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RESUMO GERAL

Os carotendides sdo substincias naturais que podem ser sintetizados por plantas e micro-
organismos. Recentemente houve um aumento do interesse da producdo de corantes naturais por
processos biotecnoldgicos de fontes bioldgicas devido a preocupagdo com o uso de aditivos
quimicos nos alimentos. A astaxantina € um dos principais carotendides amplamente utilizado na
inddstria e na aquicultura, além disso, possui um importante papel na diminuicdo do risco de
varias doengas degenerativas devido ao seu alto poder antioxidante. Neste trabalho foi estudada a
producdo de astaxantina por Mucor circinelloides utilizando o meio definido Hesseltine e
Anderson e o residuo agroindustrial melaco de cana-de-agucar, nas concentracdes de 4%, 7% e
10% na presenca e auséncia de LED’s azul. O indculo foi obtido a partir do M. circinelloides ap6s
5 dias de crescimento no meio BDA (Batata—Dextrose—Agar), a 28°C, 96 horas, 120 rpm. Apds a
selecao da melhor concentracdo os frascos contendo melaco de cana-de-agicar foram incubados
em shaker orbital sob diferentes temperaturas (25, 30 e 35°C), pH (6,0, 7,0 e 8,0) e agitacao (120,
135 e 150 rpm) por 96h sob iluminacdo com LED’S de cor azul e no escuro, segundo um
planejamento fatorial 2° com quatro repeticdes no ponto central. Apds o processo fermentativo, a
astaxantina foi extraida da biomassa, utilizando uma solucdo de dimetilsulféxido/acetona. Em
seguida foi pré-purificada em éter de petréleo e analisada por espectrofotometria UV-visivel (474
nm). A partir do ponto maximizado do planejamento fatorial foi realizada a determinacdo do peso
seco, pH, proteinas totais, assim como teste de toxicidade e de atividade antioxidante da
astaxantina obtida. A produg¢ao de astaxantina utilizando o meio Hesseltine e Anderson apresentou
rendimento de 142,0 pg/g sem influéncia de LED’s azul e 340,1 pug/g quando se utilizou LED’s
azul, com um aumento da produ¢do de aproximadamente 42%. A melhor condi¢do para a
producido de astaxantina com melago de cana-de-agucar deu-se na concentra¢io de 4% na auséncia
(32,7 ug/g) e presenca de LED’s azul (134,4 ug/g) durante 96h, 120 rpm a 25°C. De acordo com o
planejamento fatorial 2% 0 ponto maximo de produgdo foi obtido a 30°C, pH 7,5 e 100 rpm com
cerca de 469,0 pug/g na auséncia de LED’s azul e 667,6 ng/g na presenca de LED’s azul,
aumentando em aproximadamente 89% a produgdo. A astaxantina obtida por M. circinelloides
apresentou baixa toxicidade frente a Artemia salina na concentracdo de 25% e potencial de
inibicdo dos radicais livres de cerca de 92% nos indices testados. O residuo agroindustrial melago
de cana-de-agicar possui potencial para a producdo de astaxantina por M. circinelloides
principalmente na concentra¢do de 4%. Os resultados apresentados demonstram que a utiliza¢ao
de LED’S azul pode aumentar significativamente o teor de astaxantina produzida pelo M.
circinelloides.

Palavras-chave: Carotendides, Astaxantina, Mucor circinelloides, Melago de cana-de-agucar.



ABSTRACT

Carotenoids are natural substances that can be synthesized by plants and micro-organisms.
Recently there has been increased interest in the production of natural colorants for
biotechnological processes from biological sources due to the concern over the use of chemical
additives in foods. Astaxanthin is a carotenoid major widely used in industry and aquaculture, in
addition, has an important role in reducing the risk of various degenerative diseases due to its high
antioxidant power. In this study the production of astaxanthin by Mucor circinelloides using
Hesseltine and Anderson medium and agroindustrial sugar cane molasses, at concentrations of
4%, 7% and 10% in the presence and absence of blue LED's. The inoculum was obtained from M.
circinelloides after 5 days of growth in PDA (Potato Dextrose Agar) at 28 ° C, 96 h, 120 rpm.
After selecting the best concentration, vials containing sugar cane molasses, were incubated in
orbital shaker at different temperatures (25, 30 and 35 ° C), pH (6.0, 7.0 and 8.0) and agitation
(120 , 135 and 150 rpm) for 96 hours under illumination with blue LED's and in the dark,
according to a 2% factorial design with four replications at the center point. After the fermentation,
the astaxanthin extracted from biomass, using a solution of dimethylsulfoxide / acetone. Then it
was prepurified in petroleum ether and analyzed by UV-visible spectrophotometry (474 nm).
From the point of maximized factorial design it became to be possible to determine the dry
weight, pH, total index of protein, as well as test the toxicity and antioxidant activity of
astaxanthin obtained. Production of astaxanthin using Hesseltine and Anderson medium had a
yield of 142, 0 ug/g without influence of blue LED's 340, 1 ug/g when using blue LED’s with an
increased production of approximately 42%. The best condition for the production of astaxanthin
with sugar cane molasses took place in a concentration of 4% in the absence (32, 7 ug/g) and
presence of blue LED’s (134, 4 pg/g) for 96h, 120 rpm at 25 ° C. According to the 2° factorial
design point maximum Yyield was obtained at 30 ° C, pH 7.5 and 100 rpm to about 469,0 ug/g in
the absence of blue LED's and 667,6 pug/g in presence of blue LED’s, increasing by approximately
89% production. Astaxanthin produced by M. circinelloides showed low toxicity against Artemia
salina at a concentration of 25% and inhibition potential of free radicals from about 92% over the
rates tested. The agroindustrial sugar cane molasses has potential for production of astaxanthin by
M. circinelloides mainly on the concentration of 4%. The results show that using blue LED's can

significantly increase the amount of astaxanthin produced by M. Circinelloides.

Key-words: Carotenoids, Astaxanthin, Mucor circinelloides, sugar cane molasses.
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1. INTRODUCAO

Os carotendides sdo pigmentos naturais responsdveis pelas cores amarelas, laranja e
vermelho, utilizados nas industrias alimenticia, farmacéutica, de cosméticos e racdo (VALDUGA et
al., 2009, AKSU; EREN, 2007). Também sao encontrados em bactérias, leveduras e fungos
filamentosos, protegendo tais organismos de danos gerados pela luz e oxigénio (NI et al., 2005).
Além de colorir, os carotendides possuem atividades bioldgicas importantes destacando-se a
inibicdo de doencgas onde os radicais livres apresentam papel fundamental, como arteriosclerose,
catarata, degeneracdo macular, esclerose multipla, cancer, doengas degenerativas e cardiovasculares
(MALDONADE et al., 2007; NI et al., 2008).

A producido biotecnolédgica de carotendides atualmente é uma drea de intensa investigacao
devido a possibilidade da obten¢do de compostos de origem natural em escala industrial (LIU; WU,
2007). Ha algumas décadas as condi¢des ambientais e os estimulantes da carotenogénese sao
utilizados, a fim de melhorar a producao de carotendides e avaliar os micro-organismos produtores
de pigmentos (microalgas, fungos, bactérias). A composi¢ao do meio de cultivo, tais como fonte de
carbono e nitrogénio, presenca de metais e sais, € agentes quimicos, sdo fatores que necessitam de
investigacdo para um aumento na producdo. Além disso, as condi¢des ambientais também merecem
atencdo como luminosidade, agitacao, aeracdo e pH (LIU et al., 2006).

A astaxantina (3,3’-dihidroxi-4,4’-diceto-pB-caroteno) € um carotenoide oxigenado, de
coloragdo rosa alaranjado, amplamente distribuido na natureza. E um dos maiores pigmentos da
familia dos carotendides usado para prover a coloragdo caracteristica em alguns pdssaros,
crustdceos (camardo e lagosta), peixes (truta e salmio), passaros (flamingo), algas, leveduras, e
fungos filamentosos (NI et al., 2008). Nos udltimos anos houve um aumento no interesse na
producdo de astaxantina, principalmente por via biotecnoldgica, através de micro-organismos como
algumas microalgas e fungos, visto que possui alto valor no mercado e um aumento na demanda de
producdao (FONSECA et al., 2011). A acumulacdo de astaxantina pelos micro-organismos pode ser
induzida sob condicdes de estresse, como deficiéncia de nutrientes, alta intensidade de luz,
suplementacdo com luz azul e a adi¢do de suplementos oxidativos no meio (LABABPOUR et al.,
2004).

Estudos sugerem que a astaxantina pode ser aproximadamente 1000 vezes mais eficiente
como antioxidante do que a vitamina E, e possui uma capacidade de 100-500 vezes maior em

combater radicais livres quando comparada com o o- tocoferol (LIM et al., 2002). Além disso, atua
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como inibidora da atividade do oxigénio livre, pelo menos 10 vezes mais que o B-caroteno
(NAGUIB, 2000).

Entre os grupos de fungos produtores de carotenos, atencdo especial tem sido dada ao
subfilo Mucoromycotina (HIBBET et al., 2007). Os carotendides sdo metabdlitos secundérios
acumulados durante o crescimento micelial em culturas tipicas de Mucor circinelloides (TIEGH.,
1875). Pesquisas realizadas com mutantes de Mucor circinelloides constataram que o aparecimento
de carotendides ocorre na fase estaciondria e com uma producdo méixima depois de 3 dias em
culturas tipicas de Mucor circinelloides, mas em 4 dias em espécies deficientes em carotendides
(FRASER et al., 1996). De acordo com Papp et al., (2006) o Mucor circinelloides apresenta
caracteristicas morfol6gicas importantes aplicadas a estudos sobre a producdo de carotendides.

O Brasil € conhecido por seu grande potencial de produgdo de recursos renovaveis tais como
produtos agricolas, florestais e residuos agroindustriais. Contudo, esses produtos podem apresentar
elevados  problemas ambientais por serem  considerados  potenciais  poluentes.
Nos ultimos anos diversos subprodutos e matérias-primas da inddstria de alimentos e/ou da
agroindustria t€ém sido empregados para a producdo de proteinas isoladas, dcidos organicos, etanol,
enzimas e metabolitos secunddrios biologicamente importantes, devido ao apelo ecoldgico, alta
disponibilidade e baixo custo. Dentre estes, destacam-se o melaco de cana-de-agicar a qual tem
sido comumente direcionado para producdo de racdo animal ou simplesmente depositado no solo.
Além disso, pode ser utilizado como fonte de extracdo de outros componentes com alto valor
agregado ou como meio de cultivo nos processos fermentativos, em virtude do alto teor de actcares,
nitrogé€nio, vitaminas, zinco, manganés e cobre (CAZETTA et al., 2005).

Neste contexto, o objetivo do presente trabalho foi investigar a produgdo de astaxantina sob
a influéncia de luz azul e com auséncia de fonte luminosa a partir de Mucor circinelloides
utilizando meio definido Hesseltine e Anderson e o melago de cana-de-agticar como substrato
alternativo. Assim, foram analisadas as condi¢des da cultura, tais como: temperatura, pH e
agitacdo, visando a maximizacdo da producdo de astaxantina com o meio de melaco de cana-de-
actcar, obtencdo de parametros cinéticos de crescimento e de producdo, além da avaliacdo da

toxicidade e atividade antioxidante da astaxantina obtida.
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2. FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 Carotenoides

2.1.1 Consideracoes gerais sobre a producio de caroten6ides

Existe atualmente nas industrias de alimentos uma forte tendéncia pela substituicio de
corantes e aditivos sintéticos por produtos naturais, por serem estes considerados seguros e menos
susceptiveis a efeitos adversos. Diferente dos corantes naturais, seus suceddneos sintéticos
possibilitam facil padronizacdo associado ainda a uma maior disponibilidade. Entretanto, a
utilizacdo de corantes artificiais nos alimentos tem sido questionada, especialmente pelo uso de
compostos derivados de petréleo. Na década de 70 pesquisas constataram que muitos dos corantes
sintéticos empregados na indudstria apresentavam-se como potenciais causadores de doencas
degenerativas como cancer (SANDI et al., 2003).

No entanto, devido a preocupagdo com o uso de aditivos quimicos em alimentos, houve um
crescente interesse nos carotendides obtidos naturalmente por processos biotecnoldgicos. Segundo
Silva (2004), a producgdo biotecnolégica de carotendides vem se destacando devido a fatores tais
como: possibilidade de utilizacdo de substratos de baixo custo para a bioproducdo; denominagdo de
substancias naturais, pequeno espaco para producdo, ndo estando sujeita as condicdes ambientais
como clima, estagdo do ano ou composicao do solo, e controle das condicdes de cultivo.

Destacam-se ainda os esfor¢os para tornar os corantes soliveis em dgua. Isso € possivel com
o encapsulamento dos corantes em bases de amido, gomas e gelatinas, tornando-os uma emuls3o.
Isso amplia o uso para outros produtos, tendo em vista que a maior parte deles, sobretudo os
carotendides e antraquinonas, sdo apenas lipossoliveis (MEINICKE, 2008).

Em 2002, foi descrito que apenas oito dos aproximadamente 700 carotendides de ocorréncia
natural podiam ser produzidos sinteticamente ou em escala industrial, como, B-caroteno, (3R-3"R)-
zeaxantina, cantaxantina e astaxantina (ERNST, 2002). Os pigmentos carotendides sao utilizados
comercialmente como corantes em alimentos, suplementos de ragdo animal, cosméticos € com
propositos farmacéuticos (VERDOES et al., 2003).

Somente os aditivos de cor que estdo registrados no Code of Federal Regulations (CFR)

podem ser usados legalmente nos Estados Unidos para promover a coloragdo do salmao e outros
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animais utilizados como alimento. A astaxantina foi recentemente relacionada pelo Food and Drug
Administration (FDA) como um aditivo para pigmentar somente a carne de salmonideos e o limite
permitido foi de 8 mg de pigmento por quilograma de alimento para peixe. A cantaxantina estd
registrada no CFR como um aditivo de cor, mas ainda nao foi aprovada pelo FDA (VALDUGA et
al, 2009).

De acordo com os estudos de mercado publicados em 2008 pela Business Communications
Company, em 2010 o comércio global de carotendides chegou a 1,2 bilhdes de ddlares e espera-se
que marca de 1,4 bilhdes de délares em 2018, com taxa de crescimento anual de 2,3%. Atualmente,
o carotendide de maior consumo € o B-caroteno, com 32% do mercado, e na segunda posi¢ao estd a
astaxantina, com 28%. Estima-se que os valores comercializados para a astaxantina atinjam 253
milhdes de délares em 2015, o que representa um crescimento de 1,8% ao ano. O preco de mercado,
por grama, é em torno de R$ 57 para o B-caroteno, e R$ 633 para a astaxantina, ja um miligrama de

zeastaxantina chega a custar R$ 1690 (BCC, 2011).

2.1.2 Estrutura e biossintese dos carotendides

Os carotendides sdo compostos isoprendides (CsoHsg), constituidos por oito Cs-isoprenos
unidos, possuindo um esqueleto central com 22 dtomos de carbono e 2 caudas com 9 carbonos cada
uma, resultando numa molécula que contém em sua estrutura um hidrocarboneto com ligacdes
duplas conjugadas, as quais sdo responsdveis por muitas de suas propriedades e acgdes
(RODRIGUEZ-AMAYA; KIMURA, 2004). O sistema de duplas ligacdes conjugadas serve como
croméforo, ou seja, confere a habilidade de absorver luz na regido do visivel. Sdo necessarias,
aproximadamente, sete ligacdes duplas conjugadas para que o carotendide apresente coloracdo.
Esse sistema também confere a estes pigmentos alta reatividade quimica, podendo ser facilmente
isomerizados e oxidados durante a exposicdo ao 4cido, calor ou luz, especialmente quando
armazenados na presenca de oxigénio (RODRIGUEZ-AMAYA; KIMURA, 2004; DAMODARAN
et al., 2010).

Dependendo da presenca ou ndo de anéis em suas moléculas, eles podem ser classificados
como carotenoides ciclicos (Figura 1) ou aciclicos (Figura 2), como também podem ser divididos
em carotenos (contém apenas carbono e hidrogénio) e xantofilas (apresentam também o oxigénio
em sua estrutura, como epoxi, hidroxila, carbonila, e outros grupos carboxilicos). Quando em suas
fontes naturais, podem estar livres ou associados a outros compostos, como dcidos graxos, agtcares

e proteinas (DAMODARAN et al., 2010).
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Em sua maioria sdo encontrados na configuracdo frans, devido a sua alta estabilidade,
comparada a forma cis (NUNES; MERCADANTE., 2007). Estes compostos sdo insoliveis em
dgua e moderadamente soliveis em Oleo a temperatura ambiente. O aumento da temperatura do

6leo aumenta a sua solubilidade (DELGADO —VARGAS et al., 2000).
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Figura 1 — Estrutura de carotenéides ciclicos

(RODRIGUEZ-AMAYA, 2001)
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Figura 2 — Estrutura de carotendides aciclicos
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Os carotendides sdo sintetizados somente pelas plantas e micro-organismos e sua biossintese
em plantas tem sido estudada hd mais de 50 anos. A primeira etapa da biossintese do carotendide
envolve a formagdo de geranil-geranil pirofosfato e na sua conversio em fitoeno
(7,8,1 1,12,7',8/,1 1 ',12/—octahidr0 —, y-caroteno), através da acao da enzima fitoeno sintetase. Esse
primeiro caroteno nao apresenta coloragcdo, contudo, através de uma série de desidrogenacoes,
outros carotenos sdao formados (ZEB; MEHMOOD, 2004). A figura 3 apresenta um diagrama
representativo da biossintese geral dos carotendides.

A biossintese até fitoeno, pode ser dividida em trés etapas: a) a formacdo de isopentenil
pirofosfato (IPP), b) conversao de IPP para geranil pirofosfato (GGPP), e ¢) a condensagao de duas
moléculas de GGPP para formar fitoeno, o qual é o precursor da maioria dos carotendides

(BRAMLEY, 1992).
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Figura 3 — Diagrama geral da biossintese de carotendéides (MARGALITH, 1999)
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2.1.3 Propriedades e funcoes dos carotenoides

Os carotendides sdo pigmentos naturais responsdveis pelas cores amarelas, laranja e
vermelho, utilizados nas industrias alimenticia, farmacéutica, de cosméticos e racao (VALDUGA et
al., 2009, AKSU; EREN, 2007). Estes pigmentos sdo largamente utilizados como corantes para
recuperar a cor perdida durante o processamento e armazenamento dos alimentos, bem como
padronizar as cores de alguns produtos. Quando dispersiveis em dgua podem ser empregados em
refrigerantes, sorvetes, sobremesas, sopas, produtos carneos, bem como na alimenta¢do natural
(PRIAMO et al., 2010).

Também sdo encontrados em bactérias ndo fotossintetizantes, leveduras e fungos
filamentosos, protegendo tais organismos de danos gerados pela luz e oxigénio (NI et al., 2005).
Sao pigmentos altamente coloridos, insaturados e lipofilicos, apresentando uma variedade de cores
desde o amarelo até o vermelho. Os carotenoides sdo responsdveis pela coloracdo apresentada por
muitos insetos, passaros, peixes e crustdceos. Por exemplo, sdo responsaveis pelas cores do salmao,
da truta e do peixe dourado, pela plumagem rosa dos flamingos e, pela mudanga de cor da lagosta,
quando submetida ao aquecimento, em funcdo da liberacdo de um carotenoide, astaxantina, que esta
inicialmente associado a uma proteina (CARDOSO, 1996).

Os efeitos benéficos desses compostos sdo largamente conhecidos e inclui refor¢co da
resposta imunoldgica, possivel papel na prevencdo de doengas como arteriosclerose, cancer de pele
e de préstata e doengas cardiovasculares, regulacdo do sistema digestivo, do crescimento e da
concentracdo de acgucar no sangue e dos niveis de colesterol. Tais substancias estdo ainda associadas
ao reforco da protecdo da pele aos danos dos raios ultravioleta, possuem a¢do antioxidante (devido
as suas multiplas agdes duplas conjugadas) e atividade pré-vitaminica A (FRASER; BRAMLEY,
2004).

A funcdo bioldgica mais pesquisada e conhecida em seu papel nutricional € o de atividade
precursora de vitamina A, que possui muitas fun¢des aos sistemas vitais e € fornecida através da
dieta como pro-vitamina A, proveniente de alimentos de origem animal (figado, ovos, peixes, leites
e carnes) ou como carotendides 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 pr6-vitamina A (MOREN et al., 2002; ANDRADE, 2003). A deficiéncia desta vitamina € a
maior causa de mortes pré-maturas em nagdes em desenvolvimento, particularmente entre criangas

(BRITTON, 1992)
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2.1.4 Astaxantina (AST)

A astaxantina (3, 3’ - diidroxi-3, B-caroteno-4, 4° diona) é um oxicarotendide com férmula
molecular C40Hs,0O4 € peso molecular de 596,86 mol. Na forma cristalina e pura, aparece como um
p6 fino de coloracao escura violeta amarronzada. Seu ponto de fusdo é de aproximadamente 497.15
K. E insolivel em solucdo aquosa, podendo ser dissolvida 2 temperatura ambiente em
diclorometano, cloroférmio, acetona, dimetilsulféxido e outros solventes ndo polares. Seu espectro
de absorcdo representa um polieno conjugado, com Amax de 489 nm em cloroférmio, 478 nm em
etanol e 480 mm em acetona (JOHNSON; AN, 1991). Além disso, dessas caracteristicas a
astaxantina apresenta alto valor para o mercado farmacéutico e industrias alimenticias (GUERIN et
al., 2003). Pode ser produzida comercialmente por sintese quimica, fermentacdo ou isolada em
pequenas quantidades providas de fontes naturais (LEE; SCHMIDT-DANNERT, 2002).

Apesar de ser encontrada em diversos animais, principalmente marinhos, a astaxantina nio é
sintetizada por estes seres e deve, portanto, ser adquirida através da dieta. (GUERIN et al, 2003).
Atualmente, a astaxantina € comercializada como suplemento alimentar, principalmente na
aquicultura de salmao (Salmo salar) e crustdceos (camardes e lagostas). A AST pode ser adquirida
comercialmente na forma de extrato da alga verde unicelular Haematococcus pluvialis (YUAN,;
CHEN, 2000).

A astaxantina possui dois carbonos assimétricos nas posi¢cdes 3 e 37, e pode existir em
quatro configuracdes, incluindo os enantidmeros 3S,3°S e 3R,3'R e formas meso 3R3°S e 3'R,3S.
Todas essas configuracdes podem ser encontradas em fontes naturais de astaxantina, dentro de uma
mesma espécie ou em espécies diferentes (JOHNSON; AN, 1991). A Figura 4 apresenta a estrutura

da molécula de astaxantina.

oH
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Figura 4 — Estrutura molecular da astaxantina (FONTANA, 2000)

A biossintese da AST, iniciada pelo isopentenil pirofosfato, estende-se a partir da formagao
do B-caroteno. Apds a geracdo deste, devido a acdo das enzimas B-caroteno hidroxilase e 3-caroteno
oxigenase, os grupos hidroxila e carboxila sdo adicionados aos anéis do carotendide (Figura 5)

(EONSEON; LEE; POLLE, 2006).
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Figura 5 — Esquema da biossintese da AST, destacando as principais enzimas e seus produtos

(MANO, 2008)

Dentre as propriedades benéficas da astaxantina destaca-se a ag@o curativa para muitos
problemas de saide e ainda protecdo contra radicais livres, peroxidacdo lipidica, danos oxidativos
ao colesterol LDL, oxidacdo de 4cidos graxos poli-insaturados essenciais e protecdo contra os
efeitos da luz UV, membranas celulares e tecidos (HU et al., 2006).

Como os demais carotendides, a AST pode prover fotoprotecdo as membranas onde se
encontra associada ao captar o excesso de radiacdo, dissipd-la na forma de calor e, assim, evitar
danos peroxidativos a biomoléculas (DNA, acticares, proteinas, lipidios) (MIKI, 1991). Do mesmo
modo, em organismos fotossintetizantes, carotendides apresentam a importante fun¢do de captar
radiacdo luminosa e transferir essa energia para clorofila, participando assim da fase clara da
fotossintese (CUNNINGHAM; GANTT, 1998). Apesar de poder participar da fotossintese, a AST €
um carotendide secunddrio, ou seja, ndo é essencial para a realizagdo do processo fotossintético,
diferentemente, por exemplo, do B-caroteno. Além disso, a AST também é um importante pigmento
para coloracao de algumas plantas e algas (CUNNINGHAM; GANTT, 1998).

O valor de mercado da astaxantina sintética rende cerca US $ 200 milhdes por ano, e 0s
maiores produtores sdio DSMin Holanda, a BASF na Franc¢a e na China NHU. O estimado custo de
produgdo é cerca de US $ 1000/kg, e o pre¢o de mercado estd acima $ 2000/kg. Embora a sintese
quimica proporcione uma fonte estivel de astaxantina em grandes quantidades, existem ainda

preocupacdes sobre as suas fungdes bioldgicas e seguranca alimentar (MILLEDGE, 2010).
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E possivel encontrar no mercado a astaxantina para consumo humano em formas de cdpsulas
ou tabletes, em concentracdes que variam de 1 mg a 4 mg, as quais indicam serem capazes de
conferir atividade antioxidante e aumentar a imunidade, energia, forca cardiovascular e a protecao
natural da pele. Os precos variam de 10 a 30 ddlares para embalagens contendo 60 unidades, de

acordo com a marca e concentracdo (CALIBEX, 2008).

2.1.4.1 Atividade antioxidante da astaxantina

Antioxidantes sdo substancias que retardam a velocidade da oxidacdo, através de um ou
mais mecanismos, tais como inibi¢do de radicais livres e complexacao de metais (PIETTA, 2000).
Eles podem ser sintéticos ou naturais e, para serem utilizados em alimentos, devem ser seguros para
a saude. Alguns dos antioxidantes sintéticos mais importantes sao hidroxianisol de butila (BHA) e o
hidroxitolueno de butila (BHT) e entre os naturais destacam-se 4cido ascérbico, vitamina E e [-
caroteno (RICE-EVANS et al., 1996). Estudos toxicoldgicos tém demonstrado a possibilidade de
esses antioxidantes apresentarem efeito téxico, e o Joint Expert Committee on Food Aditives
(JECFA) da Food and Agriculture Organization (FAO) e World Health Organization (WHO) t€ém
alterado nos ultimos anos a ingestdo didria aceitdvel (IDA) destas substancias como resultado de
algumas pesquisas cientificas (SOARES, 2002).

Tendo em vista os indicios de problemas que podem ser provocados pelo consumo de
antioxidantes sintéticos, as pesquisas tém sido dirigidas no sentido de encontrar produtos naturais
com atividade antioxidante, os quais permitirdo substituir os sintéticos ou fazer associacdo entre
eles, com o intuito de diminuir sua quantidade nos alimentos (CABRAL, 2012).

A astaxantina tem sido reportada como um eficiente interceptador de radicais peroxila
(ROQO’) e alcoxila (RO’), intermedidrios regulares do processo de lipoperoxidacdo de membranas
naturais ou sistemas biomiméticos lipidicos (lipossomos, micelas, etc.) (BARROS et al., 2000). Tal
propriedade da astaxantina é 10 vezes maior que a do B-caroteno e até 500 vezes maior que a da
vitamina E. Entretanto, em funcio de ser uma molécula altamente saturada, a astaxantina pode ser
facilmente degradada pela luz e calor, o que pode causar a perda das propriedades bioldgicas
(CHEN et al., 2007).

A astaxantina apresenta propriedades antioxidantes, as quais sdo devidas a sua estrutura
especial, com 11 duplas ligagdes carbono-carbono conjugadas. Nos anéis B da astaxantina, estdo
dispostos dois grupamentos hidroxilas (posi¢des 3 e 3’) e dois grupamentos carbonila (posi¢des 4 e

4”), que lhe conferem caracteristicas mais hidrofilicas se comparada com outros carotendides
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tipicos. Em termos de disposi¢c@o espacial em membranas, a astaxantina se distribui de uma forma
quase perpendicular em relacdo a superficie da membrana (Figura 6), com as duas extremidades em
contato com a dgua. A astaxantina pode interceptar diretamente ERON/ERNS, através de reacoes de
transferéncia de elétrons ou de hidrogénio em duplas ligacdes (SHIBATA et al.,, 2001). Estes
ERO(s) sdo gerados no percurso normal do metabolismo do oxigé€nio, mas podem ser intensificados
apds 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 é o envelhecimento e consequentemente, a morte celular

(FONTANA et al., 2000).
7
ki

Figura 6 — Esquema ilustrando a disposi¢ao espacial da

astaxantina na bicamada lipidica (MANO, 2008)

T 4,

2.2 Micro-organismos produtores de carotendides

Os carotendides podem ser biossintetizados por micro-organismos fotossintetizantes como,
por exemplo, algas e cianobactérias (azuis e verdes), e por micro-organismos nao fotossintetizantes,
como bactérias, fungos filamentosos e leveduras (JOHNSON; SCHOROEDER, 1995).

Micro-organismos e microalgas produtores de pigmentos sdo comuns na natureza. Entre as
moléculas produzidas estdo carotendides, melaninas, flavinas, quinonas e mais especificamente
monascinas, violaceinas, ficocianinas ou indigo. Entretanto, existe um longo caminho dos
laboratdrios até os mercados uma vez que somente cinco sao produzidos em escala industrial. O
mais antigo é o angkak ou koji vermelho, arroz transformado pelo fungo Monascus, usado na Asia
por séculos como colorante de alimentos para vinho de arroz vermelho, queijo de soja vermelho,
produtos de carne e de peixes. A primeira histdria de sucesso na Europa na produgdo de pigmentos
por micro-organismos foi a utilizacdo do fungo Blakeslea para a produgdo de B-caroteno. O
diretério geral para saude e protecdo dos consumidores da Unido Europeia considera que o [-

caroteno produzido por essa via € equivalente ao material sintetizado quimicamente e € aceitavel
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para uso como agente colorante em alimentos. Entre as microalgas, existem duas histérias bem
sucedidas para a produgdo eficiente de carotendides, o B-caroteno usando Dunaliella e a astaxantina
usando Haematococcus (DUFOSSE et al., 2005).

A descoberta da Phaffia em meados da década de 60 e a elucidacdo 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 sdo Xanthophyllomyces
dendrorhous e Rhodotorula sp., que se destacam pela alta concentragdo de astaxantina e toruleno,
respectivamente. Recentemente, devido as modernas técnicas de biologia molecular, Phaffia
rhodozyma foi reclassificada e renomeada como Xanthophyllomyces dendrorhous
(MALDONADE, 2003).

Entre os grupos de fungos produtores de carotenos, atencdo especial tem sido dada ao
subfilo Mucoromycotina, representados por um grupo de seres saprébios que utilizam matéria
vegetal ou animal como substrato. (HIBBET et al., 2007). Na tabela 1, estdo descritos alguns
carotendides produzidos por fungos.

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

Técnicas cldssicas sdo 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 exdgenos, tornam o
Mucor circinelloides mais receptivo para técnicas moleculares em comparagdo com outros

Zygomycetes tradicionalmente utilizados (FRASER et al., 1996)
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Tabela 1 — Micro-organismos produtores de carotendides
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Espécies Carotendides principais Autores
Cianobactérias
Anabaena variabilis Cantaxantina Johnson; Schroeder (1995)
Aphanizomenon flos-aquae Cantaxantina Johnson; Schroeder (1995)
Nostoc commune Cantaxantina Johnson; Schroeder (1995)
Algas verdes
Chlorela pyrenoidosa Luteina Johnson; Schroeder (1995)
Dictycoccus cinnabarinus Cantaxantina Johnson; Schroeder (1995)
Haematococcus pluvialis Astaxantina Johnson; Schroeder (1995)
Spongiococcum excetricum Luteina Johnson; Schroeder (1995)
Dunaliella salina B-caroteno Aguilar et al., (2004)

Fungos filamentosos e leveduras
Blakeslea trispora

[-caroteno e licopeno

Johnson; Schroeder (1995)

Dacrymyces deliquescens Luteina Johnson; Schroeder (1995)
Phaffia rhodozyma Astaxantina e f-caroteno Liu et al., (2006)
Rhodotorula graminis. Toruleno Buzzini et al., (2005)

Rhodotorula mucilaginosa

Rhodotorula glutinis

Toruleno, torularrodina e f-
caroteno

Toruleno, torularrodina e f-
caroteno

Bhosale; Grade (2001)

Buzzini; Martini (1999)

Sporobolomyces roseus Torularrodina, B-caroteno, | Davoli ez al., (2004)
toruleno
Xanthophyllomyces dendrorhous
Astaxantina Hu et al., (2006)
Bactérias
Mycobacterium revicaie Cantaxantina Johnson; Schroeder (1995)
Mycobacterium lacticola Johnson; Schroeder (1995)
Rhodococcus maris Astaxantina Johnson; Schroeder (1995)
Streptomyces chrestomyceticus Johnson; Schroeder (1995)
Cantaxantina
Xantofilas

2.3 Fatores que influenciam a bioproducao de carotenéides

A possibilidade da produgdo de corantes naturais em escala industrial e o elevado valor dos
produtos tornam a produgdo biotecnoldgica de carotenoides uma drea de intenso estudo. A
produtividade de um bioprocesso em um dado sistema depende das condi¢des nutricionais e fisicas
da cultura, afetando ndo somente o crescimento celular como a produgdo de pigmento (LIU; WU,
2007). Sendo assim, os micro-organismos acumulam vdérios tipos de carotenoides como resposta ao
estresse das condi¢cdes ambientais, como deficiéncia de nutrientes, alta intensidade de luz,
suplementacdo com luz azul e a adi¢do de suplementos oxidativos no meio (LABABPOUR et al.,

2004).
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Melhorar a eficiéncia da biossintese de carotenoides pode aumentar a produgdo. Juntamente
com as condicdes de cultivo, a biossintese de carotenoides é conduzida pelo nivel e atividade das
enzimas biossintéticas e o fluxo total de carbono do sistema sintetizante. Assim, uma alta producao
pode ser alcangada alterando-se o nivel e a atividade destas enzimas ou a via biossintética, pela

utilizacdo de uma abordagem molecular (BHOSALE, 2004).

2.3.1 Efeito da temperatura e pH na bioproducao de carotendides

A temperatura é um dos fatores ambientais mais importantes que influenciam o crescimento
e o desenvolvimento dos micro-organismos, causando altera¢cdes em muitas vias biossintéticas,
inclusive na carotenogénese. Segundo Hayman et al., (1974) a temperatura exerce controle na
concentracdo de enzimas envolvidas na producdo de carotenoides e mudancas na concentragdo
enzimadtica, definitivamente controla o nivel de carotenoides nos micro-organismos.

O efeito de trés niveis de temperatura sobre o crescimento e a produtividade de carotenoides
na levedura Rhodotorula mucilaginosa foi avaliado por Aksu; Eren (2005). Com a elevacdo da
temperatura de 25 para 30°C, verificaram um aumento nas taxas de formagdo de carotenoides e
crescimento especifico, sendo que estas diminuiram bruscamente acima de 30 °C. Tal
comportamento é devido a desnaturacdo do sistema enzimatico do microrganismo exposto a alta
temperatura. Assim, para Rhodotorula mucilaginosa a temperatura 6tima de cultivo foi de 30 °C
com uma producdo de 69,8 mg/L de carotenoides e 5,1 g/ de biomassa, respectivamente.

Ramirez et al., (2001), testando diferentes temperaturas, observaram que para as cepas
selvagens e mutante de Phaffia rhodozyma as temperaturas 6timas foram de 22 e 19,7 °C,
respectivamente.

O pH também € um dos parametros ambientais mais importantes que exercem influéncia no
crescimento celular e formacdo de produto. Desta forma, o pH inicial € objeto de estudo na
producido de carotenoides. Para a levedura Sporobolomyces ruberrimus, o pH inicial apresentou um
intenso efeito sobre o contetido de carotenoides e biomassa. O contetido minimo de carotenoides e
células foi observado com cultivo a pH 3,5 (biomassa: 6,8 g/L; carotenoides especificos: 2,0 mg/g).
A carotenogénese e o crescimento foram induzidos pela elevagdao do pH de 3,5 a 6,0, sendo pH 6,0
otimo para o crescimento celular (11,3 g/L) e formagdo de pigmento (38,7 mg/L) (Razavi et al.,

2006).
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Aksu; Eren (2005) verificaram que o pH do meio de cultivo ndo influenciou somente a
atividade biossintética da levedura Rhodotorula mucilaginosa, mas também na taxa de crescimento
da cultura. Com a elevagdo do pH de 3,0 para 7,0 observaram um aumento nas taxas de crescimento
e producdo de carotenoides, com decréscimo em pH superior. Em outro caso, a levedura
Rhodotorula glutinis, estudada apresentou um pH 6timo para o crescimento de 5,91, confirmando a
preferéncia geral das leveduras por pH levemente 4cido.

Shih; Hang (1996) observaram que em pH baixos, na faixa de 3,4 a 4,5, ocorreu inibi¢ao do
crescimento celular e da producdo de carotenoides por Rhodotorula rubra, sendo que a maxima
concentracdo celular (131 ug/L) e producao (1041 pg/L de B-caroteno) foram obtidas em pH inicial
de 5,0.

2.3.2 Efeito da taxa de aeracao e agitacao na bioproducao de carotendides

Liu et al., (2006) estudaram os efeitos da transferéncia de oxigénio em frascos agitados em
Phaffia rhodozyma. Os autores observaram que com 30h de bioprodugdo a concentragdo de
oxigénio dissolvido na fase liquida era préxima de zero (3,5%), enquanto que na fase gasosa, a
concentragdo de oxigénio diminuiu lentamente nas primeiras 30 h (10%) e permaneceu em altas
concentracdes. Devido ao comportamento observado em ambas as fases definiram que esta era a
etapa limitante do transporte de oxigénio. No mesmo trabalho foi evidenciado que o aumento da
agitacao (200 a 250 rpm) e a diminuicao do volume de liquido (50 a 20 mL) ocasionaram elevagdes
no crescimento celular (8 a 10,7 g/L) e producao de carotenoides (7,4 a 15,5 mg/L), sendo que a
mudanca na velocidade de agitacdo apresentou maior efeito no rendimento de carotenoides nos
maiores volumes de liquido. O coeficiente de transferéncia de oxigénio diminuiu com a redu¢do do
volume de liquido e aumentou com a velocidade de agitacao.

Na avaliacdo da influéncia da aeracdo sobre o conteido de carotenoides das leveduras
Sporobolomyces roseus € Rhodotorula glutinis, observou-se que para Rhodotorula glutinis a maior
taxa de aeragcdo (frascos com entalhes) permite obter maior concentracdo de carotenoides, um
aumento de 113 para 206 pg/g, embora o perfil de carotenoides permaneca inalterado. No entanto
para Sporobolomyces roseus, 0 aumento na aeracao proporcionou o incremento na concentragao de
carotenoides de 109 para 412 pg/g, porém ocorreu mudangca no conteido dos carotenoides
especificos, indicando uma mudanga biossintética (DAVOLI et al., 2004).

Tinoi et al., (2005), em frascos agitados, verificaram que em taxas de agitacao baixas (100 a

150 rpm) tem-se menor crescimento celular, devido a diminui¢do da disponibilidade de nutrientes
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na superficie das células. Ao contririo, em altas taxas de agitacdo (>250 rpm) ocorreu ruptura
celular evidenciada pelo aparecimento de uma fina camada oleosa.

Valduga et al., (2009) realizaram um screening de varidveis na bioproducdo de carotenoides
em frascos agitados por Sporidiobolus salmonicolor, observando que a agitacdo (150 a 200 rpm)
exerceu efeito positivo significativo (p<0,05) sobre a concentracdo de carotenoides totais,

carotenoides especificos e biomassa.

2.3.3 Efeito da intensidade luminosa na bioproducio de carotendides

A producgdo e o acimulo de carotenoides sao positivamente afetados pela irradiacdo de luz
em algas, fungos e bactérias. Contudo, a intensidade e forma de iluminagdo variam com o micror-
ganismo. A teoria da foto indu¢@o pode ser descrita em dois aspectos; no primeiro, o efeito da luz
sobre o crescimento do microrganismo exerce papel fundamental, como estimulante da producao; o
segundo aspecto considera que o acimulo de carotenoides na célula esta associado com o aumento
da atividade das enzimas envolvidas na biossintese de carotenoides (BHOSALE., 2004).

Tada et al., (1990) mostraram que em Rhodotorula minuta, o fitoeno e outros carotendides
tiveram concentragdes baixas quando as células foram cultivadas no escuro, mas estas
concentracoes aumentaram quando as células foram cultivadas sob iluminac¢do. Os autores
concluiram que as enzimas necessdrias 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 enzimadtica de 3-hidroxi-3-metil-glutaril-coenzima-A redutase (HMG-Co-A) em relagdo a
intensidade luminosa. Eles observaram que a atividade enzimadtica da HMG-Co-A redutase foi
maior para as células cultivadas sob iluminagdo, ou seja, a atividade enzimadtica € influenciada pela
intensidade luminosa, utilizada durante a fermentacao.

As lampadas LED s (Light Emitting Diode) emitem luz com comprimento de onda varidvel.
Segundo Kim et al., (2006) vérios fatores afetam a acumulac¢do de astaxantina em Haematococcus
pluvialis: limitacdo de nutriente ou suplemento, estresse de oxigénio, alta intensidade de luz e luz
azul. Dentre esses, o efeito da luz azul € o fator mais importante para o acimulo de astaxantina. A
luz € tdo importante para a producdo de astaxantina, que num futuro préximo ela poderd ser a
resposta para a sua producdo. Quando culturas de Haematococcus pluvialis sdao iluminadas
continuamente por LED’s azul (An.x de 470 nm), a concentracdo de astaxantina aumentou

rapidamente, enquanto que na presenca de LED’s vermelho (Ay.x de 625nm) inicia de maneira
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tardia e diminui com o tempo (LABABPOUR et al., 2005). Segundo Katsuda et al., (2004) LED’S
que emitem baixos comprimentos de onda (380 - 470 nm), ocorrendo apenas a indu¢do da mudanca
morfolégica em Haematococcus pluvialis e aumento na acumulacdo da astaxantina, embora a
indugdo cause a supressao do crescimento celular.

Alguns estudos sugerem que a alga Haematococcus pluvialis pode acumular
aproximadamente 3% de astaxantina em relacdo ao peso da célula seca quando exposta a luz solar
ou lampadas fluorescentes ou halégenas. A luz azul aumentou a biossintese de astaxantina na

Haematococcus pluvialis e elevou o conteido deste pigmento em aproximadamente 7% sob

luminosidade emitida de diodos de luz azul (LED’S) (KATSUDA, 2004).

2.3.4 Efeito da composiciao do meio de cultivo na bioproducao de carotendides

A sacarose e a glicose sdo as formas de carbono mais comumente utilizadas na bioprodugao
de carotenoides. O uso de glicose levou a maiores rendimentos na producdo especifica de
carotenoides (1000ug/g) por Rhodotorula sp. (BUZZINI et al., 1999). Porém, na producdo de
astaxantina por Phaffia rhodozyma, verificou-se que as concentracdes altas de glicose inibem a
carotenogénese, enquanto que a sacarose, maltose e celobiose foram os dissacarideos que
produziram melhores resultados. Um aumento de até 12 vezes na produgdo de [B-caroteno foi
observado no cultivo de Phaffia rhodozyma em meio com 5% (m/v) de glicose (SUTHERLAND et
al., 1996).

Fontes de nitrogénio também afetam o crescimento e a pigmentacdo em Xanthophyllomyces
dendrorhous. A peptona foi considerada melhor fonte de nitrogénio para pigmentagdo, entretanto,
estudos relataram que o uso do extrato de leveduras como fonte de nitrogénio aumentou a
concentracdo de carotendides totais (MALDONADE, 2003). An et al., (1991) 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.

Nos dltimos anos muitos processos t€ém sido desenvolvidos baseados na aplicacdo de
residuos agroindustriais como substratos em bioprocessos para a produgdo de proteinas isoladas,
dcidos organicos, etanol, enzimas e metabdlitos secunddrios biologicamente importantes

(LAUFENBERG et al., 2003; MASSADEH et al., 2001).
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Vandenberg et al., (2000) observaram que na producao de dcido citrico por Aspergillus niger
em bagaco de mandioca, houve um enriquecimento proteico do material cultivado. O teor proteico
que no inicio do processo era de 13,1% passou para 23,1% em 120h de cultivo.

Bravo et al., (2000) pesquisaram a producdo de poligalacturonase (enzima amplamente
usada na industria de alimentos, tais como as de sucos de frutas, vinhos, cacau e café) utilizando-se
o caldo de cana (residuo da industria de sucro-alcoleira).

Haard (1988) otimizou a produgdo de astaxantina por Phaffia rhodozyma, utilizando melaco
de cana-de-agucar (1% de glicose), sendo que a concentragdo do carotendide foi de 52 ug/g de
biomassa seca.

O uso destes residuos agroindustriais nestes bioprocessos pode promover substratos
alternativos e, além disso, auxilia na resolucdo de problemas ambientais, os quais sao

diferentemente causados por sua disposi¢ao (REDDY, 2003).

2.3.4.1 Melaco de cana-de-aciicar

O melaco é um subproduto da fabricacdo do acgucar (Figura 7), apresenta-se como um
liquido viscoso, de cor escura e muito doce, do qual ndo é possivel extrair maior quantidade de
sacarose cristalizada. Este possui como principais destinos as industrias de fermentacdo alcodlica,
de panificacdo e de alimentos para animais (SILVA, 2008).

A composi¢do do melago de cana-de-agucar € muito varidvel, pois depende de fatores
agricolas, industriais, como a variedade de cana-de-acticar, o grau de maturagdo, clima, condi¢des
de cultura, tipo de corte, eficiéncia industrial entre outros. Os principais componentes do melago de
cana-de-acucar sdo: a dgua, carboidratos, compostos ndo agucares de origem orginica como:
aminodcidos, dcidos carboxilicos alifaticos e olefinicos, vitaminas, proteinas, fendis e outros. O
melaco de cana-de-actcar € constituido por uma fracdo de origem mineral de grande importancia,
na qual estdo presentes mais de 20 metais e ndo metais em diferentes propor¢des. Entre os cations
encontrados, o potdssio, o cdlcio e o magnésio ocupam mais de 98% do total. Do nitrogénio
presente no melaco de cana-de-acticar somente 35% sdo assimilados, na forma de proteina pura,
contando com um adicional de 7% de componentes nitrogenados na forma de 4cidos nucleicos,

aminodcidos livres e outros compostos. A composi¢ao de aminoacidos no melago de cana-de-aguicar
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¢ de 1%, entre os quais se destacam os dcidos aspartico e glutimico, que constituem mais de 70%

do total (ROMBLA et al., 1999).
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Figura 7 — Fluxograma do processamento de cana-de-agucar para a producdo de agticar e

alcool (SILVA, 2008)

Por apresentar muitos nutrientes importantes para o metabolismo celular, com o tratamento
adequado pode ser empregado para o desenvolvimento de biprodutos por muitos micro-organismos

como leveduras, fungos filamentosos, algas e bactérias (JIANG et al., 2009; YAN., 2011).
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Micro-organismo

A produciao de astaxantina foi investigada a partir da linhagem de Mucor circinelloides, (IFM
45507), Research Center for Pathogenic Fungi — Chiba University, Japao, depositada na Cole¢do de
culturas do Niucleo de Pesquisas em Ciéncias Ambientais (UCP 070), Universidade Catdlica de

Pernambuco.

3.2. Condicoes de Cultivo e de Producao de Astaxantina

Os meios utilizados foram Synthetic Medium for Mucorales (Hesseltine; Anderson., 1957)
como padrdo e como substrato alternativo o melago de cana-de-acticar em diferentes concentragdes
(4%, 7% e 10%) a 25°C, 120 rpm, pH 6,5 por 96h, sendo submetidos a ilumina¢do com LED’S de
cor azul (Amax de 470 nm) e no escuro. O indculo utilizado para o crescimento em meio liquido foi
obtido a partir de culturas crescidas em placas de Petri contendo meio Batata-Dextrose-Agar
(BDA), apés 5 dias de incubacdo a 28 °C. A contagem de esporos foi realizada em Camara de
Neubauer, com inéculo padronizado em 107 esporos/mL. Para a preparacdo do inéculo, 1 mL da
suspensao de esporos foi inoculada em frascos de Erlenmeyer de 250 mL, contendo 100 mL do
meio utilizado para a producdo de astaxantina, segundo metodologia de Bonfim (1999). Apds a
selecdo da melhor concentracao os frascos contendo melagco de cana-de-agticar foram incubados em
shaker orbital sob diferentes temperaturas (25, 30 e 35°C), pH (6,0, 7,0 e 8,0) e agitacdo (120, 135 ¢
150 rpm) por 96h sob ilumina¢do com LED’S de cor azul e no escuro, segundo um planejamento
fatorial 2° com quatro repeti¢des no ponto central (Tabela 2 e 3). Ao final do cultivo a biomassa foi
obtida por centrifugacdo a 10.000g, 15 min, 5° C. A biomassa foi lavada para remogdo do meio,

congelada e liofilizada.
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Tabela 2 - Planejamento fatorial (2%) utilizado para uma triagem de trés fatores na producdo de

astaxantina por Mucor circinelloides

Niveis de variacao
Variaveis independentes

-1 0 +1
Temperatura 20°C 25°C 30°C
pH 5.5 6.5 7.5
Agitacdo 100 rpm 120 rpm 140 rpm

Tabela 3 — Matriz do planejamento fatorial (2°) utilizado para uma triagem de trés fatores na

producdo de astaxantina por Mucor circinelloides, para culturas iluminadas com LED’S azul com

auséncia de fonte luminosa

Experimento Temperatura pH Agitacio
1 -1 -1 -1
2 1 -1 -1
3 -1 1 -1
4 1 1 -1
5 -1 -1 1
6 1 -1 1
7 -1 1 1
8 1 1 1
9 0 0 0
10 0 0 0
11 0 0 0
12 0 0 0

3.3. Métodos analiticos
3.3.1 Determinacao da concentracio de biomassa
A biomassa foi determinada através da realizagdao do peso seco nos intervalos de tempo de 0,

24,48, 72 e 96 horas.

3.3.2 Determinacao do pH

A determinacdo do pH foi realizada através da leitura da amostra (liquido metabdlico) em

um pHmetro nos intervalos de tempo de 0, 24, 48, 72 e 96 horas.
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3.3.3 Determinacao das proteinas totais

As concentragdes de proteinas nos liquidos metabdlicos livre de células foram avaliadas
utilizando o Kit de Proteinas Totais do LabTest Diagnéstica S.A., Brasil, para dosagem
colorimétrica de proteinas totais, pelo reativo de Biureto. Foram pipetados 2,5 mL do reativo para
50 pL de cada amostra na presenga de 2 gotas de hidréxido de s6dio. A absorbancia foi avaliada a

550 nm.

3.4. Extracao e quantificacao da astaxantina

A astaxantina foi extraida a partir das células secas adicionadas com 2 mL de
dimetilsulféxido. Apdés 30 minutos foram acrescentados 6 mL de acetona, homogeneizados e
centrifugados a 4.000 rpm por 5 minutos. Aos sobrenadantes reunidos, serdo adicionados 10 mL de
solucdo aquosa de cloreto de sodio 200 g/L, 10 mL de dgua destilada e 5 mL de éter de petréleo. A
fase etérea foi separada, seca por filtracdo através de acetato de etila, transferida para um baldo
volumétrico de 25 mL. O cdlculo da concentra¢ao de astaxantina foi realizado a partir de uma curva
de calibragcdo da astaxantina padrdo (Sigma), com a absortividade de 474 nm: A = 1.600, segundo

metodologia otimizada de Bonfim (1999).

3.5. Teste de toxicidade

A avaliacdo da toxicidade foi realizada segundo a metodologia descrita por Mc Laughlin et
al., (1985). Foi utilizado o microcrustaceo Artemia salina como bioindicador sendo, bioensaio
baseado na porcentagem de morte dos organismos em relacdo ao seu nimero inicial (10 larvas), na
presenca de diferentes concentracdes da astaxantina (v/ v de 25%, 50% e 75%), diluidas em 5 mL
de uma solucdo aquosa de sal marinho sintético (33,3 g/L), incubado por 24h. O volume maximo da
amostra teste (liquido metabdlico) foi de 1,5 mL. Em seguida, foi realizada a contagem dos
organismos sobreviventes, determinando-se assim a dose limite (CL50) de astaxantina. Os testes

foram realizados em duplicata.
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3.6. Determinacao da atividade antioxidante através do método de sequestro de radicais livres
(DPPH)

Em ambiente escuro, uma aliquota de 0,1 mL da astaxantina foi transferida para tubos de
ensaio com 3,9 mL do radical DPPH (2,2-difenil-1- picril-hidrazil) e homogeneizada em agitador de
tubos. Como padrao foi utilizado 0,1 mL da solugdo controle (de dlcool metilico, acetona e 4gua)
com 3,9 mL do radical DPPH e homogeneizado. O dlcool metilico foi utilizado como branco, para
calibrar o espectrofotdmetro. As leituras (515 nm) foram monitoradas a cada minuto, onde foi

observada a reducdo da absorbancia até sua estabilizacdo (BRAND-WILLIAMS, 1995).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Producao de astaxantina utilizando meio Hesseltine & Anderson (1957)

O Synthetic Medium for Mucorales é descrito como meio padrio para a produgdo de
carotendides com o objetivo de aumentar a producdo de astaxantina. A cultura de Mucor
circinelloides nas condi¢des padrdes de producdo (25°C, pH 6,5 e 120 rpm) produziu astaxantina,
(Tabela 4) apresentando rendimento de 142,0 ug/g sem influéncia da luz e 340,1 pug/g quando se

utilizou a luz azul, com um aumento da producdo de aproximadamente 42%.

Tabela 4 — Resultados experimentais da producdo de astaxantina por Mucor circinelloides

utilizando Synthetic Medium for Mucorales

Sob Influéncia de

Auséncia de fonte luminosa LED’S azul
Astaxantina (ug/g) Biomassa (g/L) Astaxantina (ug/g) Biomassa (g/L)
142,0 1,2 340,1 1.4

4.2 Screening da producido de astaxantina utilizando o meio melaco de cana-de-acicar (4%,
7% € 10%)

Os resultados da producdo de astaxantina com o Synthetic Medium for Mucorales serviram
de subsidio para a realizacdo de experimentos com o melago de cana-de-agucar, com a finalidade de
observar a produg¢do de astaxantina. De acordo com o screening a melhor concentracdo de
astaxantina se deu na condi¢do de melaco de cana-de-agucar a 4% (Tabela 5) tanto na presenca de
luz azul como na auséncia de fonte luminosa, quando comparada com as demais condicdes.

Considerando que o rendimento industrial do processo depende em grande parte dos
nutrientes presentes, quanto menor a disponibilidade do melaco de cana-de-actcar havera maiores

rendimentos de astaxantina, uma vez que o melaco de cana-de-agtcar disponivel em maior
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quantidade pode inibir o processo devido ao grande nimero de compostos organicos € outros
materiais (JANG et al., 2009). Jin Lui et al., 2012 utilizou o melaco de cana-de-acticar em baixas
concentracdes (5g/L) para a produgdo de astaxantina por Chorella zofingiensis e obteve alta

produtividade de biomassa (3,1 g/L) e astaxantina (1,7 mg/L).

Tabela 5 — Resultados experimentais da producdo de astaxantina por Mucor circinelloides

utilizando meio de melago de cana-de-aguicar em diferentes concentracdes (4%, 7% e 10%)

5 Astaxantina (pg/g)
Concentracao do
melaco de cana-de-aciicar
Sem luz Luz azul
4% 32,7 1344
7% 14,6 52,9
10% 7,9 18,7

4.3 Producao de astaxantina utilizando melaco de cana-de-aciicar a 4% sob a influéncia de luz

azul e com auséncia de fonte luminosa

A partir dos resultados com o meio melaco de cana-de-acucar a 4%, foi realizado um
planejamento fatorial completo 2% com 4 repeticdes no ponto central, para identificar os fatores ou
varidveis independentes que possam apresentar um impacto significativo na varidvel resposta —
producdo de astaxantina em diversas condicdes. A reducdo do nimero de ensaios, do custo e
qualidade das informagdes utilizando planejamento experimental s@o incontestdveis, quando
comparado com a metodologia convencional que avalia um fator por vez. As Tabela 6 e 7
demonstram os resultados experimentais de astaxantina versus biomassa a partir de culturas de
Mucor circinelloides com auséncia de fonte luminosa e sob influéncia de luz azul, respectivamente.

A melhor condicdo para a producdo de astaxantina por melago de cana-de-acicar a 4%
(Tabelas 5 e 6) deu-se na condi¢dao experimental 4, onde as culturas foram submetidas a uma maior
temperatura (30°C), maior pH (7,5) e menor agitacao (100 rpm), tanto na auséncia de fonte luminosa
(469,0 ug/g) como com a presenca de luz azul (667,6 ng/g) aumentando 42,3% a producdo de

astaxantina quando essas culturas foram submetidas a ilumina¢do com LED s azul.
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Tabela 6 — Resultados da producdo de astaxantina de acordo com planejamento fatorial 2} com

auséncia de fonte luminosa

Experimento Astaxantina (ug/g) Biomassa (g/L)

1 353,5 2,1
2 110,1 1,7
3 159,3 2,0
4 469,0 1,0
5 79,3 2,2
6 55,7 1,9
7 95,6 1,9
8 95,8 2,1
9 1324 2,2
10 1274 2,1
11 129,1 2,3
12 128,2 2,3

Tabela 7 — Resultados da producdo de astaxantina de acordo com planejamento fatorial 2° sob a

influéncia de luz azul

Experimento Astaxantina (ug/g) Biomassa (g/L)
1 429,3 1,0
2 168,5 1,6
3 264,1 2,0
4 667,6 1,1
5 420,7 1,9
6 99,5 2,0
7 3442 2,1
8 2570 1,8
9 335,5 2,2
10 335 2,1
11 3349 2,6
12 335,2 2,6

Os resultados apresentados demonstraram que a utilizacao de LED’s azul de forma continua,
pode aumentar significativamente o teor de astaxantina produzida pelo micro-organismo Mucor
circinelloides, 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 favordvel para o
aumento de carotendides no micélio, através da indu¢ao luminosa (MORIEL, 2005).

Segundo Katsuda et al., (2004), LED’s que emitem baixos comprimentos de onda (380 - 470
nm), como € o caso do LED’s azul, podem induzir a mudanca morfolégica em H. pluvialis e o
aumento na acumulagio de astaxantina, embora a indugdo cause a supressao do crescimento celular,

como foi observado nos experimentos realizados.
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Tada; Shiroishi (1978) observaram que a luz ndo afetou a taxa de crescimento celular, assim
como o consumo de glicose e aminodcidos por Rhodotorula minuta. Porém, a concentragdo de
carotendides nas células cultivadas sob iluminagdo, 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
ng/g.

Como a astaxantina € uma molécula rica em carbono, provavelmente uma estimulacio deste
carotendide certamente pode levar a um redirecionamento de carbono disponivel para a sintese de
biomassa conforme os estudos de Meyer; Du Preez (1994). Isto explicaria a diminuicdo de biomassa

ao mesmo tempo em que ocorre 0 aumento dos rendimentos de astaxantina.

4.4 Influéncia das varidveis na producio de astaxantina utilizando melaco de cana-de-acicar

a 4% sob influéncia de LED’s azul

Considerando que a temperatura € um dos fatores ambientais mais importantes nas vias de
carotenogénese foi observado que para a cultura de Mucor circinelloides a temperatura favoravel
para a producdo de acordo com o planejamento experimental foi de 30°C.

Quando a levedura R. glutinis foi cultivada em 5 °C, ocorreu a producdo predominante de [3-
caroteno, enquanto que o cultivo a 25 °C levou a sintese de toruleno e torularrodina. O crescimento
celular 6timo foi obtido a 30 °C. Nesta mesma temperatura, a méxima produgdo de carotenoides foi
de 8388 ug/L e 31,9 g/LL de biomassa (FRENGOVA et al., 1995). Em outra investigacdo estudando
a producdo de carotenoides com R. glutinis, Aksu; Eren (2007) obtiveram o comportamento
semelhante ao da R. mucilaginosa. A taxa de crescimento especifico da levedura aumentou com a
elevacdo da temperatura de 25 para 30 °C, de aproximadamente 0,175 para 0,238 h-1 e, diminuiu de
maneira drastica em temperatura superior a 30 °C (~0,14 h-1).

Tratando-se do pH inicial (7,5) este apresentou um baixo efeito sobre a producdo de
astaxantina e biomassa inicial, contudo a producio de astaxantina e o crescimento da biomassa
foram induzidos com o decréscimo do pH para 6,5 (Figura 8) estabelecendo assim como o pH
o6timo para a producdo, sobretudo porque a biossintese de carotenoides naturalmente ocasiona
mudancas do pH do meio de cultivo, como consequéncia do crescimento dos fungos. Esses
resultados corroboram com Meinicke (2008) que afirma que uma vez em pH &cido ocorre inibi¢do
da producdo, e em pH neutro a alcalino ha um favorecimento para um aumento da permeabilidade

celular e liberagao dos pigmentos.
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Figura 8 — Acompanhamento do pH durante a producio de astaxantina por Mucor

circinelloides

Os efeitos do pH (inicial e controlado) foram estudados durante o cultivo de X. dendrorhous
para producdo de astaxantina por Hu et al., 2006. Na bioprodu¢do em frascos agitados foram
observados pH iniciais 6timos de 6,0 para crescimento celular (17,2 g/L) e 5,0 para produgdo de
astaxantina (20,4 mg/L). Em relacdo ao pH controlado no biorreator, obtiveram-se as seguintes
respostas para concentragao de astaxantina: pH 4,0 — 17,7 mg/L, pH 5,0 — 21,8 mg/L e pH 6,0 —
18,8 mg/L. Para crescimento celular, a maior concentracdo de biomassa foi obtida a pH 6,0 (17,2
g/L). Em funcdo da variabilidade dos resultados, os autores desenvolveram uma estratégia de
controle de pH com a finalidade de aumentar a produ¢do de astaxantina. Como o fator de conversao
YP/X (1,5 mg/g) mais elevado foi em pH 4,0 e o maior crescimento celular foi em pH 6,0, os
mesmos realizaram a bioprodu¢do onde nas primeiras 80 h manteve-se pH 6,0 e na sequéncia em
pH 4,0. Com essa estratégia de cultivo, a concentragdo de astaxantina foi de 27,0 mg/L,
proporcionando um aumento de 24,1% em comparagdo com o cultivo em pH constante.

Por sua vez, a taxa de agitacdo foi de 100 rpm (baixa), influenciando em um menor
crescimento celular devido a diminuicdo da disponibilidade de nutrientes, mas influenciando
positivamente o acimulo de astaxantina devido ao estresse. Tinoi et al., (2005) em frascos agitados,
verificaram que em taxas de agitacdo baixas (100 a 150 rpm) tem-se menor crescimento celular,
devido a diminuicdo da disponibilidade de nutrientes na superficie das células. Ao contrario, em
altas taxas de agitacdo (>250 rpm) ocorreu ruptura celular evidenciada pelo aparecimento de uma
fina camada oleosa.

Com os resultados expressos na Tabela 6 e utilizando o programa Statistica 7.0, obteve-se os

valores dos efeitos de cada parametro (Temperatura; pH; Agitagao) sobre o rendimento de
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astaxantina. Para tanto foi necessdrio determinar quais parametros realmente apresentam influéncia

estatistica significativa e isso pode ser observado por meio do Diagrama de Pareto (Figura 9).

Pareto Chart of Standardized Effects; Variadble: Astaxantina
27(3-0) design; MS Pure Error=,0758333
DV: Astaxantina

Standardized Effect Estimate (Aosolute Value)

Figura 9 — Diagrama de Pareto com o efeito estimado das varidveis testadas

no planejamento fatorial 2} para a producdo de astaxantina

O Diagrama de Pareto demonstra que todas as varidveis e suas interacdes foram
estatisticamente significativas para obtencao da varidvel resposta — astaxantina. Contudo na faixa
estudada, a temperatura, e a interacdo pH/Agitacdao apresentaram efeitos significativos positivos
(p<0.05) a um nivel de 95% de confianca. Assim o aumento nestes parametros ocasionaria uma
elevacdo na concentracdo de astaxantina. Por sua vez, o pH e a agitacdo apresentaram efeitos
negativos, indicando que para o aumento da varidvel resposta deve-se diminuir a faixa de
concentracdo desses parametros.

As respostas demonstram que para atingir a regido 6tima para a producao faz-se necessario o
aumento da temperatura e diminui¢do do pH e agitacdo, porém esse resultado ainda precisa ser
otimizado, pois, de acordo com as andlises da superficie de resposta figuras 10 e 11, pode-se inferir

que o modelo precisa ser mais bem ajustado aos dados experimentais.
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Figura 10 — Superficie de resposta da varidvel astaxantina em funcio

das variaveis independentes temperatura e pH

Fitted Surface; Variable: Astaxantina
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Figura 11 - Superficie de resposta da varidvel astaxantina em funcio

das varidveis independentes temperatura e agitacao

As pesquisas de producdo de pigmentos naturais utilizando micro-organismos vém
enfocando ndo somente a selecdo de linhagens produtoras de uma variedade de carotenoides, mas
também a otimizagdo das metodologias de cultivo para um aumento na producdo de pigmento,

reducgdo de custos com a bioprodugido e posterior aplicagao em escala industrial. Além disso,
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inimeros trabalhos sdo realizados aplicando engenharia genética visando a obtencdo de
carotenoides de maior interesse € em maiores quantidades. A tendéncia € o aumento nas pesquisas
em relacdo a producdo de pigmentos através de micro-organismos, pois se tem a necessidade de
redu¢do de custos de producdo e aumento no rendimento, tornando assim a bioprodugdo

competitiva com a sintese quimica (VALDUGA et al., 2009).

4.5 Estudo cinético da producao de astaxantina utilizando melaco de cana-de-aciicar a 4% sob

LED’S azul e com auséncia de fonte luminosa

A Figura 12 apresenta as cinéticas de crescimento e producdo de astaxantina em meio de
melaco de cana-de-agicar para o ponto maximixado (ensaio 4) do planejamento fatorial 2} em

func¢do do tempo.
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Figura 12 - (a) Cinética de crescimento do Mucor circinelloides (b) cinética de producao de

astaxantina por Mucor circinelloides nas condi¢des maximizadas do planejamento fatorial 2°
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De acordo com a Figura 12 (a), analisando o crescimento celular, pode-se observar uma fase
lag ou de laténcia, imediatamente apds a inoculacdo do meio até 24h de processo, onde ocorre a
adaptacdo do micro-organismo e sintese de enzimas necessarias ao metabolismo dos componentes
presentes no meio. Entre 24h e 48h é possivel observar uma fase de transi¢do, onde se observa o
inicio da reproducao microbiana propriamente dita. Esta fase € seguida pela fase logaritmica ou
exponencial, onde a velocidade de crescimento € maxima observada em 72h, tanto na auséncia de
fonte luminosa (1,307 g) como na presenga de LED’s azul (1, 302 g). As fases seguintes observadas
sdo a fase linear e de desaceleragdao do crescimento, observada em 96h, onde a velocidade de
crescimento diminui em funcdo do esgotamento da fonte de carbono no meio de cultivo. Nestas
fases, a biomassa atinge o seu valor maximo e constante, onde ocorre um balanco entre a velocidade
de crescimento e a velocidade de morte do micro-organismo, seguida por uma diminui¢do na
concentracdo celular em funcdo do aumento da velocidade de morte celular comparada com a
velocidade de formacgdo de células novas.

Os micélios de Mucor circinelloides mostraram uma intensa pigmentacdo amarelo-
alaranjados durante o final do cultivo. Geralmente, as cores produzidas por estes carotendides
variam de amarelo a laranja até vermelho brilhante, e s@o o resultado da multiplicidade de ligacdes
duplas conjugadas nas suas estruturas quimicas (BRITTON, 1995).

De acordo com a Figura 12 (b), a concentracio mdaxima de astaxantina por Mucor
circinelloides foi obtida também em 72 h do inicio do cultivo, indicando que a producdo inicial
ocorre exatamente na fase exponencial de crescimento, ou seja, o acimulo de pigmentos estd
diretamente associado ao crescimento. Meyer; Du Press (1993) descreveram que a astaxantina
fungica € produzida principalmente durante a fase exponencial, podendo também ser observada na
fase estaciondria, mas em pequena quantidade. Moriel (2004) descobriu que a concentracdo celular
da astaxantina nao varia apds o término da fase exponencial e que ndo é necessdrio se chegar a fase
estaciondria para se obter a maxima concentracao de astaxantina.

Pesquisas realizadas com mutantes de Mucor circinelloides constataram que o aparecimento
de carotendides ocorre na fase estaciondria e com uma producdo méixima 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 sao
metabdlitos secundarios em Mucor circinelloides (FRASER et al., 1996).

A Figura 13 apresenta os resultados de protefnas totais determinados nos experimentos
realizados com Mucor circinelloides durante as 96 h de cultivo em meio de melaco de cana-de-

actcar a 4% na auséncia de fonte luminosa e com LED s azul. Analisando os valores médios
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determinados ficou evidenciada a producdo méxima de proteinas totais com 96 h de cultivo
atingindo aproximadamente 23 g/dL.. O aumento da concentra¢do de proteinas com 96 h de cultivo

foi devido a lise das células fungicas na fase de morte celular (FELIX et al., 2004).
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Figura 13 — Determinacdo das proteinas totais durante a producdo de astaxantina por Mucor

circinelloides

4.6 Determinacao da toxicidade da astaxantina produzida em melaco de cana-de-acicar a 4%

e no meio Hesseltine e Anderson

De acordo com a tabela 7 a astaxantina produzida por Mucor circinelloides em meio de
melaco de cana-de-acticar apresentou baixa toxicidade frente a Artemia salina na concentragao de
25%, com indice de letalidade (LC 50) de cerca de 60%, porém com o aumento da concentragdo a
astaxantina mostrou-se toxica principalmente na concentragdo de 75% com LC 50 de 100%.

Utilizando o meio Hesseltine e Anderson a astaxantina obtida também apresenta baixa
toxicidade frente a Artemia salina com 25% e LC 50 de 65% e alta toxidade na concentracao de
75% com LC 50 de 100%. Esses resultados indicam que a concentragdo minima de utiliza¢do da
astaxantina obtida por Mucor circinelloides nas condi¢des testadas sdo de aproximadamente 25%,
requerendo mais testes frente a outros organismos para avaliar essa toxicidade. No entanto, esses
resultados sdo considerados pioneiros, uma vez que nao se tem registros na literatura de testes de

toxicidade da astaxantina obtida por espécies de Mucor circinelloides.
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Tabela 8 - Resultados da determinacdo da toxicidade da astaxantina produzida por Mucor

circinelloides utilizando meio de melaco de cana-de-acicar e Hesseltine e Anderson

Mortalidade no meio

Concentracao de Mortalidade no
Melaco de LC50 LC 50
astaxantina % meio H & A
cana-de-acticar (%) (%)
25 4 60 4 65
50 7 70 8 78
75 10 100 10 100

4.7 Determinacao da atividade antioxidante pelo método DPPH

De acordo com as andlises da Figura 14, a astaxantina obtida em melaco de cana-de-acticar
apresentou potencial de inibicdo dos radicais livres de 57%, 72% e 86% nas concentracdes testadas,
indicando uma boa atividade antioxidante quando comparada com o 4cido gédlico (padrdo) que
apresentou 75%, 92% e 100% de potencial de inibi¢do. Contudo, este trabalho relata pela primeira

vez a atividade antioxidante da astaxantina obtida por culturas de Mucor circinelloides.
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Figura 14 - Determinacdo do potencial de inibi¢do dos radicais livres da astaxantina obtida por

Mucor circinelloides
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Pesquisas demonstram que a eficiéncia da AST na capacidade antioxidante decorre também
por via indireta, pela diminui¢do da fluidez da membrana na fase liquido-cristalina, além da sua
disposi¢ao na bicamada lipidica (que é perpendicular com relagdo a superficie da membrana). Este
efeito permitiria que as espécies reativas fossem interceptadas tanto na interface membrana/dgua
quanto no core da bicamada (MCNULTY et al, 2007). Segundo Wisniewska et al (2006) os
carotendides somente interferem na difusibilidade de espécies reativas se estiverem dissolvidos na
membrana como “mondmeros” e a presenca de agregados causa perturbacdes nas membranas que

aumentariam esta permeabilidade.
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5. CONCLUSOES

O residuo agroindustrial melaco de cana-de-agicar possui potencial para a producdo de
astaxantina;

O melaco de cana-de-aciicar aumentou a producdo de astaxantina principalmente na
concentracdo de 4%;

O teor mdximo de astaxantina no planejamento fatorial 2° foi de 667,6 pg/g com luz azul e
469,0 pg/g sem luz nas condic¢des de 30°C, 100 rpm, e pH inicial de 7,5.

A luz azul interfere diretamente na sintese de astaxantina;

Na cinética da bioproducdo do ponto maximizado do planejamento fatorial 2% obteve-se a
méaxima concentracao de astaxantina 667,6 ng/g com 96h de cultivo em pH 6,5;

A astaxantina obtida por Mucor circinelloides apresenta potencial antioxidante, sendo capaz
de sequestrar os radicais livres;

A astaxantina apresenta baixa toxicidade frente a Artemia salina na concentracdo de 25%.
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