
RESSALVA 

Atendendo solicitação do(a) 
autor(a), o texto completo 

desta tese será 
disponibilizado somente
a partir de 13/04/2020. 



1 

 

 

 

 

 

 

 

WHALLANS RAPHAEL COUTO MACHADO 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

BIOPROSPECÇÃO DE LEVEDURAS PARA PRODUÇÃO DE 

CAROTENOIDES MICROBIANOS  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

São José do Rio Preto 

2018 

 



2 

 

 
 

WHALLANS RAPHAEL COUTO MACHADO 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 BIOPROSPECÇÃO DE LEVEDURAS PARA PRODUÇÃO DE 

CAROTENOIDES MICROBIANOS 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

São José do Rio Preto 
2018 

Tese apresentada como parte dos requisitos para 

obtenção do título de Doutor em Engenharia e 

Ciência de Alimentos, junto ao Programa de 

Pós-Graduação em Engenharia e Ciência de 

Alimentos, Área de Concentração – Ciência e 

Tecnologia de Alimentos, do Instituto de 

Biociências, Letras e Ciências Exatas da 

Universidade Estadual Paulista, Câmpus de São 

José do Rio Preto. 

Financiadora Capes 

 

 

 

Orientador: Prof. Dr. Vanildo Luiz Del Bianchi 

Co-Orientadora: Prof.ª Dr.ª Ellen Silva Lago 

Vanzela 

 

 

 



3 

 

WHALLANS RAPHAEL COUTO MACHADO 

 

 

 

 

 BIOPROSPECÇÃO DE LEVEDURAS PARA PRODUÇÃO DE 

CAROTENOIDES MICROBIANOS 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

BANCA EXAMINADORA 

 

Prof. Dr. Vanildo Luiz Del Bianchi 

UNESP – São José do Rio Preto -SP 

Orientador 

 

Profª. Drª Márcia Luzia Rizzatto 

IFSP – Matão – SP 

 

Profª. Drª Ana Claudia Barana 

UEPG - Ponta Grossa – PR 

 

Prof. Dr. João Cláudio Thoméo 

UNESP – São José do Rio Preto -SP 

 

Prof. Dr. Maurício Bonatto Machado de Castilhos 

UEMG – Frutal - MG 

 

 

 

São José do Rio Preto – SP 

13 de abril de 2018 

Tese apresentada como parte dos requisitos para 

obtenção do título de Doutor em Engenharia e 

Ciência de Alimentos, junto ao Programa de 

Pós-Graduação em Engenharia e Ciência de 

Alimentos, Área de Concentração – Ciência e 

Tecnologia de Alimentos, do Instituto de 

Biociências, Letras e Ciências Exatas da 

Universidade Estadual Paulista, Câmpus de São 

José do Rio Preto. 

 

 

 



4 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Machado, Whallans Raphael Couto.  

       Bioprospecção de leveduras para produção de carotenoides 

microbianos / Whallans Raphael Couto Machado. -- São José do Rio 

Preto, 2018 123 f. : il., tabs. 

Orientador: Vanildo Luiz Del Bianchi 

Coorientador: Ellen Silva Lago Vanzela  
Tese (doutorado) – Universidade Estadual Paulista “Júlio de  

Mesquita Filho”, Instituto de Biociências, Letras e Ciências Exatas  

        1. Tecnologia de alimentos. 2. Leveduras (Fungos). 3. Carotenoides.  I. 

Universidade Estadual Paulista "Júlio de Mesquita Filho". Instituto de 

Biociências, Letras e Ciências Exatas. II. Título. 

CDU – 663.12 

 

 

 

Ficha catalográfica elaborada pela Biblioteca do IBILCE 

 UNESP - Campus de São José do Rio Preto 
 



3 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Dedico este trabalho aos meus pais, Ademar e Odavias, pois sem eles não teria 

chegado aonde cheguei. 

 



4 

 

AGRADECIMENTOS 

 

 

Aos meus familiares, pelo amor e apoio. 

À Deus por estar presente diariamente em minha vida me dando forças  

para realizar este trabalho. 

Ao meu orientador Prof. Dr. Vanildo Luiz Del Bianchi, por ter acreditado em mim, 

pela eficiência competente na orientação, além do conhecimento adquirido nesses 

quatros anos, também pela a amizade e apoio necessários para que este trabalho pudesse 

ser realizado, muito obrigado professor. 

Aos professores Crispin Humberto Garcia Cruz, Ellen Silva Lago Vanzela e Ana 

Lúcia Barreto Penna que contribuíram para o meu crescimento intelectual, na pós-

graduação. 

A Prof.a Dr.a Maria Aparecida Mauro por várias vezes ter ido ao seu laboratório pedir 

o liofilizador. 

Ao pessoal dos laboratórios de cereais e análise de alimentos por emprestar reagente e 

equipamentos, em especial Tânia e Alana. 

À Samara, pela ajuda no decorrer deste curso, uma amiga para todas as horas, uma das 

pessoas que sempre irá fazer parte do meu círculo de amizade. 

Aos amigos do laboratório pelos momentos de risadas, o que tornou o trabalho mais 

tranquilo. 

À todos os meus colegas de sala, Samara Murari, Guilherme Lorencini, Mariana 

Molina, Arturo Solis e Mariana Oliveira, pela convivência, e pelos momentos 

divertidos ao longo do curso. 

Ao aluno de iniciação cientifica, Lucas Gomes da Silva, pela ajuda no decorrer desse 

projeto. 

Ao Programa de Pós-graduação em Engenharia e Ciência de Alimentos, por 

proporcionar condições para a realização deste trabalho.  

 

À Coordenação de Aperfeiçoamento de Pessoal de Nível Superior, CAPES, pelo auxílio 

financeiro. 

A todos membros da banca, Mauricio Bonatto, Marcia Luzia, Ana Claudia e ao João 

Claudio que aceitaram gentilmente participar deste momento, e por suas sugestões que 

foram muito bem-vindas; 

A todos que de uma certa maneira participaram desta conquista. 

 

Termino agradecendo a todos que, direta ou indiretamente contribuíram para o término 

deste trabalho. MUITO OBRIGADO! 

 



5 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tenha coragem de seguir o que 

seu coração e sua intuição dizem. 

Eles já sabem o que você 

realmente deseja. Todo resto é 

secundário. 

(Steve Jobs) 

 



6 

 

RESUMO 

 

 

A bioprospecção é uma ferramenta valiosa, que possibilita a busca de novos micro-

organismos com potencial biotecnológico. O Brasil apresenta vários biomas, dentre eles 

o Cerrado, com 2 milhões de quilômetros quadrados, ocupando 25% do território 

nacional, com uma estimativa de 70 a 100 mil espécies de fungos/leveduras. Entretanto, 

é pouco explorado em termos biotecnológicos. O objetivo desse trabalho, foi isolar e 

selecionar cepas de leveduras com capacidade de produção de carotenoides a partir da 

biodiversidade presente em amostras ambientais (folhas, solo, flores, frutos silvestres e 

insetos) coletadas do bioma Cerrado, bem como outro espaço, do campus universitário 

da UNESP, localizando em São José do Rio Preto - SP. Foram encontrados 69 micro-

organismos no bioma Cerrado que apresentaram coloração, com destaque para quatro 

leveduras, Rhodotorula lactosa, Rhodotorula glutinis, Rhodotorula graminis e 

Rhodotorula aurantiaca, e oito leveduras, para o bioma do campus universitário, com 

destaque para Rhodotorula mucilaginosa. Todas as cepas destacadas foram identificadas 

por análise de DNA (PCR). A produção microbiana de carotenoides foi influenciada 

pelas condições experimentais de cultivo submerso, tais como agitação (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 influência na síntese de carotenoides, aumentando sua produção. 

Dentre os micro-organismos estudados (R. lactosa, R. glutinis e R. mucilaginosa), a 

levedura R. mucilaginosa apresentou uma produção de carotenoides de 4164,45 µg/L 

(252,99 µg/g) com 16,46 g/L em biomassa. Na tentativa de substituição do agente de 

ruptura (DMSO – Dimetilsulfóxido) por outro método mais brando, o ácido acético com 

pérola de vidro apresentou uma extração de apenas 63,29 µg/g. Na batelada 

intermitente, é possível 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 produção de carotenoides de 1829,81, 416,50 e 351,24 µg/L, 

respectivamente, com melaço (40 g/L), glicerol (10 g/L) e manipueira (40 g/L)  

Palavras-chaves: Corantes microbianos, coprodutos, otimização 
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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 São 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 μg/L (252.99 μg/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 μg/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 μg/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. INTRODUÇÃO 

Os carotenoides são um grupo de corantes responsáveis pelas cores alaranjada e 

avermelhada, encontrados em flores, vegetais e micro-organismos. Estas biomoléculas 

são antioxidantes importantes e compostos bioativos valiosos, que compreendem mais 

de 600 tipos de estruturas já caracterizadas (UENOJO et al., 2007; TINOIA et al., 2005; 

FRASER e BRAMLEY, 2004). 

 Aproximadamente 80 carotenoides são sintetizados por bactérias fotossintéticas 

e por alguns fungos filamentosos, algas e leveduras (UENOJO et al., 2007). Os 

biocorantes podem ser obtidos por processos químicos (extração com solvente), a partir 

de plantas e de animais, ou por meio de síntese química com múltiplos estágios. 

Entretanto, esta opção não é muito viável para produzir a maioria dos carotenoides, 

devido à complexidade da estrutura química dos carotenos (REYES et al, 2014). Outra 

rota mais sustentável seria a produção biotecnológica através de micro-organismos, 

como os oleaginosos, que produzem/acumulam lipídeos no interior da célula. Dentre 

esta fração lipídica, estão os carotenoides. 

Os micro-organismos carotenogênicos compreendem algas, leveduras, bolores e 

bactérias. Tais seres microscópicos crescem mais rápido que as culturas agrícolas, além 

do fato do seu cultivo não ser sazonal. Entre os micro-organismos oleaginosos, as 

leveduras apresentam algumas vantagens em relação às bactérias, aos bolores e às algas, 

como alta taxa de crescimento, de biomassa, de teor de lipídeo e de carotenoides. Além 

disso, não apresentam resistência a antibióticos como as bactérias. Estudos recentes 

apontam atividade antibactericida nos extratos de carotenoides, podendo ser aplicada 

em vários produtos alimentícios (YOO et al., 2016; DIAS et al., 2015; BRAUNWALD 

et al., 2013).  

 Existem muitos micro-organismos produtores de carotenoides, porém apenas 

alguns são biotecnologicamente interessantes. O isolamento e seleção de micro-

organismos potenciais produtores de carotenoides como astaxantina, toruleno, β–

criptoxantina, luteína e β–caroteno são descritos na literatura (VALDUGA et al., 2014; 

OTERO, 2011; CABRAL et al., 2011).  

 O Brasil tem um ecossistema diversificado e único que pode proporcionar 

leveduras com potencial biotecnológico para a produção de carotenoides, como o bioma 

Cerrado, uma savana tropical inexplorada com potencial para prospecção de leveduras 

para diversos seguimentos biotecnológicos (SPERANDIO et al., 2015; OTERO, 2011). 
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  Os carotenoides microbianos têm demostrando uma atividade antioxidante in 

vitro satisfatória (CIPOLATTI, 2015), podendo ser armazenados por um período mais 

longo (MATIOLI e RODRIGUEZ-AMAYA, 2003) e, consequentemente, são mais 

facilmente assimilados pelo organismo quando bem encapsulados.  

 Uma característica importante da produção de um bioproduto é a formulação 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 produção de biodiesel também é rico em minerais como K, Na e P 

(SANTOS, 2010), fazendo desses dois coprodutos gerados no país um meio de cultivo 

promissor, satisfazendo as necessidades nutricionais da levedura do gênero 

Rhodotorula.  

 Nesse contexto, a proposta de trabalho foi selecionar leveduras que sejam 

carotenogênicas e, ao mesmo tempo, capazes de serem cultivadas em resíduos 

agroindustriais para essa produção. 

 

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 universitário. 

 

2.2. Objetivos específicos  

Os objetivos específicos do presente estudo consistiram em: 

 1- Isolar leveduras presentes em amostras ambientais e mantê-las conservadas;  

 2- Selecionar dentre as leveduras isoladas as que apresentaram coloração 

característica de carotenos e maior bioprodução volumétrica em carotenoides, 

identificando-as quanto ao gênero e espécie; 

 3 - Estudar a influência das condições de processo (temperatura e agitação), 

através de um delineamento composto central rotacional 22; 

 4 - Verificar a influência das concentrações de extrato de levedura, extrato de 

malte, peptona, sacarose e pH inicial do meio na bioprodução de carotenoides, 
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experimentos, foram analisados valores intermediários e a produção com 25 g/L (333,01 

µg/L) apresenta melhor resultado, quando comparada com a produção com 40 g/L 

(241,07 µg/L). Dessa forma, a faixa de 5 a 20 g/L dessa fonte de carbono associada a 

outra fonte de nitrogênio pode incrementar a bioprodução de corantes.  

Akus e Eren (2005) constataram que o melaço de beterraba apresenta melhor 

produção de corantes do que o soro de queijo e o óleo da semente de girassol. Além 

disso, a medida que se aumenta a concentração do melaço (2,5 para 20 g/L) a produção 

de carotenoides se eleva.  

A facilidade de adaptação da levedura R. mucilaginosa ao melaço se deve a 

presença de açúcar não-redutor, a sacarose e outros componentes (metais inorgânicos, 

proteínas, vitaminas, ácidos orgânicos e gorduras brutas) que estimula a produção de 

biomassa e carotenoides, podendo superar o meio convencional YM (CHENG e YANG, 

2016). 

As fontes de carbono para produção de corantes são consideradas promissoras 

para bioprodução, bem como a faixa selecionada. Entretanto, as leveduras necessitam de 

uma fonte de nitrogênio para regular as necessidades metabólicas (multiplicação celular, 

rotas bioquímicas da síntese carotenogênicas). A manipueira é relatada como um 

coproduto promissor, pois apresenta quantidades mínimas de nitrogênio, além de uma 

gama de outros minerais, podendo estimular a síntese 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 produção de carotenoides. Entretanto, quantias próximas a 40 g/L são 

favoráveis para a bioprodução. Dessa forma, selecionar a faixa de produção de 20 a 50 

g/L na combinação de uma fonte de carbono pode beneficiar a bioprodução. 

 

6. CONCLUSÕES  

No bioma Cerrado, da região central do Brasil, com a prospecção de leveduras, 

foram isoladas 470 colônias, dentre elas 69 micro-organismos com potencial de 

produção de corantes, sendo que quatro apresentaram destaque para produção de 

carotenoides, a Rhodotorula glutinis, a Rhodotorula graminis, a Rhodotorula 

aurantiaca e a Rhodotorula lactosa. 

No bioma universitário (UNESP) localizado na cidade de São José do Rio Preto 

– SP, foram isoladas 30 colônias, sendo que oito apresentaram pigmentação laranja e 

rósea, com destaque para a levedura Rhodotorula mucilaginosa  
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Foi possível otimizar três leveduras (Rhodotorula glutinis, Rhodotorula lactosa 

e Rhodotorula mucilaginosa) por planejamento 23, e com destaque para a Rhodotorula 

mucilaginosa obtendo uma produção de carotenoides de 4164,45 µg/L (252,99 µg/g). 

Foi constatado que a levedura R. mucilaginosa apresenta produção semelhante 

quando removido 50% do meio de cultivo, quando comparado ao processo simples (7 

dias), podendo ser trabalhado um processo contínuo de renovação do meio.  

No processo de ruptura por métodos não tóxicos, o método com ácido acético na 

combinação de pérola de vidro apresenta uma recuperação de 63,29 µg/g de 

carotenoides específicos.  

Dentre as fontes de cultivo alternativos, o melaço de cana de açúcar mostrou-se 

promissor para produção de corantes para uma faixa de 40 a 50 g/L, na combinação de 

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

 

7. SUGESTÕES PARA TRABALHOS FUTUROS 

 Sugere-se para trabalhos futuros: 

• Avaliar meios de cultura alternativos contendo substratos ricos em açúcares e 

proteínas, como o caldo da cana-de-açúcar e a manipueira. 

• Cultivar em fermentador de bancada e avaliar parâmetros cinéticos da 

bioprodução. 

• Produzir carotenoides em batelada intermitente, batelada alimentada e processo 

contínuo.  
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