e
conseqguentemente, de astaxantina (MORIEL et al., 2005). A milhocina (CSL = Corn Steep
Liquor) € um subproduto do processamento do milho, contendo 40% de sélidos totais e
correspondendo a agua de lavagem e embebicdo dos graos, quando do fracionamento em
amido, germe e 6leo (FONTANA et al., 2000).

Neste trabalho, os fatores importantes para o crescimento do microrganismo e
producdo de pigmentos, tais como, composigdo e concentragcdo dos substratos, tempo de
cultivo e a presencga de luz azul, foram alterados e combinados de acordo com planejamento
fatorial completo para pesquisar a condigdo 6tima de produgado do carotendide astaxantina a

partir da espécie do fungo filamentoso Mucor javanicus.
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1.2 OBJETIVOS

1.2.1 Objetivo Geral

» Investigar a producdo de astaxantina a partir do Mucor javanicus (UCP 69), através da

formulacao de meio de cultura de baixo custo.

1.2.2 Objetivos Especificos

» Identificar meios de cultura alternativos que propiciem uma boa produtividade de
astaxantina;

» Estudar os parametros cinéticos da producado de astaxantina em escala laboratorial;

» Quantificar a astaxantina produzida;

» Analisar a producao de astaxantina através de modelos matematicos.
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1.3 REVISAO DA LITERATURA

1.3.1 Carotenoides

1.3.1.1 Estrutura e nomenclatura

Os carotendides sao notaveis pela sua larga distribuicado, diversidade estrutural e varias
funcgdes, principalmente por conferirem cores amarela, laranja, vermelha ou roxa a algumas
plantas ou animais e sao, indubitavelmente, os mais difundidos e importantes pigmentos em
organismos vivos (ZEB; MEHMOOD, 2004). Cerca de 600 carotendides foram isolados de
fontes naturais (PFANDER, 1992; ASTORG, 1997 apud FUENTE et al., 2006; ONG; TEE, 1992
apud ZEB; MEHMOOQOD, 2004).

As moléculas dos carotendides sdo polienos isoprendides (C4oHss), constituidos por oito
Cs-isoprenos unidos, possuindo um esqueleto central com 22 atomos de carbono e 2 caudas
com 9 carbonos cada um, resultando numa molécula simétrica (RODRIGUEZ-AMAYA;
KIMURA, 2004; FUENTE et al., 2006)

Os carotendides pertencem as duas classes principais:

i) carotenos: hidrocarbonetos ciclicos ou aciclicos (B-caroteno e licopeno);

i) xantofilas: carotenos oxigenados, com os grupos funcionais —OH e =0; substituintes
comuns do oxigénio com grupos hidroxil (como em f- criptoxantina), ceto (como em
cantaxantina), epoxi (como em violaxantina) e aldeido (como em B-citraurina).

Carotenoides podem ser também aciclicos (ex. licopeno), monociclicos (ex. y-caroteno)
ou diciclico (ex. a— e B- caroteno). Em carotendéides naturais existem primeiramente a forma
all-trans (ou all-E), mas em pequenas quantidades de cis (ou Z), podem ocorrer.
(RODRIGUEZ-AMAYA, 2001; FUENTE et al., 2006).

Os carotendides possuem uma nomenclatura semi-sistematica, no entanto, para facilitar
sao utilizados seus nomes triviais demonstrados na Tabela 1.

Na Figura 1 estdo descritos alguns carotendides aciclicos, dos quais, o licopeno é o
mais comum. O licopeno é frequentemente encontrado em frutas e vegetais, tais como mamao
e tomate (RODRIGUEZ-AMAYA, 2001).
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A ciclizagao dos carotendides (Figura 2) ocorre somente nas extremidades das cadeias
carbénicas. O biciclico B-caroteno € o mais freqiientemente encontrado dentre todos dessa
classe de compostos, em alimentos como cenouras € mangas, seja em maior ou menor
quantidade (RODRIGUEZ-AMAYA, 2001).

O sistema de duplas ligagdes conjugadas serve como cromoforo, ou seja, confere a
habilidade de absorver luz na regido do visivel. Sdo necessarias, aproximadamente, sete
ligagdes duplas conjugadas para que o carotendide apresente coloragdo. Esse sistema
também confere a estes pigmentos alta reatividade quimica, podendo ser facilmente
isomerizados e oxidados (RODRIGUEZ-AMAYA; KIMURA, 2004). Devido a alta taxa de
insaturacao, fatores como calor, luz e acidos ocasionam isomerizagao dos carotendides trans,
qgue é a forma mais estavel na natureza, para a forma cis, promovendo ligeira perda na cor e
na atividade pro-vitaminica. Sdo também susceptiveis as oxidagdes enzimaticas ou nao
enzimaticas, dependendo da estrutura do carotendide, disponibilidade de oxigénio, presenca
de enzimas, metais, prooxidantes e antioxidantes, alta temperatura e exposicdo a luz
(MALDONADE, 2003).
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Tabela 1. Nomenclatura comercial e semi-sistematica de carotendides comuns.

Nome trivial

Nome sistematico

Aleuraxantina
Astaxantina
Cantaxantina
o—Caroteno
B—Caroteno
y-Caroteno

¢ -Caroteno

d -Caroteno
B—Criptoxantina
3,4-Didesidrolicopeno
Equinenona
Licopeno

Licoperseno

Neurosporaxantina
Neurosporeno

Filipsiaxantina

Fenicoxantina
Fitoeno
Fitoflueno
Plectianaxantina
Rodoxantina

Rubixantina

7,8,11,12-Tetrahidrolicopeno

Torularodina
Toruleno
o-Zeacaroteno
B-Zeacaroteno

Zeaxantina

1°, 16"-Didesidro-1", 2°-dihidro-B, ¢ - caroten- 21- ol
3,3~ dihidroxi — 4,4 - diceto - B—caroteno

4.4’- Diceto - B—caroteno

B, e—Caroteno

B, p—Caroteno

B, ¢ —Caroteno

e, ¢ —Caroteno

7,8,7°, 8’— Tetrahidro- B, B -caroteno

3 —Hidroxi, B, B —caroteno

3,4-Didesidro-¢, ¢ —caroteno

B, p—Caroten-4-ona

¢ , ¢ —Caroteno

7,8,11,12,157°, 8, 11, 12°, 15- Decahidro-
o, @ —caroteno

Acido 4'- Apo-p - caroten- 4°- 6ico

7,8-Dihidro- ¢ , ¢ —caroteno

1,1°-Dihidroxi-3,4,3",4 "-tetradesidro-1,2,1",2"-tetrahidro-
¢ , ¢ -caroteno-2,2’-diona

3-hidroxi- B, p—Caroten-4,4"- diona
7.8,11,12,15,7°,8°,11°,12 - Octahidro - ¢ , ¢ —Caroteno
7.8,11,12,7°,8 - hexahidro - ¢ , ¢ —Caroteno

3’,4’- Didesidro-1°,2’-dihidro - B, ¢ —Caroteno-1",2"-diol
4’ 5'- Didesidro — 4,5"- retro- 8, B—Caroteno-3,3 -diona
B, ¢ —Caroten-3-ol

7.8,11,12-Tetrahidro- ¢ , ¢ —Caroteno

Acido 3’,4"-Didesidro- B, ¢ —caroten-16"-6ico

3’, 4’-Didesidro- B, ¢ —caroteno

7°, 8’-Dihidro- € , ¢ —Caroteno

7°, 8’-Dihidro- B , ¢ —Caroteno

B,B —Caroteno-3,3"-diol

Fonte: Rodriguez-Amaya (2001).
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Figural. Estrutura de carotendides aciclicos
(RODRIGUEZ-AMAYA, 2001)
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1.3.1.2 Fontes, propriedades e fungdes biolégicas dos carotenodides

Os carotendides possuem muitas variedades na distribuicdo da natureza, estrutura e
fungbes. As fungdes primarias dos carotendides em organismos fotossintetizantes sdo a de
assessorar a captacdo de pigmentos. Diversas plantas podem biossintetizar alguns
carotenodides, onde, frequentemente as cores brilhantes dos carotenéides sdo encobertas pelos
pigmentos clorofilicos, como por exemplo, em vegetais e folhas verdes (ZEB; MEHMOOD,
2004). Em um grande numero de plantas maduras a clorofila presente decresce deixando os
carotendides responsaveis pela beleza das cores de muitos frutos (abacaxi, laranjas, uvas,
morangos, tomates, entre outros) e muitas flores (Eschscholtzia, Narcissus) (MANGELS et al.,
1993 apud ZEB; MEHMOOD, 2004).

Os animais sao incapazes de realizar sua biossintese, limitando-se apenas, a partir da
dieta, nos tecidos, sem modificagdo ou ligeiramente modificada por reagbes de oxidacao,
produzindo assim carotendides tipicos de animais, tais como cantaxantina, equinenona,
tunanxantina e astaxantina, representados na Figura 3. Alguns dos animais que possuem estes
carotenos sdo os passaros, como o flamingo e o canario, certos insetos e animais marinhos
(GOODWIN; JAMIKORN, 1954 apud MALDONADE, 2003; MANGELS et al., 1993 apud ZEB;
MEHMOOD, 2004).

A cor dos salmonideos € um importante critério de qualidade. A tipica cor vermelha
rosada dos musculos dos salmonideos se deve a astaxantina, carotendide nao sintetizado pelos
peixes, adquirido a partir da dieta, principalmente a base de crustaceos e zooplanctons.
(CHOUBERT, et al., 2006).

A astaxantina & o carotendide principal em zooplanctons, segundo van der Meeren
(2001) apud Moren et al.,2002. A tunaxantina & o carotendide mais encontrado em peixes (DI
MASCIO et al., 1989, RODRIGUEZ-AMAYA, 2001).

Ronestad et al., (1998) apud Moren et al., (2002), reportaram muitas diferencas entre a
composicdo dos carotendides em Artemias e zooplactons. Os zooplanctons contém muita

astaxantina e luteina enquanto que as Artemias contém criptoxantina e cantaxantina.
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Figura 3. Estrutura de carotendides tipicos de

células animais (RODRIGUEZ-AMAYA, 2001)
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Em seres humanos, os carotendides possuem importantes funcbes, Estao entre os
mais importantes e eficientes combatentes dos radicais livres, fortalecimento do sistema
imunolégico e diminuigao do risco as doengas degenerativas como canceres, cardiovasculares,
degeneragdo macular e formagédo de cataratas, prevenindo diversas doencas crbnicas nos
homens (JOHNSON; SCHROEDER, 1995; RODRIGUEZ-AMAYA, 2001; RODRIGUEZ-
AMAYA; KIMURA, 2004).

A funcao bioldgica mais pesquisada e conhecida em seu papel nutricional € o de
atividade precursora de vitamina A, que possui muitas funcdes aos sistemas vitais e €
fornecida através da dieta como pré-vitamina A, proveniente de alimentos de origem animal
(figado, ovos, peixes, leites e carmnes) ou como carotenéides que podem ser biologicamente
transformados em vitamina A, como o B-caroteno, B- criptoxantina, criptoxantina, luteina,
astaxantina (em alguns peixes), zeaxantina, geralmente provenientes de alimentos vegetais.
Estima-se que 60% da vitamina A da dieta provenha da pré-vitamina A (GROSS; BUDOWSKI,
1966 apud MOREN et al., 2002; SIMPSON et al., 1971 apud ANDRADE, 2003). A deficiéncia
desta vitamina € a maior causa de mortes pré-maturas em nagdes em desenvolvimento,
particularmente entre criangcas (BRITTON et al., 1992; apud ZEB-MEHMOOD, 2004; PATTON
et al 1990; IBRAHIM et al., 1991 apud ZEB; MEHMOOD, 2004; MOREN et al., 2002).

Estes efeitos benéficos a saide sao independentes da atividade pré-vitaminica A e tém
sido relacionados as propriedades antioxidantes dos carotendides na desativacao de radicais
livres e a sua capacidade de retirar o oxigénio livre, ligado a um sistema de ligacées duplas
conjugadas, sendo que a maxima protecao descrita € obtida quando se utilizam carotendides
com nove ou mais dessas ligagdes duplas (MORTENSEN et al., 1997, 2001). O licopeno,
carotenodide aciclico, foi observado como mais efetivo que o B-caroteno, biciclico (DI MASCIO
et al., 1989; WOODALL et al., 1997; GUTERIDGE; HALIWELL, 2000).

Um exemplo notavel € a capacidade 250 vezes superior da astaxantina em combater
radicais livres (espécies ativas de oxigénio) quando comparado com o a-tocoferol (FONTANA
et al 2000; NAGUIB et al., 2000). A ocorréncia de radicais livres refere-se ao oxigénio livre
('0,) e as ditas espécies reativas do oxigénio ou ERO(s) (Figura 4).

D0y = r—=H0.—=0O —=11,0

Oxigénio Superéxido Agua Radical
singleto oxigenada hidroxil

Figura 4. Espécies reativas de oxigénio (FONTANA et al., 2000).
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Estes ERO(s) sdo gerados no percurso normal do metabolismo do oxigénio, mas
podem ser intensificados ap6s a exposicdo a xenobidticos (ex.: pesticidas). Como efetores
maléficos clivam o DNA, peroxidam lipidios insaturados, alteram a atividade enzimatica e
despolimerizam alguns polissacarideos. O efeito provocado € o envelhecimento e
consequentemente, a morte celular. Diversos compostos naturais ricos em ligagées duplas
conjugadas atuam, por seu efeito antioxidante, na destruicdo destes radicais livres, sendo
exatamente o efeito mais benéfico que os carotendides proporcionam na dieta ou de
formulagées medicamentosas, desempenhando assim no organismo humano ou no animal,
em geral, a liberagado e a extingao de diversos radicais livres (FONTANA et al., 2000).

1.3.1.3 Biossintese

Os carotendides sdo sintetizados somente pelas plantas e microrganismos e sua
biossintese em plantas tem sido estudada ha mais de 50 anos. A primeira etapa da biossintese
do carotendide envolve a formagdo de geranil-geranil pirofosfato e na sua conversdao em
fitoeno (7,8,11,12,7 ,8',11,12 -octahidro — y, y-caroteno), através da agdo da enzima fitoeno
sintetase. Esse primeiro caroteno ndo apresenta coloragdo, contudo, através de uma série de
desidrogenagdes, outros carotenos sdo formados. Em Phycomyces, 4 desidrogenagdes
resultam na formacgéao do licopeno (g, y-caroteno), que é o pigmento caracteristico do tomate.
A formagao de anéis B nas extremidades da estrutura ocasiona a formagao do B-caroteno,
pigmento caracteristico da cenoura (ZEB; MEHMOOD, 2004).

A biossintese de astaxantina por Xanthophyllomyces dendrorhous (Phaffia rhodozyma)
pode ocorrer de duas maneiras. Em ambas as vias ocorre oxidagdo do carbono 4 em um dos
anéis do B-caroteno ou no anel do toruleno (3, 4 - didehidro- B- y — caroteno), introduzindo um
grupo ceto. Antes de ocorrer a oxidagdo do segundo C-4 do outro anel do B-caroteno para
formar outro grupo ceto, ocorre a hidroxilagdo do C-3 no mesmo anel, permitindo a formagao
dos intermediarios 3- OH-equinenona (f,B -caroteno-4-ona) e 3- OH- 3°, 4’- didehidro - — y-
caroteno -4-ona (HDCO), do B -caroteno e toruleno, respectivamente. O intermediario 3- OH-
equinenona sofre oxidagao, seguida de hidroxilagao do anel B° , formando a frans astaxantina.
Na outra via alternativa, o HDCO também sofre oxidagdo, seguida de hidroxilagdo no anel 8,
formando a cis astaxantina. Em contraste aos Haematococcus pluvialis e Agrobacterium
aurautiacum, nem a cantaxantina (B,p -caroteno, 4, 4’-diona) nem a zeaxantina foram

encontrados em X. dendrorhous, nos meios de cultivos estudados (ANDREWS et al., 1976;
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JOHNSON, et al., 1980 apud MALDONADE, 2003). Trabalhos recentes em relacdo a
biossintese envolvem a manipulagdo genética de microrganismos (MISAWA et al., 1990;
MISAWA et al., 1995).

A figura 5 apresenta um diagrama proposto para a biossintese de carotendides
(MARGALITH, 1999). A biossintese até fitoeno pode ser dividida em trés etapas: a) a formacao
de isopentenil pirofosfato (IPP), b) conversado de IPP para geranil pirofosfato (GGPP), e ¢) a
condensacao de duas moléculas de GGPP para formar fitoeno, o qual € o precursor da maioria
dos carotendides (BRAMLEY, 1993).

ACIDO MEVALONICO (MVA)

!

ACIDO MEVALONICO FOSFATO(MVAP)

|

ACIDO MEVALONICO PIROFOSFATO (MVAPP)

l PIGMENTOS
> ISOPENTENIL PIROFOSFATO (IPP) CAROTENOIDES

Nﬁ isomerase 4

DIMETILALIL PIROFOSFATO (DMAP)

Desidrogenag¢ées
A eciclizagoes
v

GGPP Sintetase GERANIL PIROFOSFATO (GPP)
14— IPP

FITOENO
FARNESIL PIROFOSFATO (PPP)

GGPP
14—— IPP

= GERANIL GERANIL PIROFOSFATO (GGPP)— PREFITOENO PIROFOSFATO

Figura 5. Diagrama geral da via biossintese de carotenéides (MARGALITH, 1999)




Barbosa da Silveira, A. A. Produgdo de astaxantina por mucor javanicus (UCP 69), 27
utilizando meio definido e residuo industrial (milhocina e quirera de milho)

1.3.1.4 Astaxantina

A astaxantina € o carotendide de maior valor econémico e tem tido consideravel
sucesso comercial, principalmente como colorante de salmao e truta na aquicultura (LORENZ,
CYSEWSKI, 2000 apud LABABPOUR, 2003).

A astaxantina (3,3 - dihidroxi -4,4 -diceto- B— caroteno) € um pigmento cetocarotenéide
vermelho que teve seu interesse aumentado nos ultimos anos, na industria de cosmético e de
alimento, como um colorante para a criagdo de peixes e aves domésticas E um forte agente
colorante e possui propriedades antioxidantes cerca de 10 vezes maior que outros
carotendides, como zeaxantina, luteina, cantaxantina e pB-caroteno e 500 vezes maior que o-
tocoferol. Dentre as propriedades benéficas da astaxantina destaca-se a acao curativa para
muitos problemas de saude e por sequestrar o oxigénio singleto; reducado significativa de
riscos de infarto; imunomodulador na industria farmacéutica; fonte de vitaminas para a
industria de aves domésticas; conservante natural;, aditivo e antioxidante na industria de
alimentos e precursor de vitamina A, em certas espécies de peixes. Possui potencial curativo
para muitos problemas de saude, como na prevencdo do cancer (JOHNSON; AN, 1991,
LORENZ; CYSEWSKI, 2000 apud LABABPOUR, 2003; GUERIN et al., 2003 apud SUTH et
al., 2006; KIM, et al., 2006; GROSS; LOCKWOOD, 2004).

A astaxantina € ubiqua na natureza, especialmente em ambientes marinhos, sendo
responsavel pela cor vermelho rosada dos musculos de salmao, truta arco-iris (Oncorhynchus
mykiss), alguns crustaceos como o camardo, lagosta, lagostim e caranguejos. Por esses
animais serem inabeis de sintetizar astaxantina “de novo”, os pigmentos carotendides sao
suplementados na dieta. Em camardo e lagosta “in natura”, a astaxantina existe complexada
com proteina. Essa complexacdo permite uma maior estabilidade, permitindo assim a
presenca de coloragdao azul, verde ou purpura. Com tratamento térmico, ocorre a
desnaturagao da proteina, que libera a astaxantina, com uma cor vermelha. Haematococcus
pluvialis € considerado o mais promissor produtor de astaxantina (RODRIGUEZ-AMAYA,
2001; CHOUBERT, et al., 2005; Kim, Z. et al., 2006).

A astaxantina pode ser extraida de fontes naturais ou sintetizada quimicamente, no
entanto, a sintese quimica é conhecida por conter carotendides desnaturados que néo sao tao
eficientes como os produzidos naturalmente (GONG; CHEN, 1998 apud ANDRADE, 2003;
JOHNSON; AN; 1991). Consequentemente, houve um aumento do interesse na producéo de
astaxantina, principalmente por via biotecnolégica, através de microrganismos como algumas
leveduras e microalgas, sendo Haematococcus pluvialis considerada a mais promissora
(CHOUBERT et al., 2005; KIM et al., 2006; KAEWPINTONG, et al., 2006).
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A produtividade e rendimento da astaxantina também pode ser melhorada através da
otimizacdo da concentragdo de acetato, salinidade e idade da cultura adequados, porém a
construgdo de um modelo experimental contendo estes termos, € muito complexa (SARADA et
al., 2002).

1.3.2 Organismos produtores de carotenodides

Apesar de existirem muitos microrganismos produtores de carotendides, apenas alguns
sao biotecnologicamente interessantes, destacando-se a producao de beta-caroteno pelo fungo
Blakeslea trispora, microalga marinha Dunaliella, microalga de agua doce Haematococcus sp. e
pela levedura Xanthophyllomyces dendrorhous. Contundo com Blakeslea trispora, a producao
de caroteno pode ser estimulada para usos em aplicacdes comerciais lucrativas, sendo a
maioria desses microrganismos utilizados como sistema de modelo de estudo favoravel para a
fotorregulagdo, biossintese e a influéncia de modificagbes genéticas nos microrganismos.
(TADA; SHIROISH, 1982; LAMPILA et al., 1985; JOHNSON; SCHROEDER, 1995). Na tabela 2,
estao descritos alguns carotendides produzidos por microrganismos.

Dentre as bactérias, apenas as halobactérias e arqueobactérias sdo conhecidas por
produzirem carotendides, ressaltando-se a cor vermelha brilhante das células em suspensao
das halobactérias (ex. Halobacterium e outras espécies halotolerantes de arqueobactérias), se
deve aos carotendides (JOHNSON; SCHOROEDER, 1995).

Muitos microrganismos ndo fotossintetizantes produzem tragos de pigmentos
carotendides quando crescidos no escuro. Mas, uma breve exposi¢cdo a luz, resulta em uma
sintese substancial de carotendides (TADA; SHIROISH, 1982).

A alga verde Haematococcus pluvialis € uma fonte biolégica em potencial para a
producao de astaxantina (JOHNSON; AN, 1991).
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Tabela 2 Microrganismos produtores de carotendides
Organismos Espécies Carotendides principais
Anabaena variabilis Cantaxantina
Cianobactérias | Aphanizomenon flos-aquae Cantaxantina
Nostoc commune Cantaxantina
Chlorela pyrenoidosa Luteina ((3R,3'R,6'R)-B,e-caroten-3,3"-
diol)
Algas verdes | Dictycoccus cinnabarinus Cantaxantina

Astaxantina

Luteina

Fungos
filamentosos e

leveduras

Blakeslea trispora
Dacrymyces deliquescens
Phaffia rhodozyma
Rhodotorula sp.

Rhodosporidium sp.

Rhodotorula glutinis

-caroteno e licopeno
Luteina

Astaxantina

Toruleno e B-caroteno

Toruleno e B-caroteno

Toruleno e torularrodina (3',4°-

didehidro-B,¢-caroten-16"-6ico)

Bactérias

Brevibacterium sp.
Deinococcus sp.
Flavobacterium sp.
Mycobacterium brevicaie
Mycobacterium lacticola
Mycobacterium phlei
Mycobacterium smegmatis

Pseudomonas sp.

Rhodococcus maris

Streptomyces chrestomyceticus

Cantaxantina e astaxantina

Derivados 4-ceto do y- caroteno
Zeaxantina e 3-caroteno

Cantaxantina

Astaxantina

Xantofilas e B-caroteno

Derivados 4-ceto do y- caroteno
Rodoxantina (4°,5- didehidro-4,5"-
retro-B,B-caroten-3,3'-diona)
Cantaxantina

Xantofilas

Fonte: Johson; Schoroeder (1995) (Adaptado).
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1.3.2.1 Carotenoides produzidos por fungos

O Reino Fungi, baseado em caracteristicas morfolégicas e produtivas inclui,
atualmente, quatro filos (Chytridiomycota, Zygomycota, Ascomycota e Basidiomycota). A fase
vegetativa se apresenta como duas unidades morfolégicas basicas, a leveduriforme e
filamentosa. As células unicas, delimitadas e pequenas, sdo denominadas leveduriforme ao
contrario das hifas que sao células extremamente polarizadas, na forma de tubos, que se
estendem, continuamente, em suas extremidades e seu conjunto € denominado de micélio.
Algumas espécies, tais como as do género Mucor, apresentam a capacidade de alternar entre
a fase micelial e leveduriforme, fendmeno denominado de dimorfismo. Tais alteragées podem
ser causadas por variagdes na composicdo dos nutrientes, temperatura e/ou aeracao
(GRIFFIN, 1994 apud LOGUERCIO-LEITE et al.,, 2006; SIEVERS et al, 1999 apud
LOGUERCIO-LEITE et al., 2006; LOGUERCIO-LEITE et al., 2006).

A grande capacidade que as leveduras possuem de crescer em varios substratos
como residuos de alfafa (OKAGBUE; LEWIS, 1984 apud MALDONADE 2003), melaco
(HAARD, 1988 apud MALDONADE, 2003), pasta de leveduras e hidrolisados protéicos, torna-
as microrganismos promissores para a producao de carotendides. Porém, as leveduras
utilizadas atualmente nas industrias, tais como Saccharomyces cerevisiae, Kluyveromyces e
Candida utilis, nao produzem carotendides.

A descoberta da Phaffia em meados da década de 60 e a elucidagdo das estruturas
quimicas dos pigmentos fez com que o interesse em produzir carotendides por leveduras
aumentasse. As principais leveduras estudadas para a producdo de carotendides sao
Xanthophyllomyces dendrorhous e Rhodotorula sp., que se destacam pela alta concentragdo
de astaxantina e toruleno, respectivamente. Recentemente, devido as modemas técnicas de
biologia molecular, Phaffia rhodozyma foi reclassificada e renomeada como
Xanthophyllomyces dendrorhous (MALDONADE, 2003).

A concentracao total de carotendides das linhagens selvagens de leveduras do género
Rhodotorula, em geral, varia de 10 a 100 pg/g de biomassa seca, sendo o toruleno, a
torularrodina e o B - caroteno os principais carotendides deste género, dependendo das
condigdes de cultivo. Devido a um alto crescimento celular em curto tempo, as linhagens de
Rhodotorula sdo uma boa altemativa como fonte de proteina, na preparagdo de ragdo para
aves e peixes (PERRIER et al., 1995 apud MALDONADE, 2003).

Entre os grupos de fungos produtores de carotenos, atengdo especial tem sido dada
aos Zygomycetes, Classe pertencente ao Filo Zygomycota (ALEXOPOULUS et al., 1996).
Dentro da referida classe, merecem destaque os Mucorales, representados por um grupo de
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seres saprobios que utilizam matéria vegetal ou animal como substrato.

Os Mucorales tém sido exaustivamente explorados em processos biotecnolégicos em
funcéo de seu rapido crescimento, reunindo organismos que despertam grandes interesses em
virtude de sua importancia na industria e na horticultura (PELCZAR, 1996).

Devido a morfologia, as levedura sdo preferidas na fermentacdo industrial porque
permite o crescimento em culturas submersas. A quantidade de biomassa produzida € grande
e as células sao facilmente separadas do meio de cultura; além disso, as leveduras crescem a
30°C; Técnicas classicas sdao bem estabelecidas em Blakeslea trispora e Phycomyces
blakesleeanus, no entanto, € dificil aplicar técnicas moleculares para esses fungos, por causa
da falta de um sistema de transformacao eficiente e habilidade de expressar genes exégenos,
tornam o Mucor circinelloides mais receptivo para técnicas moleculares em comparagéo com
outros Zygomycetes tradicionalmente utilizados (FRASER et al., 1996 apud ANDRADE, 2003)

Pesquisas realizadas com mutantes de Mucor circinelloides constataram que o
aparecimento de carotenodides ocorre na fase estacionaria e com uma produgdo maxima
depois de 3 dias em culturas tipicas de Mucor circinelloides, mas em 4 dias em espécies
deficientes em carotendides. Com esse perfil de acumulagdo de carotendides, os autores
concluiram que os carotendides sdao metabdlitos secundarios em Mucor circinelloides
(FRASER et al., 1996 apud ANDRADE, 2003).

Recentemente, Andrade (2003) descreveu o processo de otimizagao da astaxantina
pelo fungo Mucor Javanicus, avaliando a influéncia de fatores fisicos, como a temperatura e
quimicos como o tipo de fonte de carbono, através de planejamento fracionario completo.

1.3.2.2 Efeito da temperatura e pH na producgao de carotendides

A temperatura e pH exercem grande influéncia no crescimento microbiano, metabolismo
e na viabilidade celular. As concentragées enzimaticas de p—caroteno sintetase e toruleno
sintetase sao afetadas pela temperatura (HAYMAN et al., 1974 apud MALDONADE, 2003). De
acordo com Goodwin (1980) apud Maldonade (2003), linhagens de Rhodotorula sp. podem ser
cultivadas em meios fermentativos na faixa de temperatura variando de 5 a 26°C.

A concentracao relativa de cada pigmento em relagdo a concentragdo de carotendides
totais foi alterada pela temperatura do processo, quando Rhodotorula glutinis-22P foi cultivada
a 5°C e 25°C. Rhodotorula sp. produziu predominantemente B-caroteno em temperaturas

baixas e, sintetizou toruleno e torularrodina em temperaturas mais elevadas. Entretanto, o
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crescimento 6timo de R. glutinis- 22P foi a 30°C (FRENGOVA et al., 1994 apud MALDONADE,
2003).

O pH inicial teve um grande efeito no crescimento da levedura Rhodotorula rubra, assim
como na producao de carotendides (SHIH; HANG, 1996 apud MALDONADE, 2003). Em pH
baixos, na faixa de 3,4 a 4,5, houve inibicdo do crescimento celular e da produgédo de
carotendides. A maxima produgao celular e de pigmentos ocorreu a pH inicial de 5,0.

A co-fermentagao por Rhodotorula glutinis 22P e Lactobacillus helveticus 12A foi estudada
por Frengova et al.,, (1995) apud Maldonade (2003) para aumentar a producdo de
carotendides, tais como B-caroteno, toruleno e torularrodina. A maxima produgéao foi de 31,9
g/L para células e de 8,388 pg/L para carotendides, quando cultivados a 30°C em meio
contendo lactose como fonte de carbono. Os autores observaram que a temperatura de
fermentacdo de ambas as culturas influenciava a carotenogénese da levedura, alterando as
proporgdes relativas dos carotenoides formados.

Martin et al., (1993) apud Maldonade (2003) determinaram os parametros de crescimento e
producdo de carotendides por Rhodotorula rubra. As condi¢cdes étimas de crescimento foram:
glicose (1,5 g/L), pH (5,5), temperatura de 22°C e cultivo sob agitacdo de 200 rpm durante 4
dias para obtencao de 4,8 g/L de biomassa seca.

Tada; Shiroishi (1982) descreveram que o efeito da temperatura na fotorregulagdo na
carotenogénese esta relacionado a intensidade da luz. Segundo os autores, a concentragao de
carotendide produzido e a taxa de crescimento de Rhodotorula minuta sob iluminacgdo
continua, foram apenas relacionados a reagao fotoquimica.

A influéncia do pH, temperatura e concentragdo do substrato na fermentagdo de
Xanthophyllomyces dendrorhous foram avaliados por Fang; Chiou (1993) apud Maldonade
(2003). A temperatura 6tima de crescimento celular e producéo de carotendides foi de 15°C em
pH inicial de 5,0, obtendo-se 4,9 g de massa celular. Também foi neste valor de pH onde foram
observados os maiores valores de rendimento celular (Ys) e de astaxantina (Y,s), com 1.894,1
png/g de células secas e 574,3 ng/g de agucar consumido, respectivamente. Entretanto,
Johnson; Gil-Hwan (1995) apud Maldonade (2003) haviam reportado que a temperatura 6tima
de crescimento e de producido de astaxantina por Xanthophyllomyces dendrorhous ficou entre
20 e 22°C.

Johnson et al., (1980) apud Maldonade (2003) verificaram que as condigées 6timas para
a produgao de carotendides ndao sdo as mesmas para o crescimento celular. O pH 6timo de
crescimento para Xanthophyllomyces dendrorhous foi determinado como 5,8, enquanto que a

maxima produc¢ao de astaxantina foi no pH 5,0.
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1.3.2.3 Efeito da composicdao do meio na producgao de carotendides

Em geral, os valores maximos de carotendides totais ndao estdo diretamente
correlacionados aos valores maximos da biomassa celular, sendo que a maxima produgéo de
carotendides observada por Fang; Chiou (1993) apud Maldonade (2003) ocorreu depois de 3
horas de fermentagao, enquanto o crescimento celular maximo ocorreu apés 25 horas.

As linhagens das leveduras do género Rhodoforula séo oleaginosas (RATLEDGE,
1981), assim, altas taxas de C/C aumentam a biossintese de lipideos. Martin et al., (1993)
apud Maldonade (2003) obtiveram 5,7% de lipideos da biomassa de Rhodotorula rubra, valor
inferior ao de 7% observado por Moo-Young et al., (1979) apud Maldonade, 2003. Linhagens
de Xanthophyllomyces dendrorhous -cultivadas em meio com limitagdo de nitrogénio,
resultaram em uma diminuicdo da concentracao de astaxantina. Provavelmente isso aconteceu
porque o substrato comum, acetil-coenzima-a, foi deslocado da biossintese de carotendides
para formacao de lipideos, devido a alta relagcao C/N.

Fontes de nitrogénio também afetam o crescimento e a pigmentacado em
Xanthophyllomyces dendrorhous. A peptona foi considerada melhor fonte de nitrogénio para
pigmentacado, entretanto, estudos relataram que o uso do extrato de leveduras como fonte de
nitrogénio aumentou a concentragdo de carotendides totais (MEYER; Du PREEZ, 1994b apud
MALDONADE, 2003; CALO et al., (1995a) apud MALDONADE, 2003). An et al., (1991) apud
Maldonade (2003) observaram que a fonte de nitrogénio €& lentamente absorvida pelas
linhagens mutantes de Xanthophyllomyces dendrorhous, indicando que a biossintese de
astaxantina pode ser regulada pelo teor de nitrogénio.

Frengova et al., (1994) apud Maldonade (2003) estudaram a produgao de carotendides
por Rhodotorula glutinis co-cultivada com Lactobacillus helveticus, em escala piloto. O meio de
fermentagdo era composto de ultrafiltrado de soro de leite, com concentragdo de lactose
variando de 3,9 a 7,1% . A maxima producao de carotendides obtida foi de 268 mg/g de células
secas, no meio contendo 3,9% de fonte de carbono. Eles observaram que a producdo de
carotendides foi paralela ao crescimento celular, porém, a produgdo maxima de células e a
maxima concentracéo do pigmento ndao ocorrem simultaneamente. A maxima concentragao de
carotendides ocorreu quando o crescimento celular ja havia cessado. Os trés principais
carotendides identificados por CLAE (cromatografia liquida de alta eficiéncia) foram B-caroteno
(43,9 pg/g), toruleno (23ug/g) e torularrodina (182 ng/g).

Fang;, Chiou (1993) apud Maldonade (2003) determinaram que os valores de
rendimento celular (Ys) de P. rhodozyma em varios substratos (g de células secas/g de aglcar
consumido): fonte de nitrogénio, 17,7 -19,6; fosfato, 87,2; potassio, 65,8, magnésio, 1.040 e
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calcio, 2687. O baixo valor do rendimento da biomassa de nitrogénio indicava que a utilizagdo
deste substrato estava relacionada ao acumulo de carotendides na célula. Estes autores
sugeriram que seria interessante determinar os valores de rendimento celular das linhagens
selvagens, assim como das linhagens hiperprodutoras de carotenodides.

De acordo com Reed (1982) apud Maldonade (2003), o teor de proteinas na biomassa
celular de leveduras variou de 40 a 65%, dependendo das condicoes de cultivo e da
composicao do meio de cultura. Johnson et al., (1980) apud Maldonade (2003) determinaram
um teor de proteina em Xanthophyllomyces dendrorhous de 30%, enquanto que Martin et al.,
(1993) apud Maldonade (2003) relataram 47% . Em Rhodotorula rubra, os teores de proteinas
relatados foram de 48% (MARTIN et al., 1993 apud MALDONADE, 2003), 45% (MOO-YOUNG
et al.,, 1979) e 38,2% (MATELLI et al., 1990 apud ZEB-MEHMOOD, 2004). Em outro estudo,
Jacob (1991) determinou teor de proteina de 21,6% em Rhodotorula gracilis.

A fonte de carbono teve efeito significativo na producdo de astaxantina por
Xanthophyllomyces dendrorhous, porém concentracoes altas de glicose inibiram a
carotenogénese, enquanto que sacarose, maltose e celobiose foram os dissacarideos que
produziram melhores resultados na pigmentacao das colonias. As fontes de carbono que
favoreceram melhor crescimento celular foram sacarose e glicose (SUTHERLAND et al., 1996
apud MALDONADE, 2003).

Yamane et al., (1997) apud Maldonade (2003) observaram que houve aumento de até
12 vezes da produgdo de B-caroteno quando P. rhodozyma foi crescida num meio com
concentragao de acucar de 5% (p/v). Resultados similares foram obtidos por Haard (1988)
apud Maldonade (2003), que isolou B-caroteno e B-zeacaroteno como principais pigmentos de
meio de fermentacao com 100 g/L de glicose.

Fang; Chiou (1993) apud Maldonade (2003) aumentaram a produgio de astaxantina por
P. hodozyma, otimizando as condigdes de cultivo. O extrato de levedura foi a melhor fonte de
nitrogénio para a producdo de astaxantina, resultando numa concentracdo maxima de 8.637,5
pg/L. Das fontes de carbono estudadas, a glicose foi a que obteve maior concentracdo de
astaxantina (7.809,3 pg/L).

A produgdo de astaxantina por culturas de Haematococcus pluvialis crescidas com
suplementacao de nitratos foi minima em comparacgéo a culturas crescidas sem suplementacéo
de nitratos (KANG et al., 2007).
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1.3.2.4 Efeito da intensidade luminosa na producao de carotendides

O efeito da luz na producido de carotenoides por leveduras vem sendo estudado ha
muito tempo (LEDERE, 1993 apud MALDONADE, 2003). Em 1952, Praus observou que a
sintese de carotendides em Rhodotorula gracilis era efetuada pela luz, assim como a
composi¢do relativa de cada carotendide produzido. Por outro lado, Nakagawa; Tatsumi
(1960) apud Maldonade 2003 verificaram que a concentragéo de carotendides produzida por
Rhodotorula sp. ndo era alterada pela presenca da luz. O efeito da iluminagdo durante o
processo de fermentagio parece variar de acordo com cada espécie de organismo.

Em alguns organismos, a quantidade de luz aumenta o nivel de sintese de carotenoides,
enquanto em outros, é o gatilho para o inicio do processo carotenogénico (BATRA, 1971 apud
LAMPILA et al., 1985).

A acumulacio de astaxantina pelos microrganismos pode ser induzida sob condi¢Ges
de estresse, como deficiéncia de nutrientes, alta intensidade de luz, suplementacao de luz azul
e a adicao de suplementos oxidativos no meio (LABABPOUR et al., 2004).

A microalga fotossintética Haematococcus pluvialis € uma fonte em potencial de
astaxantina, sendo utilizada como um aditivo alimentar para a pigmentacao de salmao e aves
domésticas criados em cativeiros, bem como substancia antioxidante. No entanto, a eficiéncia
da producgdo de astaxantina em cultivo em batelada é baixa, devido a concentracao celular
(<0,7 mg/cm®), ocorrendo uma limitada acumulagdo da astaxantina (<25 ng/cm®) (LOERNZ;
CYSEWSKI, 2000 apud LABABPOUR et al., 2005).

As lampadas LEDs (light emitting diode) emitem luz com comprimento de onda variavel.
Segundo Kim, et al, 2006 varios fatores afetam a acumulagdo de astaxantina em
Haematoccus pluvialis: limitagdo de nutriente ou suplemento, estresse de oxigénio, alta
intensidade de luz e luz azul. Dentre esses, o efeito da luz azul é o fator mais importante para o
acumulo de astaxantina. A luz é tao importante para a producao de astaxantina, que num
futuro préximo ela podera ser a resposta para a sua produgdo. Quando culturas de H. pluvialis
sao iluminadas continuamente por LEDs azul (Anax de 470 nm), a concentragao de astaxantina
aumentou rapidamente, enquanto que na presenga de LEDs vermelho (Amax de 625nm) inicia
de maneira tardia e diminui com o tempo (KATSUDA, et al., 2004 apud LABABPOUR et al.,
2005; LABABPOUR et al., 2005). Segundo Katsuda et al., (2004) apud LABABPOUR et al,,
2005, LEDs que emitem baixos comprimentos de onda (380 - 470 nm), ocorrendo apenas a
inducdo da mudanga morfolégica em H. pluvialis e aumento na acumulagao da astaxantina,

embora a inducao cause a supressao do crescimento celular.
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O mecanismo da fotoinducao é ativado pelo fotorreceptor que absorve a energia da
luz. O fotorreceptor é responsavel pela ativagdo da carotenogénese, que é determinada pela
exposicdo de seletos microrganismos a luzes com diferentes comprimentos de onda. O
aumento da producdo de caroteno também tem sido relatado com a fotoindugéo por
comprimentos de onda com determinados espectros de agao e certos tipos de fotorreceptores.
A quantidade de luz, pH, presenca de oxigénio, tempo de exposi¢ao de luz e tipo (cor) da luz
influencia na extensao da fotoindugao e resultado da carotenogénese (LAMPILA et al., 1985).
Batra, (1971) apud Lamplia et al., (1985), hipotetizou que um rol de diferentes luzes afeta a
carotenogénese. Um composto, como o repressor sob auséncia de luz ou induzido quando
foto-oxidado pode resultar em sintese de enzimas carotenogénicas. Isto &€ baseado no fato de
que o sistema de transporte de elétrons ndo tem efeito. Fatores de suporte na inducao de
enzimas incluem o requerimento de uma fonte de nitrogénio, uma fase Lag antes do
aparecimento do aumento da carotenogénese e a sensibilidade do organismo de inibir a
biossintese protéica. Essa teoria pode ser explicada em Neurospora crassa onde a enzima
pré-fitoeno pirofosfato sintetase & plenamente fotoinduzida. A quantidade de prenil transferase
(geranil-geranil-pirofosfato sintetase) que esta presente em células crescidas no escuro é
dobrada muitas vezes através da exposicao da luz (LAMPILIA et al., 1985).

Tada et al.,, (1990) mostraram que em Rhodotorula minuta, o fitoeno e outros
carotendides tiveram concentragcées baixas quando as células foram cultivadas no escuro,
mas estas concentragcées aumentaram quando as células foram cultivadas sob iluminagao. Ao
autores concluiram que as enzimas necessarias para converter o fitoeno em outros
carotendides nao eram induzidas pela luz e somente as enzimas envolvidas na sintese de
fitoeno sofreram influéncia da luz. Tada; Shiroishi (1982) realizaram outro trabalho com a
finalidade de observar o efeito da atividade enzimatica de 3-hidroxi-3-metil-glutaril-coenzima-A
redutase (HMG-Co-A) em relagcado a intensidade luminosa. Eles observaram que a atividade
enzimatica da HMG-Co-A redutase foi maior para as células cultivadas sob iluminacao, ou
seja, a atividade enzimatica é influenciada pela intensidade luminosa, utilizada durante a
fermentacao.

Embora a sintese de carotendides seja estimulada pela luz, estudos realizados por
Johnson et al (1980) apud Maldonade (2003) revelaram que a intensidade luminosa nao
influenciou a pigmentacdo das células. Estudos realizados posteriormente por An; Johnson
(1990) apud Andrade (2003), utilizando alta intensidade luminosa, mostraram que a luz inibiu o
crescimento celular e a formagao de pigmentos. Fbi observado, também, que houve aumento
na producdo de [-zeacaroteno, indicando a presenca de estresse celular. Mutantes

hiperprodutores de carotendides foram menos susceptiveis a agao da luz.
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A combinacdo da antimicina e luz foi estudada por aumentar significativamente os
niveis de carotendides em P. rhodozyma (TADA; SHIROISHI, 1982). A luz restaurou o
crescimento de células anteriormente inibidas por antimicina depois de 12-24 horas, sugerindo
que a luz deve induzir uma via respiratéria alternativa, facilitando a oxidacdo de NADPH e
favorecendo o crescimento celular.

Tada; Shiroishi, (1982) estudaram o efeito da adicao de inibidores de proteinas e acidos
nucléicos, como 5-fluordesoxiuridina e 5-fluoracila, quando estes foram adicionados aos meios
de cultivo em ensaios realizados no escuro. Os pesquisadores observaram que
fluordesoxiuridina e 8-fluoracila reduziram a producao de carotendides.

Vasquez; Santos (1998) apud Maldonade (2003) verificaram que Xanthophyllomyces
dendrorhous quando cultivada sob iluminagao produziu astaxantina como principal carotendide.
Entretanto, quando esta levedura foi cultivada na auséncia de luz, o carotenoide principal
encontrado foi o HDCO, com concentracao acima de 0,75 mg/L.

Culturas de Blakeslea trispora exposta a luz esporulam melhor e formam mais
pigmentos do que quando incubadas no escuro. A esporulagao de Verticillium agaricinum nao
e fotorregulada nem afetada por luz UV. Quando o micélio ndo é sensivel a luz, a luz nao afeta
seu crescimento (LAMPILA et al., 1985).

1.3.2.5 Utilizagcao de fontes alternativas na produgao de carotendides

A milhocina (CSL = Corn Steep Liquor) € um subproduto do processamento do milho,
contendo 40% de soélidos totais e correspondendo a agua de lavagem e embebicéo dos graos,
quando do fracionamento em amido e germe (6leo). Em relacdo ao caldo de cana nao
suplementado, a milhocina pode duplicar ou triplicar o teor de carotendides totais se
adicionada na base de 0,1 a 0,2 mL/% de meio de cultura (FONTANA et al., 2000).

Shih; Hang (1996) apud Maldonade (2003) usaram residuos da producdo de chucrutes
como substrato para o meio de fermentacdo de R rubra. A produgdo maxima dos
carotendides totais, expresso como f-caroteno, foi de 1.041 pg/L ou 131 pg/g em relacdo ao
peso seco, apds 48h de crescimento a 30°C e pH inicial de 5,0. Eles concluiram que este
residuo industrial pode ser utilizado como meio de cultura para a producéo de carotenoides.

Hayman et al., (1995) apud Maldonade (2003) estudaram o crescimento de P. rhodozyma,
utilizando farelo de milho como fonte de nitrogénio, sendo realizados ensaios contendo meio
YM (Yuca minimo) com e sem o farelo de milho. Os ensaios foram realizados a 20°C, 300 rpm

em agitacdo por 72 horas. Apds a centrifugagédo a 12.000 X g por 10 minutos, as células foram
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lavadas com agua destilada e secas em estufa. Os carotendides foram extraidos com acetona
acida, até as células nao apresentarem mais coloragdo. A concentracao total de carotendides
foi medida em espectrofotometro DU-65. Estes pesquisadores concluiram que o farelo de
milho pode servir como substrato para a produgdo de carotendides, uma vez que a
concentracao destes foi de 2,4 pg/mL e de 2,1 pg/mL quando se utilizou meio com e sem
farelo, respectivamente.

Haard (1988) apud Maldonade (2003) otimizou a producdo de astaxantina a partir da
fermentagdo com melago como fonte de carbono. Os ensaios foram realizados em agitagao a
22°C, pH 5,0 e 50 mmoles de oxigénio L.h. Utilizando-se a concentracao de 1% de acucar, a
concentragcao da astaxantina no meio contendo L-arabinose foi de 379 mg/g de biomassa seca
de levedura, e de 552 mg/g de biomassa seca de levedura quando se utilizou melago.
Entretanto, o aumento da concentragao de glicose de 1 a 4% (p/v) resultou em diminuigao da
concentracao de astaxantina.

MEYER; Du PREEZ, 1993 apud Moriel, 2005 cita que muitos autores adicionam acido
acético e acido mevaldnico na fermentacdo de P. rhodozyma. Calo et al., (1995b) apud
Maldonade (2003) verificaram que a adicdo de mevalonato aumentou significativamente a
producao de carotendides, porém a sua utilizacdo em escala industrial torna-se inapropriada

devido ao seu alto custo.

1.3.3 Aspectos industriais da producio de carotendides

O crescimento da aquicultura na década de 80, bem como o papel biolégico dos
carotendides no combate a doengas humanas, aumentou a demanda por carotendides
(JOHNSON; SCHROEDER, 1995). Embora mais de 600 carotendides tenham sido identificados
de varias fontes, apenas 40 sdo encontrados em alimentos e, somente alguns destes sdo
utilizados industrialmente como corantes ou substancias bioativas em racgdes, cosmeéticos,
alimentos e farmacos. A coloracdo € uma caracteristica importante na industria alimenticia,
incentivando assim na motivagéo do consumidor, durante a aquisi¢io de determinados produtos
que apresentem uma tonalidade agradavel (MERCADANTE; RODRIGUEZ-AMAYA, 1998).

Nas industrias de alimentos, os carotenoides s&o utilizados principalmente como corante,
com os objetivos de: repor a cor perdida durante o processamento e a armazenagem, colorir os
alimentos incolores e uniformizar a coloragdo de alguns produtos alimenticios. Mais
recentemente, com o crescente interesse pela saude, os carotendides também tém sido
adicionados em vitaminas e suplementos alimentares devido as suas atividades bioldgicas

(anticarcinogénica, imunomoduladores, antioxidante, pré-vitamina A), a fim de enriquecer o
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produto alimentar. Sdo também precursores de compostos volateis, aos quais contribuem para o
sabor e aroma de alimentos. A presenga de pequenas quantidades de carotendides em
alimentos pode ajudar na prevencado da rapida oxidacdo dos constituintes dos alimentos,
sequestrando oxigénio singleto (JOHNSON; SCHROEDER, 1995; AUSICH, 1997;
MALDONADE, 2003).

Nas industrias de racao, esses pigmentos também sao utilizados como corante, com a
finalidade de promover a pigmentacdo adequada dos animais. Destacando-se o uso de
astaxantina na criacdo de truta (Truta truta, Truta fario) e salméo (Salmo salar), para este fim,
krill e cascas de camardo, lagosta e outros crustaceos também sao utilizados, além de
astaxantina sintética. (FANG; CHENG, 1993; JOHNSON; AN, 1991; STOREBAKKEN; NO,
1992).

Atualmente, os carotendides utilizados industrialmente sao obtidos por via sintética ou
extraidos a partir de plantas ou algas. Porém, devido a preocupagcao com o uso de aditivos
quimicos nos alimentos, houve um crescente interesse nos carotendides obtidos naturalmente
por processos biotecnoldgicos e, muitas patentes tém sido registradas nos ultimos anos.

Dentre os naturais, os vegetais como o Urucum, a paprica e o acgafrdo vém sendo
utilizados ha muito tempo. As substancias mais encontradas nesses extratos naturais sao:
bixina de urucum, capsantina e capsorubina de paprica, e crocetina de acafrdo
(MERCADANTE et al., 1996).

A produgao de carotendides por microrganismos também se deve ao crescente
mercado da psicultura, sendo que a astaxantina € o pigmento mais importante para o cultivo de
salmao e crustaceos. A utilizagao de microalgas, principalmente em ragcado animal foi iniciada a
partir de 1970 e posteriormente culturas comerciais conquistaram o mercado na Australia,
Israel e Estados Unidos da América (NOMOMURA, 1990). As pétalas de Tagetes erectas vém
sendo comercializadas, principalmente pelo México, para incorporagdo em ragdes para aves, ja
que a luteina, carotendide principal das pétalas, é seletivamente acumulada pelas aves,
colorindo assim sua pele, a carne e a gema do ovo (MALDONADE, 2003).

Sendo lipofilicos e capazes de ligar-se com superficies hidrofoébicas, os carotendides
sdo encontrados na natureza sob diversas formas, como solugbes oleosas, dispersdes
coloidais ou complexados com proteinas; assim, ocorrem tanto em meios lipidicos como em
meios aquosos. Sendo, portanto, comercializados como suspensdes oleosas para alimentos a
base de 6leo ou como emulsées ou preparagdes coloidais coloridas dispersiveis em alimentos
a base de agua. Nestas formulagdes, os carotendides sao fisicamente estabilizados, embora
antioxidantes possam ser adicionados (RODRIGUEZ-AMAYA; KIMURA , 2004).

Segundo Ausich (1997), varios carotendides podem ser obtidos sinteticamente com
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muitas vantagens, como por exemplo, a produgéo de carotendides com pureza e consisténcia
e custos relativamente baixos, porém existem muitas desvantagens: 1) A sintese de certos
carotendides € muito complexa; 2) O conhecimento e tecnologia desenvolvida para a sintese
de um carotendide pode ser aplicado para a sintese de outros carotendides, mas
frequentemente, a sintese de um novo carotendide requer o desenvolvimento de uma nova
rotina quimica; 3) A sintese quimica produz misturas de estereocisémeros, alguns dos quais nao
sdo encontrados na natureza, podendo nao ser tdo ativo quanto o seu isdmero e nao ser de
desejo do consumo publico ou causando efeitos indesejaveis.

A producgao biolégica de carotendides € muito vantajosa e existem aproximadamente
600 carotendides produzidos por diferentes vias biossintéticas. Os parametros da
produtividade para a producdo biologica dos carotendides sdo os custos da producdo de
biomassa, a concentracdo e atividade produtiva intracelular (AUSICH, 1997). Por causa das
caracteristicas de biossintese de carotendides, o conhecimento da via sintética de um é
aplicavel a outros carotendides. Com a produgao biolégica, apenas naturalmente ocorrem
estereoisbmeros e, finalmente, todas as técnicas modernas de bioprocessos e de DNA
recombinante podem ser utilizadas no desenvolvimento de sistemas para a produgédo de
carotendides (AUSICH, 1997).

Rodriguez-Amaya (2001), descreve que, como corantes alimenticios, os carotendides
oferecem as seguintes vantagens: (1) sdo compostos naturais; (2) possuem boa estabilidade
na faixa de pH da maioria dos alimentos; (3) ndo sdo afetados por substancias redutoras; (4)
nao sao corrosivos; (5) alguns sao precursores de vitamina A; (6) possuem acgao contra
doencas degenerativas. As desvantagens apresentadas sao: (1) custos mais altos em relagao
aos corantes azo; (2) faixa de coloragao limitada; (3) susceptilidade a degradacao oxidativa;
(4) limitada solubilidade em éleo e insolubilidade em agua. As duas ultimas constituem um dos

grandes obstaculos para a comercializagao dos carotendides.
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CAPITULO I

Producao de astaxantina por Mucor javanicus (UCP-
69), utilizando meio definido e residuos industriais

(milhocina e quirera)

Manuscrito a ser submetido para publicacao na Revista Food Biotechnology.
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Producao de astaxantina por Mucor
javanicus (UCP- 69), utilizando meio
definido e residuos industriais
(milhocina e quirera)

Barbosa - Silveira, A. A.; Alves da SILVA, C. A; Okada, K.

Nucleo de Pesquisas em Ciéncias Ambientais, Universidade Catélica de Pernambuco.

To increase the accumulation of astaxanthin, the effects of different corn waste media, including
corn steep liquor (CSL) and “quirera”. As well as illumination with blue Light Emitting Diodes
(LEDs), on the accumulation of astaxanthin were studied for the cultivation of Mucor javanicus.
In the presence of blue LEDs using the CSL, 4%, 96h, the concentration of astaxanthin increase
almost 100%. With “quirera”, 7%, 96h, increase almost 75%. And with CSL “quirera”, increase
almost 47%. First time we describe the “quirera” utilization from carotenoid’s production was in
this article.

Keywords: Astaxanthin; Mucor javanicus; Industry waste; Corn waste; Corn steep liquor.

INTRODUCAO

A astaxantina (3,3 -dihidroxi-44’-diceto-3-caroteno) € o carotendide muito difundido
comercialmente e possui alto valor econdmico, principalmente nas industrias de cosméticos,
alimentos e ragao, visando a pigmentacao dos animais, como aves domeésticas e peixes, em
especial, Truta (Truta truta, Truta fario) e salmao (Salmo salar) (FANG;CHENG, 1993;
JOHNSON; AN, 1991; STOREBAKKEN; NO, 1992). Astaxantina & considerada um importante
e poderoso antioxidante, muitas vezes maior que outros carotendides, principalmente devido a
sua atividade precursora de vitamina A, substancia eficiente no combate de varias
enfermidades (JOHNSON; AN, 1991; GROSS; LOCKWOOQOD, 2004).

A astaxantina pode ser obtida de fontes naturais ou sintéticas, onde a sintese quimica

pode resultar em carotenodides desnaturados, com eficiéncia diminuida e, por isso, existe a
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preferéncia em se utilizar astaxantina de fontes naturais, extraida a partir de alguns crustaceos
ou obtida por via microbiolégica (GONG; CHEN, 1997; JOHNSON; AN; 1991).

Segundo Papp et al., (2006) o fungo Mucor circinelloides € um bom candidato para
estudos de producdo de carotendides. Recentemente, Andrade (2003), descreveu a obtencao
de astaxantina pelo fungo Mucor Javanicus.

Varios autores descreveram a utilizacdo desses residuos, Haard (1988) apud
Maldonade (2003) otimizou a produgéo de astaxantina por leveduras a partir da fermentacao
com melago como fonte de carbono. Dominguez-Bocanegra; Torres-Muioz, (2004), citam
residuos agro-industriais de leite de coco como uma excelente fonte alternativa de carbono
para a producdo de astaxantina. Hayman et al., (1995) apud Maldonade (2003) estudaram o
crescimento de P. rhodozyma, utilizando farelo de milho como fonte de nitrogénio. Shih; Hang
(1996) apud Maldonade (2003) usaram residuos da produg¢ao de chucrutes como substrato
para o meio de fermentacdo de R. rubra. Fontana (2000), descreveu como substrato a
milhocina adicionada na concentragdo de 0,1 a 0,2 mL% ao meio de cultura, como uma fonte
produtiva promissora de astaxantina, por aumentar em duas ou trés vezes o teor de
carotendides totais.

Muitas pesquisas utilizam lampadas LEDs (light emitting diode), com comprimento de
onda variavel, com o intuito de aumentar a producdo de astaxantina. Quando culturas de H.
pluvialis foram iluminadas por LEDs azul (com absorcido de An.x de 470 nm), a concentracao de
astaxantina aumentou rapidamente, enquanto que na presenca de LEDs vermelho (Am.x de
625nm) iniciou de maneira tardia, diminuindo com o tempo (KATSUDA, et al., 2004;
LABABPOUR et al., 2005).

Neste sentido, varios estudos foram realizados em busca de otimizar a producao de
astaxantina por Mucor javanicus, contudo, um grande impedimento sdo os altos custos dos
meios de cultura utilizados na fermentacao destes microrganismos. Portanto, faz-se necessaria
a busca por substratos alternativos para a produgdo de astaxantina. Neste trabalho, residuos
da industrial de milho, milhocina (corn steep liquor — CSL) e quirera foram investigados como
fontes alternativas para a produgado de astaxantina por Mucor javanicus, avaliadas também a

influéncia de luz azul continua e utilizando também um planejamento fatorial 3 °.
MATERIAL E METODOS
Microrganismo

A producdo de astaxantina foi realizada utilizando a linhagem de Mucor javanicus

(UCP- 69), depositada no Banco de culturas do Nucleo de Pesquisas em Ciéncias Ambientais
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(NPCIAMB), Universidade Catodlica de Pernambuco.

Meios de producao de astaxantina

Como parametro para andlise da eficiéncia da utilizagcdo de um meio de producao de
baixo custo, foi utilizado o meio de cultura definido Hesseltine e Anderson (1957) modificado
por Andrade (2000) apud Andrade (2003), descrito na literatura como o meio de produgao de
carotendides. E como meios alternativos foram utilizados dois subprodutos da industria do
milho na producdo de astaxantina. O primeiro foi a quirera, residuo do farelo de milho,
composto de proteina bruta (9,8%), carboidratos totais (85,63%) e compostos nitrogenados
nao-protéicos (18,51%), segundo Hernandez et al., (2002). O segundo foi a milhocina, rejeito
da agua de lavagem e embebicdo dos graos quando do fracionamento em amido e germe
(6leo), contendo 40% de sélidos (FONTANA et al., 2000).

Condicoes de cultivo e de crescimento

O inéculo utilizado para o crescimento em meio liquido foi obtido a partir de culturas
crescidas em placas de Petri contendo meio Batata-Dextrose-Agar (BDA), apos 5 dias de
incubacgao a 28 °C. A contagem de esporos foi realizada em Camara de Neubauer, com inéculo
padronizado em 10’ esporos/mL. Para a preparacdo do pré-inéculo, 5 mL da suspenséo de
esporos foi inoculada em frascos de Erlenmeyer de 250 mL, contendo 100 mL do meio
utilizado para a produgdo de astaxantina. Os frascos foram incubados a 25°C durante 24
horas, sob agitacdo orbital de 150 rpm. Foram adicionados 1 mL do pré-inéculo (1%, v/v) em
frascos de Erlenmeyer de 250mL, contendo 100 mL do meio de cultura de milhocina ® ;
milhocina ® com Quirera; Quirera, nas concentracoes: 4%, 7% e 10%, durante 48h, 72h e 96h.
Como comparativo foi utilizado o meio Hesseltine e Anderson (1957) modificado por Andrade
(2000) apud Andrade (2003), descrito na literatura como favoravel ao aumento da producao de
carotenodides. O pH foi fixado em 6,5, por favorecer o aumento do rendimento da astaxantina,
quando a luz € mantida na cor azul, conforme indicagdo de Andrade (2003), e os cultivos
submetidos a agitacdo de 120 rpm, a 25°C, condi¢des citadas na literatura para a producao de
carotendides a partir de alguns mutantes de Mucor (FRASER et al., 1996 apud ANDRADE,
2003; RUIZ-HIDALGO et al., apud ANDRADE, 2003). As culturas foram submetidas a duas
formas de iluminagao, na primeira, sem a interferéncia da luz, e na segunda submetido a
iluminagao com “Leds” (Light Emitting Diodes) (Anax de 470 nm), com intensidade luminosa de

50 Lux, adaptados ao agitador durante o processo fermentativo.
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Extracao e analise fisico-quimica da astaxantina

As culturas foram coletadas e filtradas em filtro de nylon (Silkscreen) 120F, sendo a
massa micelial lavada com agua destilada. A biomassa foi congelada e liofilizada e mantida
em dessecador até peso constante. A extracdo do carotendide foi realizada através da
metodologia utilizada por Britton et al., (1985) apud Dominguez-Bocanegra (2004), onde as
células foram quebradas utilizando um homogeneizador (Potter), como sistema de solvente foi
utilizado hexano e metanol (1:1, v/v), até a total despigmentacdo da biomassa. A epifase,
contendo a astaxantina, foi separada através de centrifugagao a 2000 rpom durante 10 minutos.
A fracdo final foi analisada por espectrometria (UV- visivel). Todos os ensaios foram
realizados de forma randémica e em duplicata. As determinagdes foram realizadas em
espectrofotometro BIOCHROM LIBRA S32, com o comprimento de onda de 470 nm. A
astaxantina foi quantificada utilizando um padrao comercial (Sigma Chemical Co., St. Louis,
MO., USA).

Construgao do planejamento fatorial

Com o objetivo de estudar a influéncia de varias condicdes de cultivo na producdo de
astaxantina, foi utilizado um planejamento fatorial 3° com um ponto central, com trés réplicas,
como o primeiro passo em busca de condigcdes experimentais otimizadas. Este planejamento
avaliou a influéncia dos principais fatores, bem como suas interacbes. Os trés fatores
estudados e seus respectivos niveis foram: 1) meios: M(millhocina), MQ (Milhocina e Quirera),
Q (Quirera); 2) concentragao do meio: 4%, 7% e 10%; 3) tempo de cultivo: 48h, 72h e 96h,
demonstrados na Tabela 2. 1. Foram realizados dois planejamentos, um para as culturas
submetidas a iluminagao continua com LED’s azul (Anax de 470 nm) e outro para as culturas
crescidas sem qualquer tipo de iluminagdo. A variavel resposta foi a concentragdo final de
astaxantina expressada em pg/g de biomassa. Baseado nos resultados do planejamento
fatorial foi aplicada a metodologia de superficie de resposta. Como parametro para analise da
eficiéncia da utilizacdo de um dos meios de baixo custo, foi utilizado o meio de cultura
Hesseltine e Anderson (1957) modificado por Andrade (2000) apud Andrade (2003).

Analise estatistica, desenvolvimento do modelo e teste de significancia

Uma analise de variancia (ANOVA) foi realizada de acordo com Ramirez (2001),
utilizando o Software Statistica 5.0 da Stat Soft. O método de analise das superficies de
resposta foi utilizado para ajustar um modelo matematico aos dados experimentais da
producao de astaxantina. O referido Software, para um planejamento fatorial do tipo 3°, com
ponto central, promove o ajuste da Equagdo 1, para o experimento submetido a iluminacao
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continua com LEDs azul e sem interferéncia de luz, Equacao 2 e 3, respectivamente:

Y =Bo+ B1 Xe+ B2 X2+ Bs Xa+ Brg X 12+ Bag X 2+ Bas X 32 (Equagao 1)
Y = Bo+ B1 Xq+ Bra X2 + B2 X + Paa Xo% + B3 Xa (Equagio 2)
Y = Bo+ By Xy + Brg Xq2 + B2 Xo+ Ba X3 (Equagéo 3)
em que:

Y= variavel dependente astaxantina;
" Bi, Bi,; = coeficientes do modelo, i=0,1,2,...,n;j=1,2,..., m

‘ X; = variaveis independentes ou fatores

i RESULTADOS E DISCUSSAO

Producgao de astaxantina utilizando o meio Hesseltine e Anderson (1957)

O meio Hesseltine e Anderson (1957) foi utilizado originalmente para o cultivo de
espécies de Zygomicetos em estudos sobre a producdo de carotendides (Hesseltine e
Anderson, 1957) e foi modificado por Andrade (2000) apud Andrade (2003) com o objetivo de
incrementar a producdo de astaxantina. Neste trabalho,independentemente da condicdo de
cultivo, o isolado de M. javanicus produziu astaxantina (Tabela 1) , sendo que teve o

rendimento de 37,7 pg/g, quando se utilizou a luz azul e de 26,7 pg/g sem a fonte luminosa.

Producao de astaxantina utilizando os residuos industriais (milhocina e quirera)
Os resultados da producao de astaxantina com o meio Hesseltine e Anderson (1957)

serviram de subsidio para a realizagcao de experimentos com rejeitos industriais de baixo custo,

com a finalidade de observar a producado de astaxantina. Para tanto foi necessaria a utilizagédo
de um planejamento fatorial (3% para identificar os fatores ou variaveis independentes que
possuem um impacto significativo na variavel resposta — producado de astaxantina em diversas
condi¢des, submetidas a iluminacdo com LED’s azul (Anax de 470nm) e sem interferéncia da luz.
A Tabela 2 descreve todas as condicbes e combinagbes utilizadas neste planejamento. A
Tabela 3 demonstra os resultados experimentais da producdo de astaxantina e biomassa

obtidas a partir de culturas submersas de Mucor javanicus submetidas a iluminagdo com LED’s
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azul e sem interferéncia luminosa. Quando se utilizou o meio de producao milhocina (Tabela 3),
na condicdo experimental 3 foi observado um aumento de quase 100%, quando se utilizou a
fonte luminosa (55,8 pug/g) em comparagdo a auséncia da luz (28,0 pg/g). Fontana et al., (2000)
descreveu que a presenca da milhocina no meio de cultivo, pode duplicar ou triplicar o teor de
carotendides totais, se adicionada na base de 0,1% ou 0,2 % /mL. Essas informacdes
corroboram com os resultados obtidos, quando a presenca desse substrato duplicou a produgao
da astaxantina nos ensaios realizados. Quando se utilizou quirera de milho como meio de
produgdo (Tabela 3), na condicdo experimental 29 foi observado um aumento de 37% da
astaxantina, quando se utilizou a fonte luminosa (18,4 ng/g) em comparacao a auséncia da luz
(13,4 png/g). No entanto, com o meio de produgéo utilizando milhocina e quirera (Tabela 3), nas
condicdes experimentais 27, 28, 29,30 (ponto central) foi observado um aumento médio de 47%
do bioproduto, quando se utilizou a fonte luminosa (18,4 ng/g, em média) em comparagao a
auséncia da luz (13,4 pug/g, em média). Os resultados da utilizagao da quirera de milho como
substrato para a producado de astaxantina, demonstraram-se promissores, apesar do seu baixo
rendimento, em comparacdo ao meio Hesseltine e Anderson (1957) modificado por Andrade
(200), indicando que a quirera pode ser um meio de cultura potencial pra a produgédo de
astaxantina. Seria importante a realizacdo de novas pesquisas com esse residuo, em busca de
condi¢cbes favoraveis a um maior rendimento de astaxantina, pois, dentre todos os artigos
pesquisados a respeito da produgao de carotendides, ndo foi encontrado referéncia sobre a
utilizacdo de quirera de milho, como substrato, portanto, este trabalho descreve pela primeira
vez a producao de um carotendide utilizando-se a quirera de milho.

A partir da analise dos valores simulados e experimentais de astaxantina obtida por
culturas de Mucor javanicus submetidas a iluminagdo com LED’s azul e sem iluminagao,
apresentados nas Figuras 1 e 2, respectivamente, pode-se inferir que na presenca de luz a
variavel independente milhocina demonstra respostas precisas e exatas, na variavel milhocina
com quirera as respostas mostraram-se exatos, mas com pouca precisdo e a variavel quirera,
apresenta dados pouco precisos e pouco exatos. Enquanto que na auséncia de fonte
luminosa, pode-se inferir que a variavel independente milhocina demonstra respostas precisas
e exatas, ja a variavel milhocina com quirera as respostas mostraram-se exatas, mas com
pouca precisao e a variavel quirera, apresenta dados pouco precisos e pouco exatos.

Comparando-se aos resultados obtidos com a utilizagdo do meio Hesseltine e Anderson
(1957), modificado por Andrade (2000) apud Andrade (2003), todos os meios de cultura
testados possuem potencial para substituir o meio Hesseltine e Anderson na producgdo de
astaxantina. Para isso, devem ser realizados novos experimentos para otimizar os resultados

aqui apresentados, em busca de um melhor rendimento da astaxantina.
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Influéncia da luz na producao de astaxantina

Anadlises estatisticas foram realizadas com os resultados dos rendimentos de
astaxantina obtidos nos experimentos a fim de demonstrar a evidéncia da influéncia da luz na
producao do bioproduto. A partir das analises realizadas no software Statistica 5.0, obtivemos a
analise de variancia (ANOVA) dos resultados. Para as culturas crescidas sob influéncia de luz
azul, a partir da tabela de dados fornecidos pela ANOVA (Tabela 4), observou-se que o modelo
quadratico demonstrado na Equagdo 2, ajustou-se relativamente bem aos dados
experimentais, a exceg¢do do termo quadratico de tempo. Como o coeficiente de regressao
mostrado pela Tabela 5 ndo apresenta um valor satisfatério, pois todos os valores de “p”
encontram-se abaixo de 5% do limite de confianga a excecao do referido valor do termo
quadratico de tempo, podendo assim, o modelo ser corrigido com a exclusao do referido termo.
O Diagrama de Pareto (Figura 3) confirma a pequena influéncia do termo quadratico de tempo.
No entanto, Para as culturas crescidas sem influéncia de luz azul, a partir da tabela de dados
fornecidos pela ANOVA (Tabela 6) observou-se que o modelo quadratico demonstrado na
Equacado 3, ajustou-se relativamente bem aos dados experimentais, a excecao do termo
quadratico de concentracdao do meio e o termo quadratico do tempo. Como o coeficiente de
regressao mostrado pela Tabela 7 ndo apresenta um valor satisfatério, pois todos os valores
de “p” encontram-se abaixo de 5% do limite de confianca a excegao dos referidos valores do
termo quadratico de concentracdo do meio e o termo quadratico do tempo, podendo assim, o
modelo ser corrigido com a exclusao dos referidos termos. O Diagrama de Pareto (Figura 4)
confirma a pequena influéncia do termo quadratico de concentracdo do meio e o termo
quadratico do tempo.

As respostas, demonstram que a condicdo que mais favoreceu ao aumento na
producao de astaxantina foi o meio de milhocina, na concentragéo de 4%, em 96 horas, na
presenca de luz, porém esse resultado ainda precisa ser otimizado, pois, de acordo com a
analise da superficie de resposta e na superficie de contorno, Figuras 5 a 8, pode-se inferir que
0 modelo precisa ser melhor ajustado aos dados experimentais. Essa necessidade de ajuste é
demonstrada claramente na Figura 7, onde o paralelismo ausente demonstra uma boa
interaca@o entre os fatores e a faixa do 6timo se estende a regido mais alta, representada pelo
meio milhocina, na concentragdo de 4%, no tempo de 96 horas.

As analises dos valores simulados e experimentais para as amostras com e sem
influéncia de luz azul, Figuras 1 e 2, respectivamente, demonstram que a condicdo que mais
favoravel ao aumento na producéo de astaxantina, quando se utilizou LED’s azul, foi o meio de

Milhocina, na concentragdo de 4% em 96 horas, porém esse resultado ainda precisa ser
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otimizado, pois, de acordo com a analise da superficie de resposta e na superficie de contorno,
para as culturas com e sem iluminacdo com LEDs azul, Figuras 5 a 8, respectivamente,
podemos inferir que 0 modelo precisa ser ajustado. A analise da superficie de contorno com as
amostras iluminadas (Figura 5), o paralelismo ausente demonstra uma boa interagdo entre os
fatores e na analise de superficie de resposta, a faixa do 6timo se estende a regido mais alta,
representada pela milhocina, na concentracido de 4%, no tempo de 96 horas, A superficie de
contorno com as amostras sem iluminagdo, onde o paralelismo ausente demonstra uma boa
interacao entre os fatores e na analise de superficie de resposta, a faixa do 6timo se estende a
regido mais alta, representada pela milhocina, na concentragao de 4%, no tempo de 96 horas.
Quando se utilizou a fonte luminosa, os resultados foram melhores, em comparagdo com os
experimentos sem iluminacdo. Porém, os resultados estdo longe do ponto 6timo, por isso faz-
se necessaria a realizagao de outros experimentos em busca do ponto de maxima producgao de

astaxantina.

Todos os resultados apresentados demonstraram que a utilizacdo de LED’s azul de
forma continua, pode aumentar significativamente o teor de astaxantina produzida pelo
microrganismo Mucor javanicus, corroborando com o que descrevem Tada; Shiroishi, 1982 ,
quando sugerem que a luz possa estimular a carotenogénese em fungos, e de acordo com o
demonstrado em espécies de Phycomyces e Xanthophyllomyces dendrorhous, quando a luz
demonstrou-se favoravel para o aumento de carotendides no micélio, através da indugdo
luminosa (JAYARAM et al., 1979; MEYER; Du PREEZ, 1994a apud Moriel, 2005).

Analisando-se a relacdo entre o crescimento celular e teores do carotendide observa-se
que a produgdo maxima de astaxantina demonstrada em mutantes de Xanthophyllomyces
dendrorhous foi obtida quando as culturas foram iluminadas continuamente por luz, sendo a
concentracao final do carotenéide determinada através do tempo total de iluminacdo (MEYER;
Du PREEZ, 1994a apud MORIEL, 2005). Quando as culturas foram iluminadas continuamente,
0 aumento do conteudo de carotenodides foi acompanhado da concentracéo de biomassa.

Tada; Shiroishi (1978) apud Tada; Shiroishi (1982) observaram que a luz ndo afetou a
taxa de crescimento celular, assim como o consumo de glicose e aminoacidos por Rhodotorula
minuta. Porém, a concentragdo de carotendides nas células cultivadas sob iluminagao, diferiu
daquelas cultivadas no escuro. As células cultivadas sob intensidade luminosa de 4.000 lux
produziram 140 pg/g de carotendides por g de célula seca, enquanto que as células crescidas
no escuro apresentaram somente de 10 a 15 pg/g.

Analisando-se a relagdo entre o crescimento celular e teores do carotenoide observa-se
que a producdo maxima de astaxantina demonstrada em mutantes de Xanthophyllomyces

dendrorhous foi obtida quando as culturas foram iluminadas continuamente por luz, sendo a
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concentracao final do carotendide determinada através do tempo total de iluminagdo (MEYER;
Du PREEZ, 1994 apud MORIEL, 2005). Quando as culturas fora iluminadas continuamente, o
aumento do contetdo de carotendides foi acompanhado da concentragdo de biomassa.

Segundo Katsuda et al., (2004) apud Lababpour et al. (2005), LEDs que emitem baixos
comprimentos de onda (380 - 470 nm), como é o caso do LEDS azul, podem induzir a
mudanca morfoldgica em H. pluvialis e o aumento na acumulagio de astaxantina, embora a
inducdo cause a supressdo do crescimento celular, como foi observado nos experimentos
realizados.

Tada; Shiroishi (1978) apud Tada; Shiroishi (1982) observaram que a luz ndo afetou a
taxa de crescimento celular, assim como o consumo de glicose e aminoacidos por Rhodotorula
minuta. Porém, a concentracdo de carotendides nas células cultivadas sob iluminacao, diferiu
daquelas cultivadas no escuro. As células cultivadas sob intensidade luminosa de 4.000 lux
produziram 140 pg/g de carotendides por g de célula seca, enquanto que as células crescidas
no escuro apresentaram somente de 10 a 15 pg/g.

Como a astaxantina € uma molécula rica em carbono, provavelmente uma estimulacao
deste carotendide certamente pode levar a um redirecionamento de carbono disponivel para a
sintese de biomassa conforme os estudos de Meyer; Du Preez (1994b) apud Andrade (2003).
Isto explicaria a diminuicdo de biomassa ao mesmo tempo em que ocorre o aumento dos
rendimentos de astaxantina.

Provavelmente, existe uma faixa 6tima de intensidade luminosa ideal para maximizar a
producao de pigmento, portanto, os valores ideais mostraram-se dependentes das condi¢des de
cultivo, coincidindo com as constatacées de Meyer; Du Preez (1994) apud Andrade (2003)

A utilizacdo de rejeitos industriais como a milhocina e a quirera, poluidores ambientais
possuem potencial para a producdo de astaxantina. A milhocina aumentou a producdo de
astaxantina, principalmente na concentragao de 4% e a quirera na concentragcao de 4% e assim
como utilizacdo da combinacdo de milhocina com quirera foi favoravel a producido de
astaxantina, principalmente na concentracdo de 7%. A luz azul interfere diretamente na sintese
de astaxantina. As analises no Statistica 5.0, demonstram que os resultados obtidos sdo o
primeiro passo para uma otimizagdo da produgdo de astaxantina pelos meios econdémicos
utilizados, entretanto outros estudos sdo necessarios para obtencéo da produtividade maxima

de astaxantina por M. javanicus.
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| Tabela 1: Resultados experimentais de produgdo da variavel dependente astaxantina
produzida por Mucor javanicus crescido no meio de cultura Hesseltine e Anderson

Sob Influéncia de LEDs azul Auséncia de Luz
Tempo (h) Biomassa (g/L) Astaxantina (ug/g) Biomassa (g/L)  Astaxantina (ug/g)
48 2,8 214 2,8 12,7
| 72 2,9 34,1 3,8 23,0
96 3.2 37,7 43 26,7

Tabela 2: Matriz do planejamento fatorial 3° utilizado para uma triagem de trés fatores na
»,_ producao de astaxantina por Mucor javanicus, para culturas iluminadas com Leds azul e sem

iluminagao
Experimento M2 c’ T

1 -1 -1 -1
2 -1 -1 0
3 -1 -1 +1
4 -1 0 -1
5 -1 0 0
6 -1 0 +1
7 -1 +1 -1
8 -1 +1 0
9 -1 +1 +1
10 0 -1 +1
1 0 -1 0
12 0 -1 -1
13 0 0 +1
14 0 0 -1
15 0 +1 +1
16 0 +1 0
17 +1 +1 -1
18 +1 -1 -1
19 +1 -1 0
20 +1 -1 +1
21 +1 0 -1
22 | 0 0
23 +1 0 +1
24 +1 +1 -1
25 +1 +1 0
26 +1 +1 +1
27 0 0 0
28 0 0 0
29 0 0 0
30 0 0 0

Legenda:

Me|0 utilizado: Milhocina no nivel —1, Milhocina com quirera no nivel 0, Quirera no nivel +1.
Concentragao do meio: 4% no nivel -1; 7% no nivel 0 e 10% no nivel +1.

“Tempo de cultivo: 48 horas no nivel -1, 72 horas no nivel 0 e 96 horas no nivel +1.
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Tabela 3: Resultados experimentais de producao da variavel dependente astaxantina produzida
por Mucor javanicus a partir do planejamento 3°

Sem interferéncia luminosa lluminado com Leds azul
r Exp.
Biomassa (g/L) Astaxantina (ng/g) Biomassa (g/L) Astaxantina (ug/g)
1 8,5 18,0 7,0 27,0
2 9,0 245 7.2 32,0
3 10,5 28,0 6,7 55,8
4 8,2 13,2 10,6 28,7
5 10,4 12,5 11,2 31,8
| 6 9,9 14,7 13,7 37,0
t 7 12,0 15,0 10,0 22,0
ﬁt 8 13,4 14,7 12,5 27,3
| 9 12,7 12,7 13,3 321
) 10 6,9 8,9 8,8 10,8
| 11 7,2 10,4 8,9 12,7
| 12 8,1 12,5 8,7 15,4
: 13 7,8 20,4 7,6 24 4
| 14 8,7 246 11,2 19,7
{ 15 5,6 7.3 16,5 10,5
16 7.9 10,8 17,4 12,8
17 8,7 8,9 6,2 13.5
18 45 7.3 53 6,9
| 19 49 8.9 62 10,1
20 54 18,5 6,1 13,8
21 6,9 9.4 5.5 15,0
22 75 11,7 7,5 17,8
23 8,2 13,4 9,1 18,4
24 3,7 3,2 2.3 6,3
25 4.2 45 2,7 59
26 57 6,5 3.5 7,6
27 7,8 23,2 8,1 32,0
28 9,2 22,4 7.8 35,0
29 8,4 22,6 7,5 37,0
30 7,9 23,4 8,4 31,5

O " imeeer s Arnres

TED A



Barbosa da Silveira, A. A. Producéo de astaxantina por mucor javanicus (UCP 69), 69
utilizando meio definido e residuo industrial (milhocina e quirera de milho)

Tabela 4: ANOVA para a variavel resposta produgdo de astaxantina submetida a iluminagao
com Leds azul

Efeito Soma g.l Média F-calculado Valor de P
quadratica quadratica

(1) Meio (L) * 4633,071 1 4633,071 117,9197 0,000000
Meio (Q) * 200,684 1 200,684 5,1077 0,028299
(2) % Meio (L) * 221,861 1 221,861 5,6467 0,21440
% Meio (Q) * 529,360 1 529,360 13,4731 0,000597
(3) Tempo (L) * 288,773 1 288,773 7,3498 0,009221
Tempo (Q) 81,567 1 81,567 2,0760 0,155989
Erros 1925,213 49 39,290 - -

Total (corrigidos)  7854,262 55 -

*valores de p abaixo de 5%; R* = 0,75488; R®,justado = 0,72487 (para g. I ); g.l. = graus de
liberdade.

Tabela 5: Coeficiente de regressao para a variavel resposta producdo de astaxantina submetida
a iluminagao com Leds azul

Efeito Soma Média t (49) p -95% lim. +95% lim.
quadr. quadr. de conf. de conf.
Mean/Intero 23,2812 2,011110 11,5763  0,000000 19,2397 27,32265
(1) Meio (L) * -11,3444  1,044696 -10,8591 0,000000 -13,4438 -9,24505
Meio (Q) * 3,9674 1,755441 2,2600 0,28299 0,4397 7,49504
(2) % Meio (L) -2,4825 1,044696  -2,3763 0,21440 -4,5819 -0,38310
% Meio (Q) -6,4435 1,755441  -3,6706 0,00597 -9,9712 -2,91579
(3) Tempo (L) * 2,8322 1,044696 2,7110 0,009221 0,7328 4,93162
Tempo (Q) -2,5393  1,755441  -1,4408 0,155989 -6,0570 0,99838

*valores de p abaixo de 5%; R® = 0,75488; R%,jstado = 0,72487
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Tabela 6: ANOVA para a variavel resposta producdo de astaxantina produzida por Mucor
Jjavanicus crescido sem interferéncia de luz

Efeito Soma g.l Média F-calculado Valor de P
quadratica quadratica

(1) Meio (L) * 525,938 1 525,9378 17,62728 0,000013
Meio (Q) * 199,673 1 199,6732 6,69223 0,012703
(2) % Meio (L) * 141,214 1 141,2136 4,73290 0,034444
% Meio (Q) 29,291 1 29,2906 0,98170 0,326647
(3) Tempo (L) * 143,600 1 143,6003 4,81289 0,033021
Tempo (Q) 36,805 1 36,8050 1,23356 0,272138
Erros 1461,993 49 29,8366 - -

Total (corrigidos)  2566,970 55 - -

*valores de p abaixo de 5%; R* = 0,43046; R%justaco = 0,36072 (para g.l); g.I. = graus de
liberdade.

Tabela 7: Coeficiente de regressdo para a variavel resposta producdo de astaxantina sem
interferéncia de luz

Efeito Soma Média t (49) p -95% lim.  +95% lim.
quadr. quadr. de conf. de conf.

Mean/Intero 19,68382 1,752545 11,23157 0,000000 16,16195 23,20569
(1) Meio (L) * -3,82222  0,910381 -4,19849 0,000113 -5,65170  -1,99274
Meio (Q) * -3,95735 1,529747 -2,58693 0,012703 -7,03149 -0,88321
(2) % Meio (L) * -1,98056 0,910381 -2,17552 0,34444  -3,81004 -0,15108
% Meio (Q) -1,61569  1,629747  -0,99081 0,326647 -4,58983 1,55845
(3) Tempo (L) * 1,99722  0,910381 2,19383 0,33021 0,16774 3,82670
Tempo (Q) -1,69902  1,529747 -1,11065 0,272138 -4,77316 1,37512

*valores de p abaixo de 5%; R® = 0,43046; Rza,-ustado =0,36072
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Valores simulados

Figura 1: Valores simulados e experimentais da variavel astaxantina
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Figura 6: Superficie de contorno do modelo da variavel resposta

astaxantina em culturas de Mucor javanicus crescidas sob influéncia
de LEDs azul
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Figura 7: Superficie de resposta de astaxantina em culturas de Mucor
Jjavanicus crescidas na auséncia de luz
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Figura 8: Superficie de contorno do modelo da variavel resposta
astaxantina em culturas de Mucor javanicus crescidas na auséncia de
luz.
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CONCLUSOES GERAIS

A utilizacido de rejeitos industriais como a milhocina e a quirera, poluidores ambientais

possuem potencial para a producao de astaxantina;

A milhocina aumentou a producdo de astaxantina, principalmente na concentracado de
4%;

A milhocina aumentou a produgédo de astaxantina, principalmente na concentracédo de

quirera na concentracao de 4%;

A combinacado de milhocina com quirera foi favoravel a producdo de astaxantina,
principalmente na concentracido de 7%;

A luz azul interfere diretamente na sintese de astaxantina;

As analises no Statistica 5.0, demonstram que os resultados obtidos sdo o primeiro
passo para uma otimizacdo da producdo de astaxantina pelos meios econdmicos
utilizados, entretanto outros estudos sdo necessarios para obtencdo da produtividade
maxima de astaxantina por M. javanicus.

As analises realizadas no Statistica 5.0, demonstram que os resultados obtidos sdo o

primeiro passo para uma otimizacdo da produgdo de astaxantina pelos meios
econdémicos utilizados.
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