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RESUMO

PRODUCAO DOS CAROTENOIDES ATRAVES DO PROCESSO
FERMENTATIVO UTILIZANDO LEVEDURA DO GENERO
RHODOTORULA

Os carotendides, tetraterpendides sintetizados sdo obtidos através de diversas fontes, como
plantas, algas e microorganismos que biossintetizam compostos nutracéuticos levando ao
homem a necessidade de mudar seus habitos alimentares. Alguns compostos sdo considerados
precursores da vitamina A que atuam no organismo com a finalidade de diminuir o
desenvolvimento de doencas degenerativas e anulacdo de radicais livres. Embora alguns
fatores como fonte de carbono e nitrogénio, pH, temperatura, luminosidade, agitacdo e
aeracdo possam influenciar o processo de producéo dos carotendides, a bioproducdo pode ser
influenciada ndo somente pelo crescimento celular, como também a producdo de pigmentos.
A utilizacdo em escala industrial de carotendides tem aumentado, devido a substituicdo de
corantes sintéticos por corantes naturais, gerando preocupacao com a quantidade de aditivos
qguimicos nos alimentos. Sendo assim, os métodos biotecnoldgicos para a producdo de
corantes através de microorganismos, tém sido estudados observando o potencial das
leveduras, em especial o género Rhodotorula que tem a capacidade de sintetizar diferentes
tipos de terpendides que podem acumular carotendides como o toruleno, p — caroteno e a
torularrodina.

Palavras-chave: Corantes. Fermentacdo. Biotecnologia



ABSTRACT

CAROTENOIDS PRODUCTION THROUGH USING YEAST
FERMENTATION OF THE GENUS RHODOTORULA

The carotenoids are synthesized tetraterpendides obtained from various sources, such as
plants, algae and microorganisms that biosynthesize leading nutraceutical compounds to man
the need to change their eating habits. Some compounds are considered as precursors of
vitamin A, which act in the body in order to decrease the development of degenerative
diseases and cancellation of free radicals. Although such factors as source of carbon and
nitrogen, pH, temperature, light, agitation and aeration could influence the production of the
carotenoids, bioproduction may be influenced not only by cellular growth, as well as
production of pigments. The use of carotenoids on an industrial scale has increased due to
the substitution of synthetic dyes by natural dyes, causing concern with the amount of
chemical additives in foods. Thus, the biotechnological methods for the production of dyes by
microorganisms, have been studied by observing the potential of yeasts, especially the genus
Rhodotorula which is capable of synthesizing different types of terpenoids that may
accumulate carotenoids as torulene, f§ - carotene and torularhodin.

Keywords: Dyes. Fermentation. Biotechnology
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1 INTRODUCAO

Os carotendides sdo pigmentos naturais responsaveis pelas cores amarela, laranja e
vermelho, presentes na natureza (UENOJO et al., 2007 apud FRASER; BRAMLEY, 2004),
identificados em organismos fotossintetizantes e ndo fotossintetizantes, plantas superiores,
algas, fungos, bactérias e em alguns animais. Esses possuem mais de 600 estruturas
caracterizadas, com uma producéo estimada em 100 milhdes de toneladas por ano.

Responsaveis pela cor da maioria das frutas e vegetais podem atuar como corantes e
enriquecimento de alimentos, sendo utilizados devido sua atividade pr6 — vitaminica, e suas
propriedades que resultam em funcdes bioldgicas benéficas a saude (BONADIO, 2009),
assumindo grande importancia em animais e humanos, incluindo o aumento da resposta
imune, a conversdo para a vitamina A e a eliminacdo de radicais de oxigénio (VOAIDES;
DIMA, 2011 apud KIOKIAS; GORDON, 2004).

Segundo Guaratini (2008) apud Wrona et al.,(2003) os carotendides constituem uma
ampla classe de isoprenoides, caracterizados estruturalmente por uma longa cadeia de duplas
ligagbes conjugadas, podendo ser subdividido em dois grandes grupos, 0s carotenos, e as
xantofilas.

A partir de suas diferentes estruturas biossintetizadas por alguns microorganismos,
plantas e algas, apresentam como caracteristicas principais sua velocidade de desativacdo de
oxigénio que pode acontecer pela transferéncia fisica de sua energia e/ou por sua reacao
quimica, sendo que nas condi¢des normais no organismo 95% da desativacdo do oxigénio é
fisica, sendo apenas 5% a reacdo quimicamente, tornando os carotenoides antioxidantes mais
efetivos (GUARATINI, 2008 apud MORDI et al., 1993; BURRI, 1997; PALACE et al.,
1999). Esses sdo susceptiveis as oxidagles enzimaticas ou ndo enzimaticas, que dependem de
sua estrutura, observando a disponibilidade de oxigénio, presenca de enzimas, metais, pro-
oxidantes, alta temperatura e exposicéo a luz (VALDUGA et al., 2009).

De acordo com Morais (2006), os carotenodides sdo quimicamente definidos como
tetraterpendides Cyo (hidrocarbonetos de ocorréncia natural e seus derivados), ou seja, unido
de oito unidades isoprendides (Cs) de cinco atomos de carbono, exceto a crocetina e a bixina,
que possuem menos de quarenta atomos de carbono na cadeia carbonica, conforme figura
(Figura 1). A cadeia carbonica de alguns carotenodides apresenta um ou dois anéis  — ionone

nas extremidades.
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FIGURA - 1. Representacédo das Estruturas do isopreno, da f-ionona e do licopeno
(MORAIS, 2006 apud RIBEIRO; SERAVALLLI, 2004).

2
|
CHz =—CH=CH- ,Eq% _,,E._x
rH [ CH,
3
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CH CH |

CH
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A producdo biotecnoldgica de carotendides vem se destacando devido a fatores tais
como denominacéo de substancias naturais; possibilidade de utilizacdo de substratos de baixo
custo para bioproducdo; pequeno espaco para producdo, ndo estando sujeitas as condicBes
ambientais como clima, estacdo do ano ou composicdo do solo e controle das condicGes de
cultivo (VALDUGA et al., 2009).

Através de muitos microorganismos ocorrem a producdo de carotendides, porém nem
todos séo industrialmente interessantes. As leveduras destacam-se por sua capacidade de
producdo de pigmento em substratos de baixo custo, alto teor de agucar e como fonte protéica.
Os géneros capazes de produzi-l6s sdo Rhodotorula, Rhodosporidium, Sporobolomyces e
Phaffia. O género Rhodotorula, possui alto potencial para a producdo e comercializagdo de
carotenoides, sendo capaz de sintetizar terpenoides a partir de substratos naturais como xarope
de glicose, melago de beterraba, mosto de uva e extrato de farinha de soja (BONADIO, 2009).

As leveduras sdo mais convenientes do que as algas para a producdo em larga escala
em fermentadores, devido a sua natureza unicelular e alta taxa de crescimento (VOAIDES;
DIMA, 2011).
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Contudo os tipos de carotendides podem variar de acordo com as condi¢Ges do meio
de cultura, tais como fonte de carbono e nitrogénio, temperatura, pH, taxa de aeracdo e
luminosidade (VALDUGA et al., 2009).
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2 OBJETIVO

O presente trabalho objetivou descrever de um modo geral os carotendides, tipos de
fonte, acdo no organismo, e a utilizagdo de microorganismos destacando-se as leveduras, em

especial do género Rhodotorula para bioproducédo de pigmentos.
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3 CAROTENOIDES

3.1 Fonte de Carotendides

Presentes em todos os organismos fotossintéticos, os carotendides sdo responsaveis
por diversas cores desde o amarelo ao vermelho de muitos legumes, frutas, flores, animais
como peixes, crusticeos, passaros e insetos, hortalicas, tubérculos e microorganismos —
levedura (NASCIMENTO, 2006).

Em plantas superiores, estdo localizados no cloroplasto e cromoplastos (organelas
subcelulares). Nos cromoplastos, sdo depositados como goticulas de 6leo (ex. paprica e
manga) ou na forma cristalina (ex. cenouras e tomates). Nos cloroplastos atuam como
pigmentos fotoprotetores na fotossintese e como estabilizadores de membranas, sendo
normalmente mascarado pela presenca de outros pigmentos clorofilicos dominantes,
associados principalmente a proteinas (SILVA et al., 2010 apud KURZ, CARLE;
SCHIEBER, 2008).

Em vegetais folhosos, a luteina, f — caroteno, violoaxantina e neoxantina sdo oS
principais carotendides, e o — caroteno, 3 — criptoxantina e o — criptoxantina sdo encontradas
em pequenas quantidades. A concentracdo de carotendides das folhas é interferida de acordo
com a maturidade. Nos seres vivos, a maior concentracdo esta no figado e no tecido adiposo,
podendo também ser encontrado nos rins, coragdo, pulmao, cérebro, plasma e pele (MORAIS,
2006 apud RODRIGUEZ - AMAYA, 1999).

No processo biotecnologico a producdo de carotendides tem sido analisada,
destacando-se a producdo comercial de  — caroteno pelas microalgas marinhas Dunaliella, e
pelo fungo Blakeslea trispora. Leveduras do género Rhodotorula sdo conhecidas como
produtoras de carotenoides variando sua concentracdo de 10 a 100 pg/g de biomassa seca. Os
principais carotendides identificados por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)
foram B — caroteno, toruleno e torulahodina (VALDUGA, 2005).

A tabela a seguir nos mostras as espécies produtoras de carotenoides:
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TABELA 1 - Microorganismo Produtores de Carotenoides

Espécies

Carotendides Principais

1. Cianobactéria
Anabaena variabilis
Aphanizomenon flos — aqua
Nostoc commune

2. Algas

Chorela pyrenoidosa

Spongiococcum excetricum
Haemotococcus pluvialis
Dictycoccus cinnabarinus
Haematococcus pluvialis
3. Fungos e Leveduras
Blakeslea trispora
Rhodotorula sp
Rodosporidium sp
Dacrymyces deliquescens

Rhodotorula glutinis

Phaffia rhodozyma
Sporobolomyces

Sporidiobolus sp

Cantaxantina
Cantaxantina

Cantaxantina

Luteina ((3R, 3'R, 6'R) — B, € - caroteno — 3,3"-
diol)

Luteina
Astaxantina
Cantaxantina

Astaxantina

[3-caroteno e licopeno
Toruleno e B-caroteno
Toruleno e B-caroteno
Luteina

Toruleno e torulahodina (3", 4"didehidro — B, ¥ —

caroten — 16"- 0ico)
Astaxantina
B-caroteno e toruleno

Toruleno, torulahodina e B-caroteno

(VALDUGA, 2005 apud WELSH, 1995)
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3.2 Acao dos Carotendides no Corpo Humano

Inimeros fatores afetam a qualidade de vida moderna, de forma que a populacéo deve
conscientizar-se da importancia de alimentos que auxiliam a promoc¢édo da saude, trazendo
com isso uma melhora do estado nutricional. Os alimentos nutracéuticos se encaixam nesse
perfil, pois além de apresentarem beneficios a satde incluem a prevencéo e/ou tratamento de
doengas.

Diante dessa realidade, hd um interesse crescente em substituir os corantes artificiais
pelos biossintetizados. Dentre eles destacam-se 0s carotenoides.

Um nutriente que é encontrado apenas em alimentos de origem animal, a vitamina A
estd presente em diversas formas, sendo em retinol, &cido retindico, retinal e retinil
(CAMPOS; ROSADO, 2005).

Segundo Sancho (2006) apud Siqueira (1997), o papel mais importante e conhecido
dos carotentides é o do p — caroteno, com sua atividade pré — vitamina A, em que esta
presente em uma classe de antioxidante biol6gico, sendo eficiente sob baixas pressdes parciais
de oxigénio, condic¢des encontradas na maioria dos tecidos.

A atividade pro — vitaminica A é a funcdo biologica mais conhecida e atribuida aos
carotenoides além do poder de corante, podendo ser convertidos aqueles que possuem pelo
menos um anel B — ionona nado substituido que esta ligado a uma cadeia poliénica conjugada
de no minimo 11 carbonos. Através da clivagem central, um mecanismo principal, a
transformacdo de carotendide pré — vitaminicos A é dividido ao meio, formando duas
moléculas de retinal sendo um 3 — caroteno, ou em carotendides pro — vitaminicos A, sendo o
mesmo transformado em retinol (NASCIMENTO, 2006).
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FIGURA 2 - Transformagéo de p -caroteno em vitamina A (NASCIMENTO, 2006).
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Ativa para a promocao de crescimento, funcéo visual e desenvolvimento embrionario
a vitamina A e os carotendides, dependem das fontes disponiveis de alimento e habitos
dietéticos (SCHWARTZ, 2010). Ac¢des que promovem a diminuicdo do risco ao cancer,
bloqueio da degeneracdo macular, diminuicdo ao risco de catarata, eficiéncia do sistema
imunoldgico e prevencdo de doenca cardiovascular também sdo conferidos aos carotendides
(HIANE et al., 2003 apud RODRIGUEZ — AMAYA, 1997), que além disso, desempenham
um importante papel na fotossintese atuando como pigmento acessério, protegendo contra a
foto — oxidacdo e coleta de energia (SANCHO, 2006).

De acordo com a disponibilidade de oxigénio, exposicdo a luz, altas temperaturas,
presenca de enzimas, metais, prooxidantes e antioxidantes, os carotendides sdo ainda
suscetiveis as oxidacdes enzimaticas, reacdo esta que depende de sua estrutura (VALDUGA,
2005 apud SCHROEDER; JOHNSON, 1995).

Segundo Silva et al., (2010) apud Sikora et al., (2008), a respiracdo e diversas reacoes
oxidativas em células aerdbias, induzem ao desenvolvimento de radicais livres, que acarretam
danos ao organismo contribuindo para o aparecimento de muitas doencas. Por este motivo, as
células humanas necessitam de certa disposicdo de antioxidante para a protecdo contra 0s
efeitos prejudiciais de radicais livres e espécies reativas de oxigénio, que sdo resultados
inevitaveis da vida aerobia. Através da absorcdo dos radicais livres, 0s compostos

antioxidantes interrompem a cadeia de propagacdo das reacGes oxidativas geradas pelos
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radicais ou bloqueiam a cadeia de iniciacao.

O licopeno, caroteno presente em produtos de tomate, previne a oxidacdo do LDL
(Low Density Lipoproteins - que significa proteinas de baixa densidade responsavel por
transportar o colesterol do figado até as células de varios outros tecidos, estando diretamente
relacionados a doencas cardiacas) e reduz o risco do desenvolvimento de arteriosclerose e
doencas coronarias, além disso, outras pesquisas sugerem que este carotenoide pode reduzir o

cancer de prostata, pulmao, pele e bexiga (VALDUGA, et al., 2009).

3.3 Fatores que influenciam a producéo de carotenoides

Os carotenoides sao utilizados em indUstrias como corantes com o objetivo de repor a
cor perdida durante o processamento e armazenamento de alimentos, além de conceder cor
aos alimentos incolores e de uniformizar a coloragdo de alguns produtos. Estes atuam como
precursores de varios compostos quimicos responsaveis pelas fragrancias de algumas flores,
aroma de alguns alimentos e coloracdo especifica, além de serem utilizados para colorir
capsulas de medicamentos e cosméticos (MEZZOMO, 2012 apud KLAUI; BAUERNFEIND,
1981; N11ZU, 2003).

Para a bioproducéo dos carotendides, as condi¢des fisicas e nutricionais da cultura s&o
fatores que influenciam diretamente a produtividade, afetando ndo somente o crescimento
celular como a producéo de pigmento. Portanto, o estresse das condi¢cdes ambientais induzem
0s microorganismos acumularem varios tipos de carotendides (VALDUGA et al., 2009;
BHOSALE, 2004).

A biossintese junto com as condi¢des de cultivo, é transportada pelo nivel, atividades
de enzimas biossintética e o fluxo total de carbono do sistema sintetizante. Deste modo, uma
ampla producdo pode ser alcangada, alterando — se as atividades enzimaticas e o nivel, pelo
uso de uma abordagem molecular. Segundo Tatsch (2008) e Bhosale (2004), pode-se obter
uma melhor produgéo de carotendides com custo efetivo, empregando estimulantes no meio e
ajustando as condigOes externas do cultivo.

Mudancas de pH na fermentacdo sdo naturalmente ocasionadas atraves da biossintese
de carotendides (ZENI, 2009 apud FRENGOVA et al., 1994), que decresce nas primeiras 72
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horas de bioproducéo, seguindo de uma elevagdo durante a fase intensa de carotenogénese. O
pH exerce grande influéncia sob o crescimento celular e a formacéo de produto. Sendo assim,
o0 pH inicial na producéo de carotendides € um objeto de estudo (VALDUGA et al., 2009).

A temperatura € um dos fatores ambientais mais importantes que influenciam o
crescimento e desenvolvimento dos microorganismos, ocasionando alteracbes em diversas
vias biossintéticas, inclusive na carotenogénese (SCHWARTZ, 2010). Através do controle na
concentracdo de enzimas envolvidas na producdo de carotenoides, a temperatura pode
ocasionar mudancas na concentracdo enzimatica, o que leva ao controle do nivel de
carotenoides nos microorganismos (TATSCH, 2008).

A intensidade e forma de iluminagéo variam com o microorganismo. Descrita em dois
aspectos, a teoria da foto inducéo, no primeiro aspecto o efeito da luz sobre o crescimento do
microorganismo exerce papel fundamental, estimulando sua producdo; no segundo aspecto
considera que o acumulo de carotendides na célula esta associado com o0 aumento da atividade
das enzimas envolvidas na biossintese de carotendides (BHOSALE, 2004).

Microorganismos aerdbios precisam das melhores condi¢cGes de aeracdo e agitacdo
para maior rendimento (SCHWARTZ, 2010). Portanto estes sdo fatores que influenciam o
metabolismo dos microorganismos para a producdo de carotendides.

Pesquisas para a producdo de corantes naturais tém sido desenvolvidas com objetivo
de selecionar linhagens produtoras de carotendides, aperfeicoar metodologias de cultivo para
reducdo de custos com a bioproducédo, e aumento na producdo de corantes para sua aplicacéo
em escala industrial, tornando a bioprodugdo competitiva com a sintese quimica (VALDUGA
et al., 2009).

3.4 Biossintese dos Carotendides

Os carotendides séo tetraterpenoides sintetizados em organismos fotossintéticos, algas,
bactérias, plantas e leveduras, sendo sua maioria compostos de uma ligacdo central de
carbono alternando ligagdes simples e duplas com distintos grupos ciclicos ou aciclicos em
sua extremidade, na qual suas maiores fungdes bioquimicas sdo definidas por seu sistema

prolongado de ligagcBes duplas conjugadas, que também é responsavel pela sua cor
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(SCHWARTZ, 2010 apud BRITTON, 1995).

Um grupo de pigmentos contendo unidades repetidas e ramificadas de Cs, 0s
carotenoides proporcionam a biossintese em trés estagios diferentes,demonstrados na Figura 3
sendo: sintese terperndide basico Cs; sintese de compostos Cy4o, @ partir dos intermediarios
terpénicos; e a transformacdo do Cy4o para formacdo dos diversos carotendides. A partir da
sintese de carotenoides, 0s estagios iniciais seguem vias comuns da biossintese de esterdides,
sendo intermediarios ao Acetoacetil — CoA, mevalonato, isopentenil pirofosfato,
geranilgeranilpirofosfato e farnesil pirofosfato que tem sido relacionados a formacgdes de
carotendides (VALDUGA, 2005 apud RATLEDGE; EVANS, 1989).

FIGURA 3 - Biossintese dos carotendides (C4o) de leveduras (VALDUGA, 2005 apud RATLEDGE;
EVANS, 1989)
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O primeiro precursor na biossintese dos terpenoides é o 4cido mevalénico — precursor
especifico da unidade isopreno de cinco carbonos (MORIEL, 2004) — que depois uma série de
reacOes como a hidrogenacdo, desidrogenacdo, ciclizacdo ou oxidagdo (Figura 4), forma
geranil difosfato (10 C), farnesil difosfato (15 C) e geranil — geranil difosfato (20 C), sendo
que a dimerizacdo desta Ultima forma o fitoeno — primeiro composto de quarenta carbonos,
apesar de ainda ndo possuir coloracdo — e uma série de desnaturacdo a partir do fitoeno,
forma-se fitoflueno, {-caroteno, neurospropeno e por fim licopeno (Figura 5) (VALDUGA et
al., 2009)

FIGURA 4 - Fluxograma dos estagios da biossintese de carotenodides (VALDUGA et al., 2009
apud SILVA, 2004)
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FIGURA 5 - Estagios intermediarios da biossintese de carotendides (VALDUGA et al., 2009
apud SILVA, 2004).
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Segundo Barbosa (2010) através de uma serie de desidrogenacgdes, ha formacdo de
outros carotenos. As Ultimas etapas do caminho biossintético dos carotendides, destacando o

desenvolvimento dos principais carotendides em alimentos séo apresentados na figura 6.



FIGURA 6 - Ultimas etapas da biossintese de carotendides. Os carotendides principais em

alimentos encontram-se destacados (BARBOSA, 2010 apud RODRIGUEZ-AMAYA,
KIMURA; AMAYA-FARFAN, 2008).
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3.5 Extracdo de Carotendides

O rompimento das células microbianas para adquirir os produtos intracelulares é
fundamentado em técnicas mecanicas tais como a alta pressdo, homogeneizacdo, e trituragdo
de granulo. Contudo, essas técnicas sofrem inconvenientes, incluindo o alto custo, longo
tempo de processamento e a producgdo de restos de células. Sendo assim, a extracdo quimica é
um substituto possivel para o rompimento mecanico das células devido seu baixo custo,
simplicidade, e velocidade relativa (SCHWARTZ, 2010 apud MIDDELBERG, 1995).

Segundo Quirds; Costa (2006) o método mais comumente utilizado para a extracao de
carotendides é o solvente. Por possuir uma estrutura complexa e a variedade desses
compostos encontrados em amostras vegetais, ndo ha um protocolo Unico para sua extragéo,
pois os carotenoides sdo pigmentos lipossollveis ndo saponificaveis, € comum obter uma
etapa de saponificacdo para retirar os lipidios que possam interferir nas etapas de extracdo
com solventes apolares. Através da utilizacdo de uma solucdo de base, como por exemplo o
hidroxido de potassio em solvente polar , como metanol ou etanol, a saponificacdo pode ser
realizada, na qual os carotendides sdo posteriormente extraidos (MARINOVA; RIBAVORA,
2007). Enfim, diversos solventes ou misturas podem ser utilizados para extracdo dos
carotendides conforme a tabela 2.
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TABELA 2 - Solventes empregados na extracdo de carotenodides em diferentes amostras.

Amostra

Solvente de Extracédo

Referéncias

Cenoura, gréos verdes e
brécolis

Suco de tomate
Frutas vermelhas bulgarianas
Caléndulas
Plantas comestiveis da

Tailandia

Dunaliella salina

Rhodotorula

Tetrahidrofurano

Tetrahidrofurano

Metanol tetrahidrofurano (1:1,
v/v)
Hexano

Hexano

Hexano, acetona etanol (2:1:1,

VIVIV)

Eter etilico, acetato de eltila e

éter etilico/ acetato de etila (1:1)

MCcINERNEY et al., 2007

SANCHEZ-MORENO et
al., 2006
MARINOVA;
RIBAVORA, 2007
WANG et al., 2006
CHANWITHEESUK et
al., 2005
HU et al., 2008

SQUINA;
MERCADANTE, 2003

(Silva et al., 2010 - adaptado)

3.6 Utilizacdo Industrial de Carotenoides

Em 1954 iniciou-se a producao industrial de 3, — caroteno, e desde entdo vem sendo

desenvolvido a sintese comercial de carotendides. Atualmente, por ano séo vendidos cerca de

US$ 300 milhdes em carotendides sintéticos (BRITTON et al., 1995). Diversos estudos vém

sendo desenvolvidos com o objetivo de provar que a suplementacdo diéria de carotendides

previne vérias doencas cronicas e degenerativas, inflamagdes, carcinogénese entre outras
induzidas por radiacdo ultravioleta (GIORI, 2010 apud ZANATTA, 2004), despertando

assim, a intensa producao e comercializacdo de carotenoides para utilizacdo em alimentos.

Conforme Britton, (1995), os dois principais produtores industriais sdo Hoffmann —La

Roche e BASF, produzindo seis tipos de carotenoides diferentes, sendo o B, — caroteno, a
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astaxantina, os apocarotenoides, a cantaxantina, e a citranaxantina.

A producéo industrial de carotendides é obtido por extracdo de plantas, algas ou por
via quimica. No entanto, devido a preocupacdo com o uso de aditivos quimicos nos alimentos,
existe um interesse crescente nos carotendides obtidos naturalmente por processos
biotecnoldgicos, que comercialmente sdo usados como corantes alimenticios e em
suplementos nutricionais, sendo também considerados precursores de fragrancias de algumas
flores, assim como sua coloracéo especifica e fotoprotecdo (VALDUGA, 2005).

De acordo com Ribeiro (2008), os carotenoides sintéticos sdo purificados por
cristalizacdo, com a finalidade de formar cristais, que através da filtragdo podem ser
facilmente separados e lavados dos isdmeros cis e dos subprodutos remanescentes na solucéo.
Para serem empregados na industria e comercializados, os carotendides precisam ser
formulados para aplicacdo em matrizes lipofilicas (manteigas, margarinas e queijos) ou
hidrofilicas (sucos e bebidas), sendo necessaria a diminuicdo dos cristais.

Por meio dos métodos bioldgicos a producdo de pigmentos tem surgido como um
crescente segmento do mercado industrial. Estes sdo aplicados em inddstrias cosmeéticas,
farmacéutica e alimentos como suplemento nutricional. Varias companhias biotecnoldgicas
desde o inicio dos anos 80 tém desenvolvido métodos para produzir pigmento em culturas
bacterianas, fungos e algas (PASSOS, 2007, VALGUGA et al., 2009).

Normalmente, os carotendides entram em mercados existentes para substituicdo
daqueles obtidos através da sintese quimica. Porém, para sobreviver, 0os 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 Ssao
xantofilas, melanina e os carotendides (PASSOS, 2007, VALGUGA et al., 2009).
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4 CAROTENOIDES EM LEVEDURAS

4.1 Leveduras

As leveduras sdo importantes membros de um ecossistema, contribuindo
significantemente para a biodiversidade na natureza, realizando em suas atividades
metabolicas transformacBes bioquimicas inteiramente relacionadas com o0s ciclos
biogeoquimicos e também na sintese de varios compostos, atuando em diversos niveis da
cadeia tréfica (CABRAL, 2009 apud ATLAS; BARTHA, 1997).

Constituinte do grupo de microorganismos eucariotos unicelulares, as leveduras se
reproduzem sexuadamente obtendo zigoto, ou assexuadamente, formando brotos ou gemas
(Figura 7) (SANTOS, 2008).

FIGURA 7 - Multiplicacao das leveduras com formagéo de broto (SANTOS, 2008)

Amplamente encontrada na natureza, sendo comum em liquidos agucarados, superficie
de d6rgdos vegetais, principalmente em flores e frutos, trato intestinal de animais, no solo,
entre outros. Suas celulas sdo ovais, esféricas ou elipticas podendo ser alargadas (Figura 8), e
suas dimensdes variam em funcgdo da espécie e nutricdo (VIEIRA, 2011), j& que s&o capazes
de utilizar diversos substratos para sua nutricdo absortiva. Caracteristicas como essa,

permitem que as leveduras secretem enzimas extracelulares, sendo liberadas ao meio
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apresentando a capacidade de degradar macromoléculas a moléculas menores que podem ser
agrupadas e utilizadas nutricionalmente (OLIVEIRA et al., 2009), além de exercer um
importante papel na utilizacdo das fontes de nitrogénio e carbono disponiveis promovendo

assim sua manutencéo e propagacao (SANTOS, 2010).

FIGURA 8 — Esquema da celula de levedura (VIEIRA, 2011 apud TORTORA et al.,2002)
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Sob varios aspectos biotecnoldgicos, as leveduras podem ser utilizadas, na
panificacdo, agentes de fermentacdo alcodlica, consideradas importantes fontes de proteinas e
de fatores de crescimento, suplementos protéico na alimentacdo humana e animal, (MELO,
2006 apud TUSE, 1984) devido seu alto teor de proteinas, composicdo balanceada de
aminoacidos, e varias vitaminas do complexo B. Tais microorganismos sdo de grande
interesse no campo dos alimentos por apresentarem valor nos aspectos nutritivos e aromaticos
(ROEPCKE, 2007).

Segundo Roepcke (2007) as leveduras do ponto de vista tecnoldgico apresentam
vantagens em relacdo a outros microorganismos, por apresentar alta taxa de crescimento e
facilidade de separacdo de sua biomassa, assimilando grande variedade de substratos.

De acordo com Oliveira et al., (2009), através de técnicas convencionais as leveduras
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sdo tradicionalmente identificadas baseadas em caracteristicas fisioldgicas e morfoldgicas —
macro e micro — dentre elas: crescimento em diferentes temperaturas, crescimento em
diferentes concentracdes de glicose e cloreto de sddio, fermentacdes de diferentes fontes de
carbono, assimilacéo de diferentes fontes de nitrogénio e carbono, tolerancia ao acido acético,
e producdo extracelular de compostos amiloides.

Entre diversos microorganismos, as leveduras apresentam grandes vantagens para a
producdo de carotenoides, constituindo em: ser de natureza unicelular e eucarionte; possuir a
capacidade de utilizar substratos de baixo custo para seu crescimento; conseguir elevada taxa
de crescimento; e admitir a possibilidade de controlar as condi¢Ges de cultivo para garantir a
producdo de carotendides de maior importancia e interesse (OLIVEIRA et al., 2009).

4.2 Leveduras produtoras de carotenoides

Excelentes produtoras de carotendides, algumas leveduras destacam-se apresentando
uma alternativa em relacdo a producdo de corantes sintéticos (BONADIO, 2009). Leveduras
produtoras de carotendides sdo seres de nutricdo quimio-heterotréfica absorvitiva podendo ser
identificadas através de técnicas convencionais e técnicas moleculares como pertencentes aos
grupos de ascomicetos, basidiomicetos. Os carotendides em leveduras tém sido considerados
como um metabolito secundério, atuando principalmente contra os danos oxidativos causados
pela luz, que podem afetar o crescimento e sobrevivéncia no ambiente (OLIVEIRA et al.,
2009).

De acordo com Valduga et al.,, (2009), estudos realizados mostram que oS
microorganismos que tem demonstrado potencial para a producdo de carotendides s&o:
Rhodotorula, Phaffia rhodozyma, Sporobo lomyces, Blakeslea trispora, Dunaliella salina e
Haematococcus pluvialis, sendo que o0s carotenodides naturais mais pesquisados sdo a
astaxantina, 3-caroteno, cantaxantina, toruleno e licopeno.

Dentre as basidiomicéticas, leveduras identificadas pertencentes aos géneros Sporobo-
lomyces e Rhodotorula, sao conhecidas pela producao de carotendides como o toruleno,  —
caroteno, o — caroteno e torularrodina. A especificidade entre elas destaca-se que o género
Rhodotorula produzem os carotendides acima em diferentes proporgdes; ja o género Sporobo-
lomyces ¢ produtora de carotendides do tipo P — caroteno, torularrodina e toruleno. No

entanto, a levedura Phaffia rhodozyma tem se destacado pela sintese do carotendide
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astaxantina, dependendo das condic¢des do processo fermentativo e de sua linhagem, na qual
varia de 40% a 95% do total de carotendides acumulado (OLIVEIRA et al., 2009).

Vaérias pesquisas tém sido desenvolvidas para a producdo de carotendides atraves das
leveduras, porém para se aperfeicoar o0 processo € necessario observar fatores que interferem
no desenvolvimento destes microorganismos como temperatura, pH, agitacdo, aeracao,
iluminacdo, tipos de aplicagdo das fontes de carbono e nitrogénio a composic¢do do cultivo,
agentes quimicos, além da utilizacdo de engenharia genética através de clonagens de genes

carotenogénicos.

4.3 Leveduras do género Rhodotorula

Apresentando alto potencial para producdo comercial de carotendides, as
linhagens de leveduras do género Rhodotorula sdo capazes de sintetizar terpendides a partir
de substratos naturais, tais como xarope de glicose, extrato de farinha de soja e melago de
beterraba (BONADIO, 2009).
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FIGURA 9 - Esquema da formac&o dos principais carotendides sintetizados pelas leveduras
do género Rhodotorula (BONADIO, 2009 apud SILVA, 2004)
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Segundo Branco (2010) o género Rhodotorula caracteriza-se pela presenca de
pigmentos carotenoides, reproduzindo-se exclusivamente por gemulacdo sem producdo de
esporos. Os pigmentos presentes neste género sdo [ — caroteno, o — caroteno, toruleno e
torularrodina (Figura 10), sendo rosados e vermelhos e em sua maioria possuem cor laranja ou
salméo (VIEIRA, 2011), podendo alcancar até 330 mg/g carotenoides por célula seca em 6 —
7 dias de fermentacdo (RIBEIRO, 2008).
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FIGURA 10 - Comparacdo da formula estrutural dos pigmentos formados pela levedura do
género Rhodotorula (BRANCO, 2010 apud PARK et al., 2007)
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Dentre o género Rhodotorula, ha algumas espécies produtoras de carotenoides, tais
como a R. glutinis, R. minuta, R. mucilaginosa, R. graminis (RIBEIRO, 2008), sendo que as
duas espécies mais abundantes sdo a Rhodotorula glutinis e Rhodotorula mucilaginosa
(Figura 11) (VIEIRA, 2011).

FIGURA 11 - Rhodotorula glutinis (RIBEIRO, 2008)
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Nas espécies produtoras de pigmentos do género Rhodotorula, a Rhodotorula glutinis
apresenta col6nias vermelhas alaranjadas (Figura 12), que além de acumular carotenoides
como torularrodina, toruleno ¢ B — caroteno através da biossintese como um produto final,
também é rico em vitaminas, lipidios e proteinas (MALDONADE et al., 2008). Tais
carotendides obtidos mostram-se em fragdes milesimais do peso seco e suas concentracdes
podem alterar dependendo das condigfes de cultivo (ANDRADE, 2010), como fontes de
carbono e nitrogénio, gerando um perfil de carotendides variado na qual o  — caroteno pode
corresponder ao principal produto (43%), e o toruleno um produto secundario (30%), ou 0

inverso com 25% de o p — caroteno, e 28% de toruleno.

FIGURA 12 - Col6nia de Rhodotorula glutinis. Fotografia de colénia crescida em &gar Sabouraud
apos trés semanas a 25°C (ANDRADE, 2010).




37

5. CONSIDERACOES FINAIS

Os carotendides sdo corantes naturais de grande importancia para a industria
alimenticia, além de serem precursores de vitaminas necessarias para o metabolismo do corpo
humano. Capazes de realizar a biossintese para obten¢do de diversos compostos como o f —
caroteno, os carotendides ajudam na prevencao de varias doencgas degenerativas que podem
ser desenvolvidas no organismo, melhorando assim o estado nutricional do individuo.

A fim de melhorar o padrdo alimenticio da sociedade, hd uma necessidade de utilizar
produtos naturais em vez de produtos sintéticos, o que desperta as pesquisas e investimentos
para comercializacdo e aplicacdo no mercado industrial. Sendo assim, a producdo de
carotendides por microorganismos, destacando — se as leveduras mostra — se
biotecnologicamente vidvel devido sua disponibilidade anual, permitindo manter as condic6es
favoraveis do meio de cultivo, além de obter facilmente sua extracdo e aplicacdo em escala

industrial.
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