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RESUMO - Os carotenoides sdo corantes naturais que podem ser sintetizados por plantas, algas e
micro-organismos. Estes sdo pigmentos de grande utilizacdo industrial e tém despertado interesse devido a
preocupacdo com o uso de aditivos quimicos nos alimentos. Os carotenoides bioproduzidos por micro-
organismos estéo localizados na parede celular, e a rigidez da parede de algumas leveduras muitas vezes limita a
extratibilidade dos mesmos. Para a determinagdo de um agente de ruptura e um solvente para a extracdo de
carotenoides do micro-organismo Xanthophyllomyces dendrorhous foi realizada a bioproducdo em frascos
agitados a 25°C e 150 rpm, por 96 horas em meio Ym. As amostras foram centrifugadas a 6500 rpm por 10
minutos para separacdo das células, utilizou-se células in natura e liofilizadas (em liofilizador por 36 horas). A
recuperacdo dos carotenoides foi realizada empregando dimetilsulféxido (DMSO) em 0,05 g de célula e
homogeneizados em shaker (150rpm, 30 minutos) para ruptura celular, e a extragdo foi realizada com diversos
solventes e combinacdes dos mesmos até o branqueamento total das células. A determinagdo dos carotenoides
especificos foi espectrofotometricamente (A= 448 nm). Utilizando-se célula in natura, o melhor resultado foi de
8,32 ng/g e com célula liofilizada foi de 595, 31 pg/g de carotenoides especificos, sendo estes recuperados
utilizando DMSO como agente de ruptura e apenas acetona como solvente. Assim pode-se observar que a dgua
presente nas células interfere na extragdo do biocorante e quando se utiliza células liofilizadas, o método
aplicado faz com que a parede celular seja transpassada e 0s carotenoides mais facilmente liberados.

Palavras-chave: Carotenoides; Extracdo; Xanthophyllomyces dendrorhous.
1 INTRODUCAO

Carotenoides sdo pigmentos lipossoliveis, sendo encontrados em fungos, bactérias, tecidos de plantas
verdes e também em animais (MEZZOMO, 2012). Apresentam capacidade de corante, que provem da presenca
de uma longa série de duplas ligagbes conjugadas, que € também responsavel por suas propriedades
antioxidantes (MACIAS-SANCHEZ et al. 2010).
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Os carotenoides sdo os pigmentos mais difundidos na natureza, sendo os mais importantes [-caroteno,
licopeno, luteina e zeaxantina (FILHO, et al. 2008). Sédo corantes naturais responsaveis pelas cores vermelha,
amarela e laranja, muito empregadas nas industrias alimenticias, farmacéutica, de cosméticos e até mesmo de
racdo animal (RODRIGUES-AMAYA, KIMURA, AMAY A-FARFAN, 2008).

A producédo biotecnoldgica de carotenoides para a aplicacdo industrial, a partir de micro-organismos,
tem sido item de destaque nos Gltimos anos, pois a grande maioria dos carotenoides utilizados industrialmente é
obtida por via quimica ou por extracdo de plantas ou algas. Devido a preocupacdo com o uso de aditivos
guimicos nos alimentos, os processos biotecnolégicos para obtencdo de carotenoides tém sido alvo de um
crescente interesse (JOHNSON; SCHROEDER, 1995; AKSU; EREN, 2007).

A producéo de carotenoides através de via microbiana constitui atualmente uma alternativa interessante
devido a possibilidade da obtencéo de pigmentos de origem natural em escala industrial (DA SILVA, 2004).

H& uma grande quantidade de micro-organismos com capacidade para produzir carotenoides, no
entanto, nem todos sdo industrialmente interessantes. As leveduras destacam-se pela sua utilizacdo como fonte
proteica, capacidade de crescimento em substratos menos dispendiosos e alto teor de agicar (VALDUGA et al,
2009).

A producdo de carotenoides pelo processo biotecnoldgico tem sido amplamente investigada, dando
destaque para a producdo comercial de B- caroteno pelo fungo Blakeslea trispora, pelas microalgas Dunaliella
(MACIAS- SANCHEZ, 2008), a producéo de astaxantina pela microalga Haematococcus sp (ZHANG, 2009) e
pela levedura Xanthophyllomyces dendrorhous (MORIEL et al, 2004).

O interesse na produgdo de astaxantina por fontes naturais vem aumentando significativamente nos
Gltimos anos, devido & possibilidade de atuar como corante e sua capacidade antioxidante bioldgica potente. E o
carotenoide principal encontrado na levedura Phaffia rhodozyma (Xanthophyllomyces dendrorhous), sendo esse
micro-organismo adequado para o uso como fonte do pigmento industrial em razdo de seu metabolismo
heterotréfico, padrdo de crescimento relativamente rédpido, qualidade nutricional e seguro como aditivo
alimentar.

Dentro deste contexto, o objetivo do trabalho foi determinar um agente de ruptura e um solvente para a

extragdo de carotenoides do micro-organismo Xanthophyllomyces dendrorhous em frascos agitados.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Bioprodugéo de carotenoides

O micro-organismo utilizado foi a levedura Xanthophyllomyces dendrorhous. A produgdo foi realizada
em frascos agitados (25°C e 150 rpm) com um volume (til de 100 mL, sem iluminagdo e com 10% de indculo,
durante 96 horas. Utilizou-se como meio de bioprodugdo o meio YM composto de 3 g/L de extrato de levedura,

3 g/L de extrato de malte, 5 g/L de peptona e 10 g/L de glicose.
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2.2 Preparo das amostras

As amostras foram centrifugadas a 6500 rpm por 10 minutos para separagdo das células. Utilizaram-se
células in natura e liofilizadas. No caso de células liofilizadas, as mesmas foram congeladas em freezer a -80°C

e secas em liofilizador durante 36 horas.

2.3 Recuperacédo dos carotenoides

A recuperagdo dos carotenoides foi realizada empregando dimetilsulféxido (DMSO) para ruptura
celular. Para extracdo foram utilizados diversos solventes e combinac6es dos mesmos.

A célula (0,05 g) foi adicionada de 2 mL de DMSO e homogeneizadas em shaker a 150 rpm por 30
minutos. Apds a ruptura foi adicionado o solvente para extracdo dos carotenoides. A amostra foi centrifugada e
as lavagens com solvente repetidas até branqueamento total da célula.

Em alguns ensaios, na fase solvente, obtida da centrifugacdo foram adicionados 10 mL de éter de
petréleo e 10 mL de solucdo de NaCl (20%). Apds separacdo das fases, adicionou-se sulfato de sédio para
filtracdo.

A medida da concentracdo de carotenoides especificos foi feita em espectrofotdmetro a 474 nm. O
calculo para determinagdo foi realizado através da Equacdo 1, utilizando o coeficiente de absortividade
especifica para xantofilas de 1600 (LIU, WU & HO, 2006).

ug AxV %106

T %
g Al C(')m * 100 * mamostra

onde: A= absorbancia; V= volume (ML); Mg,0serq = Massa celular seca (g); AX%, = absortividade especifica.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

A Tabela 1 apresenta os resultados de carotenoides especificos bioproduzidos, utilizando DMSO como
agente de ruptura celular, em células in natura. O melhor resultado foi obtido empregando-se acetona para

extracdo, tendo sido de 8,32 pg/g.

Tabela 1: Carotenoides especificos obtidos a partir de célula in natura.

Ensaio Solvente Utilizado Carotenoides especificos (ug/g)
1 Tampdo fosfato de sédio/ hexano: acetato de etila (1:1 v/v) 0,000494
2 Acetona: metanol (7:3 v/v) 0,00241
3 Acetona/ cloroformio: metanol (1:1 v/v) 0,01076
4 Diclorometano: metanol (1:3 v/v) 0,00969
5 Acetona> Eter de petroleo/ Sulfato de sodio 8,32
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Na tabela 2, estdo descritos os resultados encontrados na utilizagdo de célula liofilizada. Obteve-se o
melhor resultado de 595, 31 pg/g de carotenoides especificos, sendo este recuperado utilizando apenas acetona

como solvente.

Tabela 2: Carotenoides especificos obtidos a partir de célula liofilizadas.

Ensaio Solvente Utilizado Carotenoides especificos (ug/g)
1 Acetona> Eter de petrdleo/ Sulfato de sodio 595,31
2 Acetona: Metanol (6:4 v/v) = Eter de petrdleo/ Sulfato de sodio 0,0041

Em ensaios com célula in natura, Valduga (2009) utilizando como micro-organismo Sporidiobolus
salmonicolor, obteve 537 ug/ L de carotenoides totais utilizando como solvente acetona:metanol (7:3), o que
demonstra, através dos resultados obtidos, que este método, quando no caso da levedura Xanthophyllomyces
dendrorhous ndo é eficaz.

Nos ensaios utilizando células liofilizadas, Silva (2009) obteve, ap6s uma otimizacdo através de um
planejamento de experimentos, uma recuperacdo de carotenoides de 350 pg/g. Os resultados obtidos nesse
estudo estdo em niveis ja superiores, 0 que demonstra que, quando se utiliza células liofilizadas, 0 método
aplicado faz com que a parede celular seja transpassada e os carotenoides mais facilmente liberados.

Observou-se que o procedimento nas fases solventes, obtidas da centrifugacéo, de adicionar a solucéo
de NaCl 20% (p/v), éter de petréleo e a separagdo de fases através da filtracdo com sulfato de sédio (Na,SQO,) foi

eficaz, removendo os solventes utilizados e células em suspensao, assim tornando o corante mais puro.

4 CONCLUSAO

Os resultados obtidos nesse trabalho mostram que a utilizagdo de DMSO como agente de ruptura e
acetona como agente de extracdo para células liofilizadas do micro-organismo X. dendrorhous apresentam
otimos resultados de recuperagdo de carotenoides (595,31 pg/g). Estes resultados sdo promissores, quando
comparados com 0s que sao atualmente apresentados na literatura, mostrando que estes valores ainda podem ser

otimizados pela utilizacdo do planejamento de experimentos.
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