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RESUMO

A bioprospeccdo ¢ uma ferramenta valiosa, que possibilita a busca de novos micro-
organismos com potencial biotecnoldgico. O Brasil apresenta varios biomas, dentre eles
0 Cerrado, com 2 milhdes de quilébmetros quadrados, ocupando 25% do territorio
nacional, com uma estimativa de 70 a 100 mil espécies de fungos/leveduras. Entretanto,
é pouco explorado em termos biotecnoldgicos. O objetivo desse trabalho, foi isolar e
selecionar cepas de leveduras com capacidade de producdo de carotenoides a partir da
biodiversidade presente em amostras ambientais (folhas, solo, flores, frutos silvestres e
insetos) coletadas do bioma Cerrado, bem como outro espago, do campus universitario
da UNESP, localizando em Sé&o José do Rio Preto - SP. Foram encontrados 69 micro-
organismos no bioma Cerrado que apresentaram coloracdo, com destaque para quatro
leveduras, Rhodotorula lactosa, Rhodotorula glutinis, Rhodotorula graminis e
Rhodotorula aurantiaca, e oito leveduras, para o bioma do campus universitario, com
destaque para Rhodotorula mucilaginosa. Todas as cepas destacadas foram identificadas
por andlise de DNA (PCR). A producdo microbiana de carotenoides foi influenciada
pelas condi¢cbes experimentais de cultivo submerso, tais como agitacdo (130 rpm a 230
rpm) e temperatura (25 °C a 35 °C). Para as leveduras isoladas R. lactosa, R. glutinis, R.
graminis e R. aurantiaca, a melhor forma de cultivar foi a 130 rpm e 25 °C. Entretanto,
existem outros fatores no cultivo submerso que devem ser considerados, como as
componentes do meio de cultivo como o extrato de levedura (1 a 10 g/L), a peptona (1 a
10 g/L), a glicose (10 a 30 g/L), o extrato de malte (1 a 10 g/L) e o pH inicial (4,5 a
6,5), que apresentam influéncia na sintese de carotenoides, aumentando sua producao.
Dentre os micro-organismos estudados (R. lactosa, R. glutinis e R. mucilaginosa), a
levedura R. mucilaginosa apresentou uma producdo de carotenoides de 4164,45 pg/L
(252,99 pg/g) com 16,46 g/L em biomassa. Na tentativa de substituicdo do agente de
ruptura (DMSO — Dimetilsulfoxido) por outro método mais brando, o &cido acético com
pérola de vidro apresentou uma extracdo de apenas 63,29 pg/g. Na batelada
intermitente, é possivel produzir quantidades semelhantes de carotenoides (2,8 mg/L) a
cada 3 dias de cultivo, removendo 50% do meio. O uso de coproduto como substratos
promoveu uma producdo de carotenoides de 1829,81, 416,50 e 351,24 ug/L,
respectivamente, com melaco (40 g/L), glicerol (10 g/L) e manipueira (40 g/L)

Palavras-chaves: Corantes microbianos, coprodutos, otimizagao



ABSTRACT

Bioprospecting is now a valuable tool, enabling the search for new microorganisms with
biotechnological potential. Brazil has several biomes, including the Cerrado, with 2
million square kilometers, occupying 25% of the national territory, with an estimated 70
to 100 thousand species of fungi/yeasts. However, it is little explored in biotechnology
terms. The objective of this work was to isolate and select yeast strains with the capacity
to produce carotenoids from the biodiversity present in environmental samples (leaves,
soil, flowers, wild fruits and insects) collected from the Cerrado biome, as well as
another space, the university campus of UNESP, located in Sdo José do Rio Preto - SP.
A total of 69 microorganisms were found in the Cerrado biome, with four yeasts,
Rhodotorula lactosa, Rhodotorula glutinis, Rhodotorula graminis and Rhodotorula
aurantiaca, and eight microorganisms, with emphasis on Rhodotorula mucilaginosa. All
strains highlighted were identified by DNA analysis (PCR). The microbial production of
carotenoids was influenced by the experimental conditions of cultivation, such as
agitation (130 rpm at 230 rpm) and temperature (25 °C to 35 °C). For the isolated
yeasts R. lactosa, R. glutinis, R. graminis and R. aurantiaca, the best way to cultivate
was at 130 rpm and 25 °C. However, there are other factors in the submerged culture
that must be considered, such as the components of the culture medium (yeast extract,
peptone, glucose, malt extract and initial pH), which influence the synthesis of
carotenoids, increasing their production. Among the studied microorganisms (R.
lactosa, R. glutinis and R. mucilaginosa), yeast R. mucilaginosa presented a carotenoid
production of 4164.45 ug/L (252.99 ug/g) with 16.46 g/L in biomass. In an attempt to
substitute the DMSO with a milder method, the acetic acid with glass pearl presented an
extraction of only 63.29 ug/g. In the intermittent batch, it is possible to produce similar
quantities of carotenoids (2.8 mg/L) every 3 days of cultivation, removing 50% of the
medium The use of co-product as substrates promoted a carotenoid production of
1829.81, 416.50 and 351.24 ug/L respectively with molasses (40 g/L), glycerol (10 g/L)
and cassava wastewater (40 g/L)

Key-words: Microbial dyes, co-products, optimization
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1. INTRODUCAO

Os carotenoides sdo um grupo de corantes responsaveis pelas cores alaranjada e
avermelhada, encontrados em flores, vegetais e micro-organismos. Estas biomoléculas
sdo antioxidantes importantes e compostos bioativos valiosos, que compreendem mais
de 600 tipos de estruturas ja caracterizadas (UENOJO et al., 2007; TINOIA et al., 2005;
FRASER e BRAMLEY, 2004).

Aproximadamente 80 carotenoides sdo sintetizados por bactérias fotossintéticas
e por alguns fungos filamentosos, algas e leveduras (UENOJO et al., 2007). Os
biocorantes podem ser obtidos por processos quimicos (extracdo com solvente), a partir
de plantas e de animais, ou por meio de sintese quimica com multiplos estagios.
Entretanto, esta opcdo ndo € muito vidvel para produzir a maioria dos carotenoides,
devido a complexidade da estrutura quimica dos carotenos (REYES et al, 2014). Outra
rota mais sustentavel seria a producdo biotecnoldgica através de micro-organismos,
como os oleaginosos, que produzem/acumulam lipideos no interior da célula. Dentre
esta fracdo lipidica, estdo os carotenoides.

Os micro-organismos carotenogénicos compreendem algas, leveduras, bolores e
bactérias. Tais seres microscopicos crescem mais rapido que as culturas agricolas, além
do fato do seu cultivo ndo ser sazonal. Entre os micro-organismos oleaginosos, as
leveduras apresentam algumas vantagens em relacdo as bactérias, aos bolores e as algas,
como alta taxa de crescimento, de biomassa, de teor de lipideo e de carotenoides. Além
disso, ndo apresentam resisténcia a antibidticos como as bactérias. Estudos recentes
apontam atividade antibactericida nos extratos de carotenoides, podendo ser aplicada
em varios produtos alimenticios (YOO et al., 2016; DIAS et al., 2015; BRAUNWALD
etal., 2013).

Existem muitos micro-organismos produtores de carotenoides, porém apenas
alguns sdo biotecnologicamente interessantes. O isolamento e selecdo de micro-
organismos potenciais produtores de carotenoides como astaxantina, toruleno, P-—
criptoxantina, luteina e f—caroteno sdo descritos na literatura (VALDUGA et al., 2014;
OTERO, 2011; CABRAL et al., 2011).

O Brasil tem um ecossistema diversificado e Unico que pode proporcionar
leveduras com potencial biotecnologico para a producgéo de carotenoides, como o bioma
Cerrado, uma savana tropical inexplorada com potencial para prospeccao de leveduras
para diversos seguimentos biotecnolégicos (SPERANDIO et al., 2015; OTERO, 2011).
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Os carotenoides microbianos tém demostrando uma atividade antioxidante in
vitro satisfatoria (CIPOLATTI, 2015), podendo ser armazenados por um periodo mais
longo (MATIOLI e RODRIGUEZ-AMAYA, 2003) e, consequentemente, sd0 mais
facilmente assimilados pelo organismo quando bem encapsulados.

Uma caracteristica importante da producdo de um bioproduto € a formulacdo de
um meio de cultivo industrial promissor que utilize matéria-prima de custo inferior, tal
como a manipueira, um subproduto obtido da prensagem da mandioca, a qual apresenta
uma gama de micronutrientes (P, K, Mg e Zn). Segundo Sentanin (2011), o glicerol
oriundo da producdo de biodiesel também é rico em minerais como K, Na e P
(SANTOS, 2010), fazendo desses dois coprodutos gerados no pais um meio de cultivo
promissor, satisfazendo as necessidades nutricionais da levedura do género
Rhodotorula.

Nesse contexto, a proposta de trabalho foi selecionar leveduras que sejam
carotenogénicas e, ao mesmo tempo, capazes de serem cultivadas em residuos

agroindustriais para essa producéo.

2. OBJETIVOS
2.1. Objetivo Geral

Isolar e selecionar cepas de leveduras silvestres produtoras de carotenoides a
partir da biodiversidade presente em amostras ambientais, coletadas do bioma Cerrado e

no campus universitario.

2.2. Objetivos especificos
Os objetivos especificos do presente estudo consistiram em:
1- Isolar leveduras presentes em amostras ambientais e manté-las conservadas;

2- Selecionar dentre as leveduras isoladas as que apresentaram coloracao
caracteristica de carotenos e maior bioproducdo volumétrica em carotenoides,
identificando-as quanto ao género e espécie;

3 - Estudar a influéncia das condicGes de processo (temperatura e agitacdo),
através de um delineamento composto central rotacional 22;

4 - Verificar a influéncia das concentracGes de extrato de levedura, extrato de
malte, peptona, sacarose e pH inicial do meio na bioproducdo de carotenoides,
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experimentos, foram analisados valores intermediarios e a producdo com 25 g/L (333,01
pg/L) apresenta melhor resultado, quando comparada com a produgdo com 40 g/L
(241,07 pg/L). Dessa forma, a faixa de 5 a 20 g/L dessa fonte de carbono associada a
outra fonte de nitrogénio pode incrementar a bioproducéo de corantes.

Akus e Eren (2005) constataram que o melaco de beterraba apresenta melhor
producdo de corantes do que o soro de queijo e 0 6leo da semente de girassol. Além
disso, a medida que se aumenta a concentragdo do melago (2,5 para 20 g/L) a producéo
de carotenoides se eleva.

A facilidade de adaptacdo da levedura R. mucilaginosa ao melago se deve a
presenca de aglcar ndo-redutor, a sacarose e outros componentes (metais inorganicos,
proteinas, vitaminas, &cidos organicos e gorduras brutas) que estimula a producdo de
biomassa e carotenoides, podendo superar 0 meio convencional YM (CHENG e YANG,
2016).

As fontes de carbono para producdo de corantes séo consideradas promissoras
para bioprodugéo, bem como a faixa selecionada. Entretanto, as leveduras necessitam de
uma fonte de nitrogénio para regular as necessidades metabolicas (multiplicacéo celular,
rotas bioquimicas da sintese carotenogénicas). A manipueira é relatada como um
coproduto promissor, pois apresenta quantidades minimas de nitrogénio, além de uma
gama de outros minerais, podendo estimular a sintese celular e de carotenoides
(SENTANIN, 2011).

Ao analisar a Tabela 40, verifica-se que a faixa acima de 40 g/L de manipueira
pode prejudicar a producdo de carotenoides. Entretanto, quantias préximas a 40 g/L sdo
favoraveis para a bioproducdo. Dessa forma, selecionar a faixa de producgéo de 20 a 50

g/L na combinacdo de uma fonte de carbono pode beneficiar a bioproducéo.

6. CONCLUSOES

No bioma Cerrado, da regido central do Brasil, com a prospeccdo de leveduras,
foram isoladas 470 coldnias, dentre elas 69 micro-organismos com potencial de
producdo de corantes, sendo que quatro apresentaram destaque para producdo de
carotenoides, a Rhodotorula glutinis, a Rhodotorula graminis, a Rhodotorula
aurantiaca e a Rhodotorula lactosa.

No bioma universitario (UNESP) localizado na cidade de Sdo José do Rio Preto
— SP, foram isoladas 30 col6nias, sendo que oito apresentaram pigmentacdo laranja e

rosea, com destaque para a levedura Rhodotorula mucilaginosa
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Foi possivel otimizar trés leveduras (Rhodotorula glutinis, Rhodotorula lactosa
e Rhodotorula mucilaginosa) por planejamento 23, e com destaque para a Rhodotorula
mucilaginosa obtendo uma producdo de carotenoides de 4164,45 pg/L (252,99 ug/g).

Foi constatado que a levedura R. mucilaginosa apresenta producdo semelhante
quando removido 50% do meio de cultivo, quando comparado ao processo simples (7
dias), podendo ser trabalhado um processo continuo de renovagdo do meio.

No processo de ruptura por métodos ndo toxicos, 0 método com &cido acético na
combinacdo de pérola de vidro apresenta uma recuperacdo de 63,29 ug/g de
carotenoides especificos.

Dentre as fontes de cultivo alternativos, o melago de cana de aglcar mostrou-se
promissor para producdo de corantes para uma faixa de 40 a 50 g/L, na combinacéo de

uma fonte de nitrogénio como a manipueira na faixa de 20 a 50 g/L.

7. SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Sugere-se para trabalhos futuros:

e Avaliar meios de cultura alternativos contendo substratos ricos em agucares e
proteinas, como o caldo da cana-de-agucar e a manipueira.

e Cultivar em fermentador de bancada e avaliar pardmetros cinéticos da
bioproducao.

e Produzir carotenoides em batelada intermitente, batelada alimentada e processo

continuo.
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