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INTRODUCAO

Carotendides sdo corantes naturais de grande importancia, responsaveis pela coloragao
amarela, laranja, vermelha e roxa que séo encontrados em vegetais e micro-organismos. Estes
compostos sdo utilizados nas industrias farmacéutica, alimenticia, de cosméticos e racao.
Além da ampla utilizacdo como corantes e no enriquecimento de alimentos, também séo
utilizados devido a sua atividade pro-vitaminica A e as propriedades que resultam em
possiveis fungdes bioldgicas benéficas a salde, tais como o fortalecimento do sistema
imunoldgico e a diminuicdo do risco de doencas degenerativas (N11ZU, 2003).

A producdo de carotendides através de micro-organismos apresenta inumeras
vantagens. Dentre estas, as principais sdo que 0s micro-organismos oferecem uma via de
producdo mais econémica, podendo ser obtidos em curto prazo e em qualquer época do ano,
fornecendo uma alternativa a sintese quimica (BUZZINI & MARTINI 1999; FRENGOVA et
al., 1994). Em bactérias e leveduras os carotendides sdo considerados metabolitos
secundarios, desempenhando certo papel na sobrevivéncia destes micro-organismos, ajudando
a encontrar novas estratégias para o estudo de organismos multiresistentes (PELZ et al., 2005;
CLAUDITZ et al., 2006). Além disso, os carotenoides fornecem uma ampla gama de efeitos
benéficos, reduzindo riscos de certos canceres e doengas cardiovasculares (STRINGHAM &
HAMMOND, 2005).

A producdo industrial de carotendides naturais por fermentacdo ja é estabelecida e
vem se expandindo, pois € altamente eficiente e de facil manipulacdo. Um aspecto importante
no processo de fermentagdo é o desenvolvimento de um meio de cultura satisfatério para que
a obtencdo do produto desejado seja maxima utilizando um substrato barato, como por
exemplo, residuos agroindustriais. Neste contexto, o consumo de glicerol como fonte de
carbono na producdo de carotendides em bioprocessos, pode se tornar uma solucdo para
producdo, pois este é um produto abundante derivado da producdo de biodiesel (IMANDI et
al., 2006).

As leveduras utilizadas no referido projeto foram isoladas do semi-arido baiano, e para
OLIVEIRA (2007), a regido Semi-Arida brasileira consiste em um local potencial na
obtencdo de leveduras carotenogénicas, com possiveis micro-organismos endémicos devido
as caracteristicas desta regido geografica, com o objetivo produzir e quantificar carotenoides e
polissacarideos dessa area.

MATERIAL, METODOS OU METODOLOGIA

As leveduras isoladas do semi-arido nordestino foram disponibilizadas pela Colecao de
Culturas de Micro-organismos da Bahia (CCMB) da Universidade Estadual de Feira de
Santana (UEFS) e foram identificadas por métodos moleculares (sequenciacdo rDNA). Logo
abaixo, encontra-se a Tabela 1 com o cddigo referente a cada levedura e o nome cientifico
correspondente:
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Tabela 1: Identificacdo das leveduras pigmentadas do semi-arido baiano

Leveduras Cédigo CCMB Nome cientifico
33cl Rhodotorula sp.
33d1 Rhodotorula mucilaginosa

O crescimento das leveduras foi em meio YM-4gar, em estufa a 28°C.

CondicOes de cultivo: Para padronizacdo do inoculo, as col6nias isoladas foram
transferidas para placa de Petri contendo Agar YM e incubadas em estufa de incubacdo a
28°C, por 48 horas. Apos esse periodo as coldnias foram transferidas para solugdo salina a
0,45%, em seguida realizou-se a leitura em espectrofotdmetro a 600nm a fim de padronizar o
inoculo em 10" nimero de micro-organismos. Na seqiiéncia, foram inoculadas 10% do
volume do meio a ser fermentado em os frascos erlemneyer 250mL contendo 100mL de meio
(5,0 g.L™* de (NH4),S04, 1,0 g.L™ de extrato de levedura, 1,0 g.L™" de K,HPO4 e 0,5 g.L™ de
MgSO™ onde foi testada em uma concentracdo de glicerol 20g.L™) mais 10% de inoculo
foram encubadas em agitador orbital (Tecnal, modelo 420) a 28°C por 120hs a 200 rpm .

Apbs a fermentacdo, foram retiradas de cada cultura amostras para o calculo da
biomassa, o calculo de acUcares redutores e producdo dos carotenoides.

Extracdo: Os pellets de cada levedura foram entdo ressuspensos em 1,0 mL
dimetilsuféxido (DMSO) método utilizado na permeabilizacdo das membranas descrito por
Libkind e Van Broock (2004), e colocados no banho maria a 55°C durante 30 minutos,
agitando a suspensdo no vortex a cada 10 minutos, em seguida foi realizado uma nova
centrifugacdo durante 10 minutos. Apds esse procedimento foi retirado o pigmento que estava
no sobrenadante colocados em tubos de ensaio de rosca cobertos com papel aluminio, pois
sdo fotossensiveis. Esse procedimento usando o dimetilsuféxido foi repetido 2 vezes para a
total retirada do pigmento.

Purificacdo: A purificacdo sera realizada com éter de petroleo e solugdo saturada de
NaCl (LIBKIND & VAN BROOCK, 2006). No processo de separacdo do pigmento do
dimetilsufoxido, os pigmento foi retirado e colocados em outros tubos contendo 1mL de éter
de petréleo, e 0,5 mL de solucgdo saturada de cloreto de sodio, em seguida foram agitados no
vortex por 1 minuto e levados a centrifugacdo a 3000rpm por 5 minutos. Logo apds separacao
os pigmentos foram transferidos para tubos de ensaio limpos, sendo adicionado éter de
petrdleo para a realizacdo da leitura no espectrofotdmetro no comprimento de onda de 485nm.
Apos leitura foi anotado a absorbancia e o volume para os posteriores calculos.

Determinacdo da biomassa: Na determinacdo da biomassa foi utilizado 1 mL do meio
fermentado descongelado e centrifugado a 3000rpm durante 10 minutos, logo apds foi
descartado o sobrenadante e adicionado 1mL de agua destilada para ressuspender os pellets,
onde foram centrifugados novamente a 3000rpm durante 10 minutos. Descartou-se o
sobrenadante e acrescentou-se 0,5mL de agua destilada para ajudar a ressuspender os pellets
para sua retirada dos tubos, onde foram transferidos para placas de petry ja pesadas e
colocadas na estufa durante quatro dias, com posterior pesagem e obtenc¢do do peso seco.

Quantificacdo: A quantificacdo de carotendides foi realizada por espectrofotometria e o
conteddo total de carotendides foi mensurado de acordo Maxwell et al. (1999).

RESULTADOS E/OU DISCUSSAO

As Tabelas 2, 3 e 4 mostram os resultados obtidos na concentracéo de glicerol a 10%,
20% e 30%.



Tabela 2: Quantidades de carotendides totais por levedura na concentracéo de 10% de
glicerol.

Leveduras Biomassa (g/L) | Carotendides (ug/g)
(Rhodotorula sp.) 33 c1 2,16 122,86 + 14,25
(Rhodotorula mucilaginosa) 33 d1 2,16 258,12 + 33,80

Tabela 3: Quantidades de carotendides totais por levedura na concentracgéo de 20% de
glicerol.

Leveduras Biomassa (g/L) | Carotendides (1g/g)
(Rhodotorula sp.) 33 c1 1,3 284,2 + 32,10
(Rhodotorula mucilaginosa) 33 d1 2,48 908,7 + 48,22

Tabela 4: Quantidades de carotenoides totais por levedura na concentracao de 30% de
glicerol.

Leveduras Biomassa (g/L) | Carotendides (1g/g)
(Rhodotorula sp.) 33 c1 2,25 305, 70 + 48,68
(Rhodotorula mucilaginosa) 33 d1 3 200,87 + 38,58

Analisando os resultados da producdo de carotendides pelas leveduras Rhodotorula
sp.) 33 c1 e (Rhodotorula mucilaginosa) 33d1 nas tabelas 1, 2 e 3 percebe-se que ao variar a
concentracdo de glicerol no meio o valor da produgdo também vai varia. A concentracdo de
20% de glicerol foi a que o propiciou um valor mais alto, de 908,7 + 48,22 ug/g pela levedura
33d1(Rhodotorula mucilaginosa) (Tabela 3). Isto indica que a levedura 33d1 possui melhor
adaptacdo as condicbes propostas pelo meio. J& a maior producdo obtida pela levedura 33cl
(Rhodotorula sp.) foi de 305, 70 + 48,68 ug/g ( Tabela 4), encontrada na concentracdo de
30% de glicerol.

Observa-se que a concentracdo de glicerol no meio influéncia na producdo de
carotenoides, sendo que ao aumentar a concentracdo obteve-se um aumento na producdo de
carotendides nas duas leveduras estudadas.

Se compararmos o0s resultados obtidos com um meio sem o glicerol (dados da
literatura) na sua composicao observa-se que o valor obtido de 908,7 + 48,22 ug/g utilizando o
meio com glicerol pela levedura 33d1(Rhodotorula mucilaginosa) (Tabela 3) estd bem
proximo ao valor da literatura descrito por Buzzini e Martini (1999) com um méaximo de
producdo de 915,4 ug/g, e relativamente alto se comparados com os valores obtidos por
Libkind e Van Broock (2006) que apresentaram resultados em torno de 301 pg/g de producgéo
de carotenoides em um meio sem o glicerol.

Os resultados obtidos pela levedura 33 c1 (Rhodotorula sp.) (Tabela 4) também
mostraram uma producdo significativa de 305, 70 + 48,68 pg/g em relacdo aos de Libkind e
Van Broock (2006), na concentragdo de 30% de glicerol, ja na concentracdo de 10% foi onde
observou-se um resultado menor na sua producéo ( 122,86 + 14,25 pg/g) ( Tabela 2).

Razavi e colaboradores (2006) em seus estudos utilizando o glicerol como fonte de
carbono obteve 0 maximo de producdo 3800 pg/g de carotenoides, o qual estd bem acima se
comparados com o0s obtidos, 0 que a indica a necessidade de otimizar os experimentos através
de planejamentos experimentais para obtencdo de uma producdo mais elevada. De acordo
com Valduga e colaboradores (2009) para aumentar a carotenogénese € importante analisar 0s
fatores que interferem na producdo dos mesmos como efeito da composicdo do meio de
cultivo, do pH, da temperatura, da luminosidade e da taxa de aeracao.



CONSIDERACOES FINAIS (ou Concluso)

A producgdo de carotenéides por via de micro-organismos viabiliza a obtencdo dos
mesmos em curto prazo e em qualquer época do ano. Os processos biotecnoldgicos vém se
destacando e minimizando os risco de aditivos quimicos em alimentos e conseqlientemente 0s
riscos a salde, além de terem funcGes bioldgicas importantes na prevencdo de doencas
degenerativas e no mecanismo de combate aos radicais livres que ocasionam tais doencas.

Desse modo no referido trabalho foi possivel produzir carotenoides a partir de leveduras
isoladas do semi-arido baiano, com resultados satisfatorios em relacdo aos resultados da
literatura. Destacamos a importancia de tais resultados, tendo em vista que o glicerol é um
produto abundante derivado da producdo de biodiesel e as agéncias de fomento tém buscado
possiveis aplicagdes para 0 mesmo.

REFERENCIAS

BUZZINI, P.; MARTINI, A.: Bioresour Technol. 1999

IMANDI, S. B.; BANDARU V. V. R.; SOMALANKA S. R.; GARAPATI H. R., (2006),
Optimization of medium constituents for the production of citric acid from byproduct
glycerol using Doehlert experimental design. Enzyme and Microbial Technology, v. 40, p.
1367-1372.

LOPES, L.; ANDRADE, C. T.; MANO, E. B. O valor das gomas para as industrias. Ciéncia
Hoje, S&o Paulo, v.12, n. 71, p.65-67, mar. 1991.

LIBKIND, D., BROOCK, M.van. Biomass and carotenoid production by patagoniam native
yeasts. World Journal of Microbiology and Biotechnology, 22: 687-692, 2006.

NIIZU, P. Y.; Dissertacdo do Mestrado, Universidade Estadual de Campinas, Brasil, 2003.
OLIVEIRA, R. Q., Bioprospecgdo de microrganismos leveduriformes de pectinases
extracelulares isolados do semi-arido baiano. 2007. 123 f. Dissertacdo (Mestrado em
biotecnologia) Universidade Estadual de Feira de Santana, Feira de Santana.

PELZ, A.; WIELAND, K.; PUTZBACH, K; HENTSCHEL, P.; ALBERT, A; GOTZ, F.
(2005), Structure and biosynthesis of staphyloxanthin from Staphylococcus aureus.
Journal of Biological Chemistry, v. 280, p. 32493-32498.

RAZAVI, S. H.; MARCH, I.; IRANIAN J. Chem. Eng. 2006, 23, 59.

STRINGHAM, J. M.; HAMMOND, B. R. (2005), Dietary lutein and zeaxanthin: possible
effects on visual function. Nutrition Reviews, v. 63, p. 59-64.

VALDUGA, E.; TATSCH, P. H.; TIGGEMANN, L.; TREICHEL, H.; TONIAZZO, G,
ZENI, J.; DI LUCCIO, M. (2009), Producéo de carotenoides: microrganismos como fonte
de pigmentos naturais. Quimica Nova, v. 32, n° 9, p. 2429-2436.



