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CAROTENOIDS PRODUCTION: MICROORGANISMS AS SOURCE OF NATURAL DYES. Carotenoids are natural dyes synthesized
by plants, algae and microorganisms. Application in many sectors can be found, as food dyeing and supplementation, pharmaceuticals,
cosmetics and animal feed. Recent investigations have shown their ability to reduce the risks for many degenerative diseases like cancer,
heart diseases, cataract and macular degeneration. An advantage of microbial carotenoids is the fact that the cultivation in controlled

conditions is not dependent of climate, season or soil composition. In this review the advances in bio-production of carotenoids are

presented, discussing the main factors that influence the microbial production of these dyes in different systems.
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INTRODUCAO

Os carotenoides sdo corantes naturais responsdveis pelas cores
amarelas, laranja e vermelho, utilizados nas industrias alimenticia,
farmacéutica, de cosméticos e racdo. Além de seu amplo uso como
corantes e no enriquecimento de alimentos, também sio utilizados
devido a sua atividade pré-vitaminica A e as propriedades que resul-
tam em possiveis funcdes bioldgicas benéficas a sadde, tais como o
fortalecimento do sistema imunolégico e a diminui¢@o do risco de
doencgas degenerativas (certos tipos de cancer, doengas cardiovascu-
lares, degeneragdo macular e catarata).!

A produgdo comercial de carotenoides a partir de microrganismos
concorre principalmente com a produc@o sintética por procedimentos
quimicos. Atualmente, os carotenoides utilizados industrialmente sdo
obtidos por via quimica ou extragdo de plantas e/ou algas. Entretanto,
devido a preocupagdo com o uso de aditivos quimicos em alimentos,
houve um crescente interesse nos carotenoides obtidos naturalmente
por processos biotecnoldgicos. Além da conotac¢do natural, os pro-
dutos obtidos por producdo microbiana podem ser obtidos em curto
prazo, em qualquer época do ano.

A producgido biotecnoldgica de carotenoides vem se destacando
devido a fatores tais como possibilidade de utilizacéio de substratos de
baixo custo para a bioprodug¢ao; denominagao de substancias naturais;
pequeno espago para producdo, ndo estando sujeita as condigdes
ambientais como clima, estacdo do ano ou composicao do solo, e
controle das condig¢des de cultivo.?

Muitos microrganismos produzem carotenoides, porém nem todos
sdo industrialmente interessantes. As leveduras destacam-se pelo seu
uso como fonte proteica, capacidade de crescimento em substratos
de baixo custo e alto teor de agucar. Os tipos de carotenoides e a
quantidade relativa destes podem variar dependendo das condicoes
do meio de cultura, temperatura, pH, taxa de aera¢éo e luminosidade.?

Dentre os estudos realizados, destaca-se a produc@o de carotenoides
pelos microrganismos Rhodotorula,*> Phaffia rhodozyma,®® Sporobo-
lomyces,”'° Blakeslea trispora,"'? Dunaliella salina '*** e Haematococ-
cus pluvialis,'>'® sendo que os carotenoides naturais mais investigados
sélo a astaxantina, B-caroteno, cantaxantina, toruleno e licopeno.

*e-mail: veunice @uricer.edu.br

Ha algumas décadas as condi¢des ambientais e os estimulantes
da carotenogénese vém sendo examinados, a fim de melhorar a pro-
ducdo de carotenoides e avaliar os microrganismos produtores de
pigmento (microalgas, fungos e bactérias). A composi¢do do meio
de cultivo, tais como a fonte de carbono e nitrogénio," presenca de
metais e sais? e agentes quimicos,? € fator que necessita de inves-
tigacdo para um aumento na producdo. Além disso, as condigdes
ambientais também merecem aten¢do, como a luminosidade,'”!
agitacdo e aeragio®e pH.”

PROPRIEDADES E FUNCOES DOS CAROTENOIDES

Os carotenoides sdo pigmentos naturais responsaveis pelas
cores amarelas, laranja e vermelho de muitos alimentos, tais como
frutas, vegetais, gema de ovo, alguns peixes, como salmao e truta,
e crustdceos.” Além de colorir, os carotenoides possuem atividades
biolégicas importantes destacando-se a inibi¢do de doengas onde os
radicais livres apresentam papel fundamental, como arteriosclerose,
catarata, degeneragdo macular, esclerose muiltipla, cancer, doengas
degenerativas e cardiovasculares.”>?

O licopeno, caroteno presente em produtos de tomate, previne
a oxidag@o do LDL e reduz o risco do desenvolvimento de arterios-
clerose e doencas corondrias,” além disso, outras pesquisas sugerem
que este carotenoide pode reduzir o cancer de prdstata, pulmao,
pele e bexiga.”” Nas industrias de alimentos, os carotenoides sdo
utilizados principalmente como corantes, com os objetivos de repor
a cor perdida durante o processamento e armazenamento, colorir os
alimentos incolores e uniformizar a coloracdo de alguns produtos ali-
menticios. Mais recentemente, com o crescente interesse pela sadde,
os carotenoides também tém sido adicionados aos alimentos a fim de
enriquecer o produto. Sdo também precursores de muitos compostos
quimicos importantes, responséaveis pelo aroma de alguns alimentos,
fragrincias de algumas flores,” coloragio especifica e fotoprote¢io.”

Industrialmente os carotenoides, tais como -caroteno e asta-
xantina, sdo utilizados como corantes naturais para alimentos ou
adicionados em ragdo para aquicultura.’ A astaxantina € um pigmento
encontrado em animais aquaticos, tais como lagosta, siri e camarao.
Este pigmento protege contra radicais livres, peroxidacio lipidica,
danos oxidativos ao colesterol LDL, oxidagdo dos 4cidos graxos
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poli-insaturados essenciais e prote¢do contra os efeitos da luz UV,
membranas celulares, células e tecidos.?

Devido a alta taxa de insaturacgio fatores tais como calor, luz e
4cidos ocasionam isomerizacdo dos carotenoides trans, que € a forma
mais estdvel na natureza, para a forma cis, promovendo ligeira perda
de cor e atividade pré-vitaminica. Os carotenoides s3o também sus-
ceptiveis as oxidacdes enzimdticas ou ndo enzimadticas, que dependem
da estrutura do carotenoide, disponibilidade de oxigénio, presenga
de enzimas, metais, pré-oxidantes e antioxidantes, alta temperatura
e exposicao a luz.*

Os pigmentos podem absorver luz especificamente na regido do
ultravioleta (UV) e visivel do espectro, o restante é transmitido ou
refletido, e apresentam cor. A estrutura responsavel pela absorcéo da
luz € o grupamento croméforo, que nos carotenoides se caracteriza
pelas duplas ligacdes conjugadas. Cada carotenoide € caracterizado
por um espectro de absor¢do eletronica. Assim, a espectroscopia
de absorg¢do é uma importante técnica na andlise de carotenoides.’!

ESTRUTURA E BIOSSINTESE DOS CAROTENOIDES

Os carotenoides sdo isoprenoides lipofilicos sintetizados por
todos os microrganismos fotossintéticos (incluindo plantas, algas e
cianobactérias), e também por algumas bactérias nao-fotossintéticas
e fungos. Duas classes de carotenoides sdo encontradas na natureza:
0s carotenos, tais como B-caroteno, hidrocarbonetos lineares que
podem ser ciclizados em uma ou ambas as extremidades da molécula;
e os derivados oxigenados de carotenos, como luteina, violaxantina,
neoxantina e zeaxantina, denominados xantofilas.*?

A maioria dos carotenoides sdo tetraterpenoides C,; compostos
de 8 unidades isoprenoides, ligados de tal forma que a molécula € li-
near e simétrica, com a ordem invertida no centro. A estrutura basica
aciclica C, pode ser modificada por hidrogenagéo, desidrogenagdo,
ciclizagdo ou oxidagado, conforme demonstrado na Figura 1. A carac-
teristica de absorcao de luz destes pigmentos dé-se devido a cadeia
de duplas ligagcdes conjugadas que atua como croméforo, sendo
necessario, aproximadamente, sete ligacdes duplas conjugadas para
que o carotenoide apresente coloragdo. O sistema de duplas ligacdes
conjugadas também confere a estes pigmentos alta reatividade quimi
ca, podendo ser facilmente isomerizados e oxidados, principalmente
quando submetidos a condi¢des ndo controladas de processamento
e/ou estocagem, mais especificamente em produtos naturais (frutas).
Além disso, o calor, a luz, o oxigénio e enzimas como lipoxigenase
e/ou dcidos presentes em frutas levam a alteracdes ou parcial des-
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Figura 1. Fluxograma dos estdgios da biossintese de carotenoides®
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trui¢do dos pigmentos. A exposicio destes a tais agentes resulta na
formacdo de isdmeros cis, epoxidos, diminui¢do da cor, perda da
atividade pré-vitaminica A e quebra da cadeia.**

A Figura 2 apresenta a estrutura de alguns xantofilas (zeaxanti-
na, luteina, criptoxantina e astaxantina) e Carotenos (neurosporeno,
licopeno, B-caroteno e oi-caroteno). Os carotenoides sdo tetraterpenos
e sua biossintese apresenta um padrio para todos os terpenoides. O
primeiro precursor especifico na biossintese dos terpenoides € o dcido
mevaldnico. O dcido mevaldnico, apés uma série de reacdes, forma
geranil difosfato (10 C), farnesil difosfato (15 C) e geranil-geranil
difosfato (20 C).%»

A dimerizag¢do de duas moléculas de geranil-geranil difosfato
forma o fitoeno, sendo este o primeiro composto de quarenta carbonos,
embora ainda sem coloracio. Segue-se uma série de desaturagdes a
partir do fitoeno para formar fitoflueno, {-caroteno, neurosporeno e,
finalmente licopeno, conforme demonstrado na Figura 3.

A ciclizagdo pode ocorrer a partir do neurosporeno ou lico-
peno (Figura 4). O neurosporeno sofre ciclizagdo em uma das
extremidades, formando o anel 3 de B-zeacaroteno ou o anel o
de o-caroteno. Estes dois carotenoides sdo transformados em
Y-caroteno e d—caroteno, respectivamente, pela introduc¢@o de uma
dupla ligacdo, estendendo o sistema de dupla ligacdo conjugadas.
O licopeno pode também ser ciclizado em uma das extremidades,
gerando y-caroteno e d-caroteno. Estes carotenos monociclicos
sofrem cicliza¢do na outra extremidade, resultando em B-caroteno
e o-caroteno, respectivamente.> %

Ap6s a formagdo dos carotendides ciclicos, tem-se a introdugio
de substituintes, como a hidroxila, gerando xantofilas. Nas Figuras
5 e 6, tém-se a formagdo das xantofilas a partir do o-caroteno e
[-caroteno, respectivamente.
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Figura 2. Estrutura dos carotenoides: (a) xantofilas - zeaxantina, luteina,
criptoxantina e astaxantina, respectivamente; (b) carotenos - neurosporeno,
licopeno, B-caroteno e a-caroteno, respectivamente’



Vol. 32, No. 9

S S \ NN \ S S

Fitoeno

A x S NN A S
Fitoflueno

A x NN A X
{-Caroteno

S S NN X
Neurosporeno

x S g N Y N S Y Vg Vg g S

Licopeno

Figura 3. Estdgios intermedidrios da biossintese de carotenoides?
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Figura 4. Ciclizagdo dos carotenos aciclicos insaturados’

MICRORGANISMOS PRODUTORES DE CAROTENOIDES

Os carotenoides podem ser biossintetizados por microrganismos
fotossintetizantes como, por exemplo, algas e cianobactérias (azuis e
verdes), e por microrganismos nao fotossintetizantes, como bactérias,
fungos e leveduras.*

A produgdo de carotenoides pelo processo biotecnolégico tem
sido muito investigada, destacando-se a producdo comercial de
B-caroteno pelo fungo B. trispora,*® pelas microalgas marinhas
Dunaliella,” a produgio de astaxantina pela microalga de dgua doce
Haematococcus sp. e pela levedura P. rhodozyma.>

A microalga Dunaliella é rica em -caroteno e outros carotenoi-
des de grande aplicacdo. A India possui a maior inddstria produtora
desta microalga, onde o B-caroteno se destina ao uso farmacéutico.
Outras grandes produtoras estdo localizadas na Australia, Estados
Unidos, China, Mongdlia e Japdo; pequenas plantas também sdo
encontradas no México, Chile, Cuba, Ird e Taiwan.?

A produgdo industrial de astaxantina por Haematococcus tam-
bém apresenta grande interesse devido ao elevado valor comercial
deste pigmento, e o grande crescimento do mercado da aquicultura.
Os principais produtores mundiais estdo localizados nos Estados
Unidos, Japdo e India.®
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Figura 5. Formagdo de xantofilas a partir do carotenoide o.-caroteno®
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Figura 6. Formagdo de xantofilas a partir de B-caroteno’

A capacidade do cultivo de leveduras em meios com alto teor
de agucar torna estes microrganismos industrialmente interessantes.
Leveduras, tais como Xanthophyllomyces dendrorhous,***! Rhodo-
torula glutinis,>*** Rhodotorula mucilaginosa," Sporobolomyces,*
B4 e P rhodozyma,5"434 estdo sendo estudadas com a finalidade
de maximizagdo e/ou otimizacdo da bioproducdo de carotendides,
visando a utiliza¢@o industrial.

Na Tabela 1 estdo apresentados os microrganismos com potencial
para serem empregados na bioprodugdo dos principais carotenoides.

FATORES QUE INFLUENCIAM A BIOPRODUCAO DE
CAROTENOIDES

A possibilidade da produgio de corantes naturais em escala indus-
trial e o elevado valor dos produtos tornam a produgao 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 produgio de pigmento.*’ Sendo assim, os microrganismos
acumulam vdrios tipos de carotenoides como resposta ao estresse das
condi¢oes ambientais.?

Melhorar a eficiéncia da biossintese de carotenoides pode aumentar
a producdo. Juntamente com as condicdes de cultivo, a biossintese de
carotenoides € conduzida pelo nivel e atividade das enzimas biossintéticas
e o fluxo total de carbono do sistema sintetizante. Assim, uma alta produ-
¢do pode ser alcancada alterando-se o nivel e a atividade destas enzimas
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Tabela 1. Microrganismos e carotenoides produzidos biotecnolo-

gicamente

Valduga et al.

Espécies

Carotenoides principais

Cianobactérias

Anabaena variabilis®
Aphanizomenon flos-aqua®
Nostoc commune™®
Nostochopsis lobatus’
Algas

Chlorela pyrenoidosa™
Dictycoccus cinnabarinus®
Dunaliella salina®®
Dunaliella tertiolecta®®
Haematococcus pluvialis®
Spongiococcum excetricum™®
Fungos e leveduras
Blakeslea trispora®
Dacrymyces deliquescens®
Phaffia rhodozyma®’
Rhodosporidium sp*

Rhodotorula glutinis™

Rhodotorula graminis®

Rhodotorula mucilaginosa®

Rhodotorula rubra®
Sporidiobolus salmonicolor®

Sporidiobolus sp®

Sporobolomyces roseus®

Sporobolomyces ruberrimus*

Cantaxantina
Cantaxantina

Cantaxantina

Luteina
Cantaxantina
[-caroteno
[B-caroteno
Astaxantina

Luteina

B—caroteno e licopeno
Lutefna

Astaxantina e —caroteno
Toruleno, B-caroteno

Torularrodina, -caroteno,
toruleno

Toruleno

Toruleno, torularrodina e
[B-caroteno

[B-caroteno
[-caroteno

Toruleno, torularrodina,
[B-caroteno

Torularrodina, B-caroteno,
toruleno

Torularrodina, 3-caroteno,

Xanthophyllomyces dendrorhous®™  Astaxantina
Bactérias

Mycobacterium brevicaie® Cantaxantina
Mycobacterium lacticola® Astaxantina
Rhodobacter sphaeroides™ -
Rhodococcus maris® Cantaxantina
Streptomyces chrestomyceticus® Xantofilas

ou a via biossintética, pela utilizagdo de uma abordagem molecular.
Pode-se alcangar uma melhor producéo de carotenoides com um
custo efetivo, utilizando estimulantes no meio e ajustando as condi-
¢des externas do cultivo.”> No estudo dos efeitos de vérios agentes
quimicos (dcido acético, B-ionona, dcido mevaldnico, difenilamina e
outros aminodcidos) na biossintese de carotenoides por leveduras do
género Rhodotorula, a fim de aumentar e dirigir a carotenogénese, o
acido acético (0,05 a 1%) ndo apresentou influéncia no crescimento e
na producdo de pigmento nas leveduras R. glutinis e R. mucilaginosa,
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porém a B-ionona (10*M) adicionada ap6s 70 h do inicio do cultivo,
inibiu o crescimento (0,57 a 0,49 g/100 mL) e a carotenogénese (1980 a
1701 pg/L) da levedura R. glutinis, sendo observado comportamento
semelhante para a R. mucilaginosa. O dcido mevaldnico (0,05; 0,1 e
0,2%) estimulou a formag@o de carotenoides em 120% para R. mu-
cilaginosa e 35% para R. glutinis, sem afetar a produgao de células.?

O efeito de tragos de metais no crescimento de Rhodotorula gra-
minis foi analisado observando-se uma influéncia seletiva no perfil de
carotenoides. O efeito observado sobre a biossintese dos carotenoides
especificos nas leveduras vermelhas pode ser explicado hipotetizando-
se um possivel mecanismo de ativacio ou inibi¢do causado por de-
terminados fons metais sobre enzimas carotenogénicas especificas.?

Dentre os trabalhos que utilizam biorreator para a bioproducao,
encontra-se o cultivo de R. glutinis,*” onde se utilizou um biorreator
de 5 L agitado mecanicamente, obtendo torularrodina (61,7%) como
carotenoide majoritdrio, seguido de toruleno e [3-caroteno. No cultivo
da microalga D. salina® em fotobiorreator tubular fechado de 55 L,
com um sistema de air-/ift para recirculagio de células, observou-se
um aumento na producdo de B-caroteno e luteina. Uma concentra¢do
méxima de 27 mg/L foi alcancada no cultivo de astaxantina por X. den-
drorhous® em fermentador agitado mecanicamente sob pH controlado
(pH 6,0 nas primeiras 80 h, seguido de pH 4,0 até 144 h de cultivo),
com volume de trabalho de 20 L e 3 impelidores de 6 pds cada.

Na producio de astaxantina por X. dendrorhous e Bacillus cir-
culans® em biorreator de 1,5 L, com agitagdo constante a 400 rpm,
aeracdo 3,6 vvm, pH 6,5 e temperatura variando de 30 a 34 °C,
obteve-se 96% do pigmento extraido (~3370 ug/L) apés 48 h de
fermentag@o em condi¢des Gtimas.

Ramirez e colaboradores* realizaram a andlise da produgdo de
astaxantina por P. rhodozyma em batelada alimentada em biorreator
de 3L, 20 °C, pH 6,0, 900 rpm e vazdo de ar de 1,5 L/min. A cada
mudanca de pH (de dcido para alcalino) causada pela atividade
metabdlica das leveduras, o sistema de alimentagdo era ativado. As
fontes de carbono e nitrogénio foram mantidas entre 15 e 25 g/L e
0,5 a 1,0 g/L, respectivamente. A vazdo de ar foi elevada 0,2 L/min
a cada 12 h até atingir 2,6 L/min. A suplementac¢do de nutrientes
(300 g/L suco de tamara, 1,6 g/L de extrato de levedura, 10 g/L
ureia) adequada incrementou a formacao de astaxantina e biomassa.
A méxima producdo de astaxantina alcancou 24 mg/L, enquanto que
a formagao de biomassa foi 39 g/L.

No cultivo de Sporidiobolus salmonicolor CBS 2636 em bior-
reator, Tatsch® obteve uma concentragio maxima de carotenoides
totais de 3318,6 pug/L nas condigdes: 25 °C, pH inicial 4,0, 180 rpm,
taxa de aeracdo de 1,5 vvm, 80 g/L de glicose, 15 g/L de peptona e
5 g/L de extrato de malte.

Efeito da composicao do meio de cultivo

A sacarose e a glicose sdo as formas de carbono mais comu-
mente utilizadas na bioprodug¢ado de carotenoides. O uso de glicose
levou a maiores rendimentos na producao especifica de carotenoides
(1000 pg/g) por Rhodotorula sp..® Porém, na produgio de astaxantina
por P. rhodozyma,”* verificou-se que concentragdes altas de glicose
inibem a carotenogénese, enquanto que a sacarose, maltose e celobio-
se foram os dissacarideos que produziram melhores resultados. Um
aumento de até 12 vezes na produgio de B-caroteno foi observado no
cultivo de P. rhodozyma em meio com 5% (m/v) de glicose.

A eficiéncia da utiliza¢@o de farinha hidrolisada de residuo de
feijdo e extrato de batata doce, como principais fontes de nitrogénio
e carbono, foi demonstrada na bioprodugao de carotenoides por R.
glutinis.>* Nas condic¢des otimizadas pelo método simplex (método
rapido e eficiente para otimizacdo de sistemas multifatoriais), obteve-
se 3,5 mg/L de carotenoides totais e 10,3 g/L de biomassa, represen-
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tando incremento de 43 e 20% quando comparados a variagdo de um
unico fator, respectivamente.

A levedura Sporobolomyces ruberrimus H110* foi cultivada
em diferentes fontes de carbono: glicerol puro, glicerol comercial
e glicose. O glicerol comercial (32 g/L) propiciou a concentracio
maxima de carotenoides de 3,8 mg/g, onde se observou a torularro-
dina (3,7 mg/g) como carotenoide majoritario, seguida de 3-caroteno
(0,14 mg/g). Com a levedura Sporobolomyces roseus* cultivada em
meio YED (30 g/L de glicose, 4 g/L de extrato de levedura, 1 g/L de
KH,PO, € 0,5 g/L. de MgSO,.7H,0), tendo glicose como fonte de
carbono, obteve-se uma concentragdo maxima de carotenoides de
412 ngl/g, sendo que os carotenoides majoritdrios foram o toruleno
e B—caroteno.

No cultivo de Sporidiobolus salmonicolor CBS 2636°%* em
frascos agitados, verificou-se que o teor de carotenoides totais e a
producdo especifica aumentaram com a elevacao das concentragdes de
glicose, extrato de malte e peptona, obtendo o teor mdximo de carote-
noides totais de 1019 pg/L no ensaio com 40 g/L de glicose, 10 g/L de
extrato de malte e 14 g/L de peptona. Valduga e colaboradores,**¢ao
utilizarem substratos industriais pré-tratados com dcidos (sulfurico e/
ou fosférico) na bioprodug¢ao por S. salmonicolor, obtiveram um teor
de carotenoides totais de 541,5 pg/L, com concentra¢des de melaco
de cana-de-agucar de 10 g/L, 4gua de macerag@o de milho de 5 g/L
e hidrolisado de levedura de 5 g/L.

A salinidade também € um fator que provoca alteracdes na
producdo de carotenoides. Na avaliacdo de duas cepas de D. salina®
cultivadas em meios com diferentes salinidades, o meio Johnson
foi modificado com a adi¢do de 15 e 23% de NaCl, enquanto que
o meio Provasoli, com 12,5 e 20% de NaCl. A densidade celular
maxima foi obtida no meio Johnson a 15% de NaCl em ambas as
cepas. Para carotenoides totais, os valores mais altos foram obti-
dos no meio Provasoli com 20% NaCl (13,3 mg/L) e carotenoides
especificos 110,9 pg/cel.

Em frascos agitados, R. glutinis DM28?° foi cultivada em salmoura
de rabanete em vdrias concentragdes, sendo que nas quantidades mais
baixas de sélidos soluveis totais (10 a 30 g/L) a levedura consumiu
todo o substrato no final de 24 h. Contudo, a 50 g/L de sélidos solu-
veis totais a levedura apresentou crescimento até o final do cultivo
(72 h). Porém, com 70 g/L de s6lidos soltiveis totais ocorreu inibi¢ao
de crescimento do microrganismo, devido a alta concentracdo salina
e outros componentes quimicos do substrato.

Fazeli e colaboradores® avaliaram o efeito de diferentes concen-
tragdes salinas (0,05 a 3 M NaCl) sobre a cinética de crescimento,
carotenoides totais e B-caroteno acumulados na microalga Dunaliella
tertiolecta. A maior quantidade de carotenoides detectada (11,7 mg/L)
foi em salinidade de 0,5 M NaCl durante a fase estaciondria de
crescimento, porém nas maiores concentragdes salinas (3 M NaCl)
obteve-se maior producio de carotenoides especificos (2,0 pg/cel).
Como na salinidade de 0,5 M obteve-se 32% de 9-cis-f3-caroteno na
fase exponencial, e 23% de 3-caroteno na fase estaciondria, sugere-se
que o acimulo de carotenoides e também as propor¢des dos isdmeros
[-caroteno nédo foram afetados somente pela salinidade, mas também
pelas fases de crescimento da cultura.

Shih e colaboradores® utilizaram salmoura do residuo gerado
pela industria de picles fermentados, como substrato para a producio
de carotenoides com trés cepas de R. rubra. A cepa R. rubra NRRL
Y-15596 apresentou a maior quantidade de carotenoides totais,
expressos como 1041 pg/L de B-caroteno. A levedura removeu
completamente a acidez e reduziu em 70% a demanda bioquimica de
oxigénio, demonstrando que esta fermentacdo pode apresentar valor
econdmico no tratamento de subprodutos.

Na bioprodugio de carotenoides por cepas do género Rhodotoru-
la>® em diferentes substratos (mosto de uva, xarope de glicose, melaco
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de beterraba, extrato de farinha de soja e extrato de farinha de milho),
obteve-se rendimento maximo de carotenoides totais (5,9 mg/L) e
carotenoides especificos (630 pg/g) para a cepa R. glutinis cultivada
em mosto de uva concentrado (820 g/L do total de carboidratos).

Na produgio de carotenoides por R. glutinis** utilizando subs-
tratos de baixo custo (glicose, sacarose de melaco e lactose do soro
de queijo), a maior concentracio de carotenoides totais (125 mg/L)
foi obtida com 20 g/L de sacarose de melago; enquanto que o maior
rendimento de produto baseado na maxima concentragdo celular
(35,5 mg/g) foi alcancado com a lactose do soro na concentracio de
13,2 g/L. Os resultados comprovaram que a R. glutinis € um micror-
ganismo promissor para a utilizacio industrial.

Efeito do pH

A biossintese de carotenoides naturalmente ocasiona mudangas
do pH do meio de cultivo, como consequéncia do crescimento de
leveduras. De modo geral, o pH do meio decresce nas primeiras 72 h
de bioproducio, seguido de uma elevacio durante a fase intensa de
carotenogénese. A partir dai, o pH permanece constante indicando
o final da bioprodug¢@o.®

O pH € um dos parametros ambientais mais importantes que exer-
cem influéncia no crescimento celular e formagao de produto. Desta
forma, o pH inicial € objeto de estudo na producio de carotenoides.
Para a levedura S. 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 caro-
tenogénese e o crescimento foram induzidos pela elevacdo do pH de
3,5 a 6,0, sendo pH 6,0 6timo para o crescimento celular (11,3 g/L)
e formagdo de pigmento (38,7 mg/L).

Alguns trabalhos indicam que as condi¢des Otimas para a pro-
ducdo de carotenoides ndo sdo as mesmas que para o crescimento
celular. Em estudo com P. rhodozyma,®" verificou-se que o pH inicial
otimo de crescimento foi de 5,8, enquanto que a mdxima produ¢do
de astaxantina foi a pH 5,0.

O efeito do pH inicial na concentragdo de carotenoides e bio-
massa de S. salmonicolor em frascos agitados também foi avaliado
por Valduga e colaboradores,** que verificaram que o melhor pH
de crescimento se encontra entre 4,0 e 5,0, enquanto que a méxima
producio de carotenoides se dd em pH 4,0.

Em estudo realizado por Ramirez e colaboradores,” no screening
de varidveis com meio Yuca (2 g/L de KH,PO,; 0,5 g/LL de MgSO,;
suplementado com suco de tamara e ureia), o pH foi um dos parame-
tros de maior efeito na producio de pigmento por P. rhodozyma, bem
como a intera¢d@o entre pH e temperatura. As menores concentragdes
de pigmento foram obtidas com os valores mais baixos de pH (4,0)
e temperatura (16 °C); enquanto que com pH mais elevado (6,0) e
na mesma temperatura se observou aumento na sintese de corante.
Porém, com temperatura elevada (22 °C), a varidvel pH néo apresen-
tou efeito significativo (p<0,05). Nos experimentos realizados com
meio YM ocorreram diferengas em relag@o ao efeito do pH, sendo
que em pH 4,0 diminuiu drasticamente a concentragdo celular e a
produc@o de astaxantina, independentemente da temperatura. A me-
nor sintese de pigmentos foi observada no menor valor de pH (4,0)
e in6culo (5%), enquanto que em pH 6,0 a porcentagem de in6culo
ndo apresentou efeito.

Aksu e Eren' verificaram que o pH do meio de cultivo néo in-
fluenciou somente a atividade biossintética da levedura R. mucilagino-
sa, 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
produgio de carotenoides, com decréscimo em pH superior. Em outro
caso, a levedura R. glutinis, estudada por Tinoi e colaboradores,”
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apresentou um pH 6timo para o crescimento de 5,91, confirmando a
preferéncia geral das leveduras por pH levemente 4cido.

Shih e Hang® observaram que em pH baixos, na faixa de 3,4 a
4,5, ocorreu inibi¢do do crescimento celular e da producdo de ca-
rotenoides por R. rubra, sendo que a mdxima concentracio celular
(131 pg/L) e produgdo (1041 pg/L de B-caroteno) foram obtidas em
pH inicial de 5,0.

Os efeitos do pH (inicial e controlado) foram estudados durante
o cultivo de X. dendrorhous® para producéo de astaxantina. Na bio-
produc¢do em frascos agitados foram observados pH iniciais 6timos
de 6,0 para crescimento celular (17,2 g/L) e 5,0 para producdo de
astaxantina (20,4 mg/L). Em relagio ao pH controlado no biorreator,
obtiveram-se as seguintes respostas para concentracio de astaxantina:
pH4,0-17,7mg/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 fungdo da variabilidade dos resultados, os autores
desenvolveram uma estratégia de controle de pH com a finalidade
de aumentar a produgdo de astaxantina. Como o fator de conversdo
Y, (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 bioprodug@o onde
nas primeiras 80 h manteve-se pH 6,0 e na sequéncia em pH 4,0.
Com essa estratégia de cultivo, a concentrag@o de astaxantina foi de
27,0 mg/L, proporcionando um aumento de 24,1% em comparacio
com o cultivo em pH constante.

Efeito da temperatura

A temperatura € um dos fatores ambientais mais importantes que
influenciam o crescimento e o desenvolvimento dos microrganismos,
causando alteracdes em muitas vias biossintéticas, inclusive na caro-
tenogénese. Segundo Hayman e colaboradores,’ a temperatura exerce
controle na concentragio de enzimas envolvidas na produgao de ca-
rotenoides e mudancas na concentragio enzimatica, definitivamente
controla o nivel de carotenoides nos microrganismos.

A concentragdo relativa de cada carotenoide foi alterada pela tem-
peratura de cultivo por R. glutinis.®> Quando a levedura foi cultivada
em 5 °C, ocorreu a produg@o predominante de B-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 tem-
peratura, a mdxima producgdo de carotenoides foi de 8388 ug/L e
31,9 g/L de biomassa.

O efeito de trés niveis de temperatura sobre o crescimento e a
produtividade de carotenoides na levedura R. mucilaginosa foi avalia-
do por Aksu e Eren." Com a elevagio da temperatura de 25 para 30
°C, verificaram um aumento nas taxas de formacao de carotenoides
e crescimento especifico, sendo que estas diminuiram bruscamente
acima de 30 °C. Tal comportamento € devido a desnatura¢do do
sistema enzimdtico do microrganismo exposto a alta temperatura.
Assim, para R. mucilaginosa a temperatura 6tima de cultivo foi de
30 °C com uma produgao de 69,8 mg/L de carotenoides e 5,1 g/L de
biomassa, respectivamente.

Em outra investigacao estudando a producio de carotenoides com
R. glutinis,* obteve-se comportamento semelhante ao da R. mucila-
ginosa. A taxa de crescimento especifico da levedura aumentou com
a elevagdo da temperatura de 25 para 30 °C, de aproximadamente
0,175 para 0,238 h'! e, diminuiu de maneira drdstica em temperatura
superior a 30 °C (~0,14 h").

A levedura R. glutinis® apresentou-se sensivel ao fator tempe-
ratura em relagdo ao crescimento celular. Em condicdes otimizadas
obteve-se concentragdo de carotenoides totais de 3,5 mg/L e 10,
3 g/L de células. Das temperaturas testadas (9 niveis), a faixa 6tima
de crescimento foi de 28 a 30 °C, comportamento tipico do género.

Valduga e colaboradores® testaram o cultivo de S. salmonicolor
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CBS 2636 em trés temperaturas distintas: 20, 28 e 35 °C, observando
efeito negativo da temperatura sobre a produgdo de carotenoides
totais e especificos.

O estudo da influéncia da temperatura sobre o crescimento celular
e producdo de carotenoides da levedura S. ruberrimus foi analisado
por Razavi e March,* sendo observado crescimento na producao ce-
lular enquanto se manteve a temperatura entre 19 e 27 °C. No entanto,
em temperaturas superior a 27 °C ocorreu crescimento celular, porém
as células ndo apresentaram colora¢@o. A produg¢do dos carotenoides
foi acentuada durante a fase exponencial na maioria das temperaturas,
com exce¢do a 31 °C. A temperatura 6tima de bioprodugdo foi de 19
°C, onde a torularrodina foi sintetizada em quantidade superior ao
-caroteno, de 120 e 5 mg/L, respectivamente.

Para a otimizagdo da produg@o de carotenoides por P. rhodozyma,
a temperatura foi o fator que mais influenciou na producdo de asta-
xantina. Ramirez e colaboradores,’ testando diferentes temperaturas,
observaram que para as cepas selvagens e mutante de P. rhodozyma
as temperaturas 6timas foram de 22 e 19,7 °C, respectivamente.

Efeito da luminosidade

A producio e o acimulo de carotenoides sdo positivamente
afetados pela irradiagdo de luz branca em algas, fungos e bactérias.
Contudo, a intensidade e forma de iluminag@o variam com o micror-
ganismo. A teoria da foto indugdo pode ser descrita em dois aspectos;
no primeiro, o efeito da luz sobre o crescimento do microrganismo
exerce papel fundamental, como estimulante da producéo; o segun-
do aspecto considera que o actimulo de carotenoides na célula estd
associado com o aumento da atividade das enzimas envolvidas na
biossintese de carotenoides.”

Alguns trabalhos demonstram que determinadas leveduras bios-
sintetizam carotenoides contra os danos causados pela luz. Os efeitos
da luz branca sobre o crescimento e a producdo de carotenoides por R.
glutinis foram avaliados por Sakaki e colaboradores.* Para a levedura
nao pigmentada Saccharomyces cerevisiae uma fraca irradiagcdo de
luz branca néo apresentou efeito sobre o crescimento das células, no
entanto, na levedura selvagem R. glutinis, a luz inibiu o crescimento
celular, onde simultaneamente, a producio de torularrodina aumen-
tou de 7,9 para 14,2 mg/100g células, durante a fase exponencial.
Os resultados demonstram a potente habilidade da torularrodina
sequestrar o oxigé€nio singlete.

Em estudo realizado visando a otimizagdo da producdo de
astaxantina e células por H. pluvialis,** o crescimento foi avaliado
sob duas densidades de fluxo de fétons de 35 e 85 pmol/m?s. No
entanto, a carotenogénese foi induzida por uma densidade luminosa
de 150 pmol/m?s. O contetido de carotenoides cultivados em nitrato a
35 umol/m?2s e sujeito a alta luminosidade (150 pumol/m?2s) aumentou
de 1,7 para 4,8 mg/L.

Alguns estudos sugerem que a alga H. pluvialis pode acumular
aproximadamente 3% de astaxantina em relagdo ao peso da célula
seca quando exposta a luz solar ou ldmpadas fluorescentes ou hald-
genas.®% A luz azul aumentou a biossintese de astaxantina na H.
pluvialis®>*7% e elevou o conteddo deste pigmento em aproximada-
mente 7% sob luminosidade emitida de diodos de luz azul (LEDs).*

Estudos realizados por Johnson e Gil-Hwan,* utilizando alta
intensidade luminosa mostraram que a luz inibiu o crescimento ce-
lular e a formac@o de pigmento, houve produ¢do de B-zeacaroteno,
indicando a ocorréncia de estresse celular. A levedura P. rhodozy-
ma,® quando cultivada sob iluminagdo, produziu astaxantina como
principal carotenoide. Entretanto, quando esta levedura foi cultivada
na auséncia de luz, o carotenoide principal encontrado foi o HDCO
(3-OH-3’,4’-dide-hidro-B-W-caroteno-4-ona), com concentra¢do
acima de 0,75 mg/L.
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Efeito da taxa de aeracio e agitacao

Os microrganismos aerébicos assim como P. rhodozyma, cujo
crescimento (metabolismo primdrio) € dependente do fornecimento
de oxigénio, necessitam de defini¢do das melhores condi¢des de
aeragdo e agitacdo para aumento de rendimento. Segundo Yamane e
colaboradores,* a taxa de produgio de astaxantina por P. rhodozyma
aumenta com a elevacdo do fornecimento de oxigénio.

Liu e colaboradores® estudaram os efeitos da transferéncia de oxi-
génio em frascos agitados em P. rhodozyma. Os autores observaram
que com 30 h de bioprodugio a concentracdo de oxigénio dissolvido na
fase liquida era préxima de zero (3,5%), enquanto que na fase gasosa,
a concentrag¢do de oxigénio diminuiu lentamente nas primeiras 30 h
(10%) e permaneceu em altas concentra¢des. 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 agitacdo (200 a 250 rpm) e a diminui¢do do volume de
liquido (50 a 20 mL) ocasionaram elevacdes no crescimento celular (8
a 10,7 g/L) e producdo de carotenoides (7,4 a 15,5 mg/L), sendo que a
mudanca na velocidade de agitagdo apresentou maior efeito no rendi-
mento de carotenoides nos maiores volumes de liquido. O coeficiente
de transferéncia de oxigénio diminuiu com a reducdo do volume de
liquido e aumentou com a velocidade de agitacdo.

Na avaliagdo da influéncia da aeragio sobre o contetido de caro-
tenoides das leveduras S. roseus e R. glutinis,” observou-se que para
R. glutinis a maior taxa de aeragdo (frascos com entalhes) permite
obter maior concentragio de carotenoides, um aumento de 113 para
206 pg/g, embora o perfil de carotenoides permanega inalterado.
No entanto para S. roseus, 0 aumento na aeragdo proporcionou o
incremento na concentra¢do de carotenoides de 109 para 412 pg/g,
porém ocorreu mudanga no conteido dos carotenoides especificos,
indicando uma mudanga biossintética.

Aksu e Eren' observaram um aumento nas taxas especificas de
crescimento e de formagao de carotenoides com a elevagdo das taxas de
aeracdo (0a2,4 vvm) para R. mucilaginosa, obtendo biomassa de 5,7 g/L,
carotenoides totais 112,8 mg/L e rendimento de produto de 19,8 mg/g.
Assim, a aeracdo mostrou-se benéfica para o crescimento celular, devido
amelhorias nas caracteristicas de transferéncia de massa com respeito a
substrato, produto e oxigénio. O mesmo comportamento foi observado
comalevedura R. glutinis,>* obtendo-se biomassa de 5,4 g/L, carotenoides
totais 105,8 mg/L e rendimento de produto de 19,6 mg/g.

Tinoi e colaboradors,> em frascos agitados, verificaram que em taxas
de agitagdo baixas (100 a 150 rpm) tem-se menor crescimento celular,
devido a diminuicao da disponibilidade de nutrientes na superficie das
células. Ao contrdrio, em altas taxas de agitacdo (>250 rpm) ocorreu rup-
tura celular evidenciada pelo aparecimento de uma fina camada oleosa.

Valduga e colaboradoes® realizaram um screening de varidveis na
bioproducdo de carotenoides em frascos agitados por S. salmonicolor
CBS 2636, observando que a agitagdo (150 a 200 rpm) exerceu efeito
positivo significativo (p<0,05) sobre a concentragdo de carotenoides
totais, carotenoides especificos e biomassa.

As pesquisas de producdo de corantes naturais utilizando mi-
crorganismos vém enfocando ndo somente a sele¢@o de linhagens
produtoras de uma variedade de carotenoides, mas também a otimi-
zacdo das metodologias de cultivo para um aumento na produgao de
corante, reducdo de custos com a bioproducéo e posterior aplicagido
em escala industrial. Além disso, intiimeros trabalhos sio realizados
aplicando engenharia genética visando a obten¢do de carotenoides
de maior interesse e em maiores quantidades.

A tendéncia é o aumento nas pesquisas em relagio a producio
de corantes através de microrganismos, pois se tem a necessidade de
redugdo de custos de producdo e aumento no rendimento, tornando
assim a bioprodug¢do competitiva com a sintese quimica.

Produg@o de carotenoides: microrganismos como fonte de pigmentos naturais 2435

PRODUCAO INDUSTRIAL E ANALISE DE MERCADO
DOS CAROTENOIDES

A produc@o industrial de ,3-caroteno comegou em 1954 e, desde
entdo, a sintese comercial de carotenoides vem sendo desenvolvida.
Atualmente, séo vendidos por ano cerca de US$ 300 milhdes em
carotenoides sintéticos. Os dois principais produtores industriais,
Hoffmann-La Roche e BASF, produzem seis diferentes carotenoides,
o B,B-caroteno, a cantaxantina, a astaxantina (mistura de dois enantio-
meros e a forma meso), os apocarotenoides e a citranaxantina (C33).7°

Uma parte dispendiosa, apesar de essencial, do processo industrial
¢ a transformagdo do composto lipofilico, cristalino e puro em formu-
lacdes que sdo apropriadas para a aplicacio industrial. A dispersio
microcristalina do carotenoide em uma gordura comestivel ¢ usada
na producdo de margarinas. P6s contendo carotenoides como uma
microdispersdo em um coloide protetor hidrofilico sdo usados para
meios aquosos, tais como suco de frutas.”

O prego de mercado, por grama, € em torno de R$ 57 para o
f,B-caroteno, e R$ 633 para a astaxantina, ja um miligrama de zeas-
taxantina chega a custar R$ 1690.”!

Os pigmentos produzidos por métodos bioldgicos tém surgido
como um crescente segmento do mercado industrial. Eles sdo apli-
cados em alimentos, como suplemento nutricional, e em inddstrias
cosmética e farmacéutica. Desde o inicio dos anos 80, varias com-
panhias biotecnoldgicas tém desenvolvido métodos para produzir
pigmentos em culturas bacterianas, de algas e fungos.”

Os biopigmentos normalmente entram em mercados existentes
para pigmentos obtidos por sintese quimica. Para sobreviver, os
materiais produzidos biologicamente devem oferecer vantagens
em seu emprego, custo e/ou conformidade com as normas. As trés
principais categorias emergentes de biopigmentos deste mercado sdo
carotenoides, xantofilas e melanina.”

Somente os aditivos de cor que estdo registrados no Code of
Federal Regulations (CFR) podem ser usados legalmente nos Esta-
dos Unidos para promover a colora¢do do salmao e outros animais
utilizados como alimento. A astaxantina foi recentemente relacio-
nada 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. Porém, a astaxantina, e ndo
a cantaxantina, é normalmente encontrada no salmio selvagem.”

No final de 2003, o mercado europeu de carotenoides contabilizou
um total de US$ 348,5 milhdes, sendo as previsdes para 2010 de até
US$419,6 milhdes,” com um mercado global estimado de US$ 935 mi-
lhdes/ano.” O mercado de astaxantina, embora menor que o de licopeno
e B-caroteno, tem crescido rapidamente, sendo previsto um aumento da
sua participacdo no mercado de 26% entre 2000 e 2010. O segmento
de aditivos de alimentag@o animal serd o mais lucrativo até o ano de
2010, seguido pelo de suplementos e alimentos fortificados.”

A luteina, nos ultimos anos, destaca-se pelos beneficios rela-
cionados com a saide da vis@o. Antes do fim da década de 1990
a luteina era usada principalmente para colorir gema de ovo e
carne de frango. A partir de 2000, uma nova aplicacdo da luteina
desenvolve-se, na forma de suplemento, para prevenir a doenca
da degeneracdo macular. Esta nova aplicacio levou o mercado da
luteina para mais de 139 milhdes de ddlares em 2004, comparado
com 64 milhdes em 1999.7>7
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