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1. INTRODUCAO

A astaxantina € um pigmento carotendide, que apresenta forte acdo sob os
radicais livres, protecdo contra peroxidacdo dos lipideos e danos da oxidacdo do
colesterol LDL, membranas celulares, células e tecidos. Além disso, tem como
funcBes biologicas, protecdo contra oxidacdo dos &cidos graxos poliinsaturados
essenciais, aos efeitos da luz UV, proporcionando uma boa visdo e saude ocular, e
aumento da resposta imunolégica (Zhong-Ce, et al., 2006; Zheng, et al., 2006).

Este carotendide pode ser obtido de algumas flores de certas plantas,
microrganismos marinhos, animais, algas e liquens, bem como a partir de leveduras
como a Phaffia rhodozyma (Vustin, et al., 2004). Esta levedura se destaca
industrialmente pelo seu metabolismo heterotrofico, padrdo de crescimento
relativamente rapido, habilidade para alcancar alta densidade celular em
fermentadores industriais, qualidade nutricional e seguranca como aditivo alimentar
por possuir o certificado “Generally Recognized as Safe” (GRAS) (Bonfim, 1999).

A astaxantina pode ser produzida por meios quimicos ou biotecnolégicos. O
produto obtido pela via sintética usado atualmente em alimentacdo para peixes.
Entretanto, os aditivos naturais sédo preferidos por consumidores do que aqueles
produzidos por tecnologias quimicas (Zheng, et al., 2006).

As fontes de carbono desempenham um importante papel na producédo do
carotendide pela levedura Phaffia rhodozyma, sendo assim o presente trabalho teve
como objetivo estudar o cultivo da levedura Phaffia rhodozyma, utilizando as cepas
NRRL-Y 17268, NRRL-Y 10921, NRRL-Y 10922 com glicose no meio de cultura
extrato de malte (YM), para producéo de astaxantina.

2. METODOLOGIA

Foram utilizadas 3 cepas de Phaffia rhodozyma para a selecdo da melhor
produtora de astaxantina: NRRL-Y 17268, NRRL-Y 10921 e NRRL-Y 10922.

A cultura foi acondicionada sob congelamento em glicerol (20%). Para o
preparo do inéculo foi adicionado 10mL da cultura em glicerol, previamente
descongelada sob refrigeragdo, em 90mL de meio de cultura YM (Tabela 1),



mantidos a 25°C, por 48h e 150 rpm. O cultivo foi realizado com a adi¢cdo de 10% de
indculo em erlenmeyers de 500mL contendo 153mL do meio de cultivo, nas
condicBes de 25°C, 150 rpm, por 7dias.

Tabela 1: Composicdo do meio de cultura extrato de malte para producéo de
astaxantina pela levedura Phaffia rhodozyma.

Componente Concentracgao (g/L)
Extrato de levedura 3
Extrato de malte 3
Peptona 5
KNO3 0,2
Glicose 10

Os cultivos e as analises foram feitos em duplicata, sendo acompanhado ao
longo do tempo a concentracéo celular, por espectrofotometria a 620nm (Fonseca,
et al., 2006) e o pH. Para a determinacdo da concentragdo de astaxantina durante o
cultivo, as células foram secas a 40°C por 48 horas e congeladas a —18°C por no
minimo 24 horas e apés este periodo rompidas com dimetilsulféxido por 30 minutos.
Apds o rompimento celular, adicionou-se acetona e agitou-se vigorosamente, para
extragcdo da astaxantina. As amostras foram centrifugadas e a fase solvente
separada. O procedimento foi repetido novamente com o precipitado para completa
extracdo da astaxantina. Nas duas fases solventes, adicionou-se uma solugéo de
NaCl 20% e éter de petréleo. Apos agitacao e separacdo das fases por filtracdo com
Na,SO, a absorbancia a 474 nm foi determinada e calculada a concentracdo de
astaxantina (Bonfim, 1999; Liu, et al., 2006).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A Figura 1 apresenta o crescimento celular para as trés cepas de P.
rhodozyma, onde a maxima concentracdo de biomassa atingida foi: NRRL- Y 17268
em 72 horas, 29,2g/L; NRRL- Y 10921 em 72 horas, 18,7g/L; NRRL- Y 10922 em
120 horas, 6,9g/L. A méxima concentragdo celular de 29,2g/L obtida neste trabalho
pela cepa NRRL-Y 17268 foi superior a alcancada por Sun, et al. (2004), que
estudou o uso da radiacdo gama como método de mutagénese para isolar a cepa
hiper-produtora de carotendide e assim caracterizar a cepa mutante. Foram
utilizadas a cepa 67-385 (como cepa controle) e a cepa mutante 2A2N, e apds o
processo de radiacdo gama obtiveram as cepas mutantes 3A e 3A4-8. O pico
méaximo de crescimento celular foi alcangado pela cepa 67-385 com 5,8g/L, em 15
dias a 20°C e 150rpm.
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Figura 1: Acompanhamento da concentrac@o de biomassa para produgéo

de astaxantina pela levedura Phaffia rhodozyma.

A Figura 2 mostra a producéo de astaxantina (ug/mL), onde observa-se que
0S picos encontram-se as 144 horas (11,7ug/mL) para a cepa NRRL- Y 17268 e as
120 horas (6,2png/mL) para a NRRL- Y 10921. Apesar do crescimento da cepa
NRRL-Y 10922 como mostrado na Figura 1, ndo foi possivel detectar nestas
condicbes a concentracdo de astaxantina. Ni, et al. (2007) otimizou as fontes de
nitrogénio no meio de cultura para producdo de astaxantina, a partir da Phaffia
rhodozyma 7B12, determinando como condi¢cdes otimas 0,28g/L de sulfato de
amonio, 0,49¢g/L nitrato de potassio e 1,19¢/L de extrato de carne, nas condi¢cdes de
22°C, 200 rpm, por 72 horas, obteve como valor maximo de producéo de astaxantina
7,71pg/mL em 54 horas de cultivo. No nosso estudo observou-se que a cepa NRRL-
Y 17268 apresentou uma producao de astaxantina de 11,7ug/mL superando assim o

valor obtido por esses autores.
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Figura 2: Acompanhamento da concentra¢do de astaxantina durante
o cultivo da levedura Phaffia rhodozyma.

A Figura 3 apresenta o acompanhamento do pH durante os 7dias de cultivo.
Segundo Zhong, et al. (2006), o valor de pH favoravel ao crescimento de Phaffia
rhodozyma é proximo de 6,0 e para a produgdo de astaxantina préximo de 4,0.
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Figura 3: Acompanhamento do pH durante a producéo de astaxantina
pela levedura Phaffia rhodozyma.

Observando a influéncia do pH na producédo de biomassa para a cepa NRRL-
Y 10922, nota-se que a mesma nao atingiu valor superior a 5,0, mantendo-se nesta
faixa ou abaixo da mesma durante todos os dias de cultivo, ndo sendo favoravel ao
crescimento celular, e provavelmente pela baixa concentragdo celular alcancada
(Figura 1) ndo houve a deteccdo do carotenodide. Enquanto a cepa NRRL-Y 10921
manteve o pH acima de 7 durante as 168 horas permitindo a obtencdo de biomassa
possibilitando a quantificacdo da astaxantina, embora em baixas concentracdes.

4. CONCLUSOES

A Phaffia rhodozyma cepa NRRL-Y 17268 foi selecionada como a melhor
produtora do carotendide astaxantina utilizando o meio de cultura contendo extrato
de levedura 3g/L, extrato de malte 3 g/L, peptona 5 g/L, KNO3 0,2 g/L, glicose 10 g/L
a 25°C, 150 rpm, alcancando 29,2 g/L de concentracdo celular em 72 horas e
11,7ug/mL de concentracdo volumétrica de astaxantina em 144 horas.
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