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RESUMO

No cenério atual, devido a crescente rejeicdo do uso de pigmentos sintéticos por parte do
mercado consumidor, a producdo de pigmentos por vias naturais tem ganhado cada vez mais
enfoque. Considerando que alguns dos desafios para a producéo de pigmentos em larga escala
é o0 alto custo de producdo, a busca por fontes alternativas de substratos estd sendo cada vez
mais explorada. Os pigmentos produzidos por microrganismos além de estarem relacionados a
beneficios a salde humana, oferecem ainda vantagens de custo e producdo. Dentre o0s
microrganismos produtores de pigmentos, destacam-se as leveduras do género Rhodotorula.
Nesse sentido, 0 presente estudo teve como objetivo avaliar o potencial de trés isolados de
leveduras do género Rhodotorula, como produtoras de pigmento através da fermentacdo do
caldo de cana. As trés leveduras passaram por um processo fermentativo em caldo de cana
(30%) suplementado com extrato de levedura (5 g/L) e YEPG (glicose, extrato de levedura e
peptona) nas seguintes condi¢bes experimentais: 30 °C e 180 rpm por 120 horas. O rendimento
da biomassa foi determinado por meio do peso seco. A extracdo dos carotenoides foi feita
utilizando os solventes DMSO e acetona. A determinacgédo dos carotenoides totais foi realizada
por espectrofotometria. Todas as leveduras apresentaram bons resultados em caldo de cana. A
levedura selecionada para a fermentagdo em maior volume apresentou peso seco maximo de
1,26 g e concentracdo méaxima de carotenoides de 6.742,1 ug/L em 120h. Apds a fermentacéo
em larga escala, como resultado final, a Levedura 3 apresentou peso seco de 7 g com producéo
de carotenoides totais de 8.700 pg/L. Portanto, conclui-se que as leveduras do género
Rhodotorula demonstraram grande potencial na producdo de pigmentos carotenoides em um
substrato alternativo de baixo custo.

PALAVRAS-CHAVE: Biomassa. Carotenoides. Pigmentos microbianos.



ABSTRACT

In the current scenario, due to the growing rejection of the use of synthetic pigments by the
consumer market, the production of pigments by natural means has gained more and more
focus. Considering that one of the challenges for producing pigments on a large scale is the
high production cost, the search for alternative sources of substrates is being increasingly
explored. Pigments produced by microorganisms, in addition to being related to human health
benefits, also offer cost and production advantages. Among the pigment-producing
microorganisms, yeasts of the genus Rhodotorula stand out. In this sense, the present study
aimed to evaluate the potential of three isolates of yeasts of the genus Rhodotorula, as pigment
producers through the fermentation of sugarcane juice. The three yeasts underwent a
fermentation process in sugarcane juice (30%) supplemented with yeast extract (5 g/L) and
YEPG (glucose, yeast extract and peptone) under the following experimental conditions: 30
°C and180 rpm for 120 hours. The biomass yield was determined by means of dry weight. The
extraction of carotenoids was performed using DMSO and acetone solvents. The determination
of total carotenoids was performed by spectrophotometry. All yeasts showed good results in
sugarcane juice. The yeast selected for large-scale fermentation showed a maximum dry weight
of 1.26 g and a maximum concentration of carotenoids of 6,742.1 pg/L in 120h. After
fermentation on a large scale, as a final result, yeast 3 had a dry weight of 7 g with a total
carotenoid production of 8,700 pg/L. It is concluded that sugarcane juice supplemented with
yeast extract is a viable culture medium to be used in fermentation processes with good yield
and carotenoid production.

KEYWORDS: Biomass. Carotenoids. Microbial pigments.
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1 INTRODUCAO

Nos ultimos anos a producdo industrial de pigmentos tém se tornado cada vez mais
ampla. Recentemente, a andlise das exigéncias do mercado consumidor revelou uma crescente
rejeicdo do uso de pigmentos sintéticos, uma vez que aplicacdo de alguns desses compostos
causam efeitos adversos a salde, como acdo carcinogénica e efeitos toxicos. Dessa forma, a
indUstria tem buscado incorporar compostos naturais em seus produtos ao invés dos sintéticos
(TULI etal., 2015; ARULDASS, DUFOSSE & AHMAD, 2018; AGOCS & DELI etal., 2011).
Nesse cenario, a ampla demanda por produtos naturais estd impulsionando o mercado de
organicos e industrias de pigmentos, representando grandes setores que serdo dominados por
pigmentos naturais (NOVOVESKA et al., 2019).

Os pigmentos naturais sdo sintetizados por fontes vegetais e microrganismos, como
bactérias, leveduras, fungos e microalgas. Visando otimizar o processo em escala industrial,
ocorre a necessidade de desenvolver tecnologia de baixo custo para a producdo de pigmentos
(PANESAR, KAUR & PANESAR, 2015). Nesse sentido, em comparacéo as fontes vegetais, a
producdo microbiana tem a vantagem de utilizar substratos de baixo custo, além de ser mais
rapida e, por isso, tem despertado o interesse no ambito industrial (SCHROEDER et al., 1996).

Os pigmentos produzidos por microrganismos, sdo frequentemente associados a
beneficios a satde humana. Os carotenoides, por exemplo, sdo precursores de vitamina A,
reduzem o risco de doencas cronicas, funcionam como antioxidantes biologicos e aditivos
alimentares (FRASER & BRAMLEY, 2004). Dentre 0s microrganismos produtores de
carotenoides, as leveduras do género Rhodotorula tem se destacado, pois sdo capazes de
sintetizar carotenoides industrialmente importantes como f-caroteno, toruleno e torularrodina,
e apresentam bom desempenho em substratos de baixo custo (ELFEKY et al., 2019; TANG et
al., 2019).

Um grande desafio para a producdo de pigmentos em larga escala é o alto custo de
producdo. Dessa forma, o uso de substratos agroindustriais vem como uma alternativa viavel
para aumentar a eficiéncia econémica. Dentre os substratos, pela facilidade de obtencao, o alto
valor nutricional e resultados significativos, o caldo de cana vem despertando um crescente
interesse para utilizacdo em processos fermentativos (BHOSALE & GADRE, 2001).

Diante deste contexto, o presente trabalho teve como objetivo avaliar a producdo de
pigmentos de trés isolados de leveduras do género Rhodotorula utilizando o caldo de cana como

substrato fermentativo.


https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fsufs.2020.590439/full#B50
https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fsufs.2020.590439/full#B16
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

O principal objetivo deste estudo é avaliar o potencial de trés isolados de leveduras do

género Rhodotorula como produtoras de pigmento através da fermentacdo do caldo de cana.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar o0 uso de caldo de cana como substrato para producéo de pigmentos;
Avaliar os isolados de leveduras quanto a producéo de pigmentos;
Selecionar um isolado para fermentacdo em larga escala;

Extrair o pigmento da biomassa obtida;

AN N NN

Quantificar o pigmento extraido.
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 PIGMENTOS

O uso de pigmentos é uma pratica bastante antiga tendo registro de seu uso por volta de
1500 a.C através de fontes naturais, como paprica, acafrdo, extratos de alguns alimentos como
a beterraba, dentre outros (BURROWS, 2009). Os pigmentos continuam sendo usados nas
rotinas diarias, além de possuir ampla aplicacdo na industria agricola, farmacéutica, téxtil,
cosmética, alimenticia, entre outras (YUSUF, SHABBIR & MOHAMMAD, 2017; VENIL,
DEVI & AHMAD, 2020).

Os pigmentos de origens naturais sdo uma excelente fonte de compostos bioativos e
exibem uma ampla diversidade de composi¢fes quimicas e diferentes propriedades
(SIGURDSON, TANG & GIUSTI, 2017). Os pigmentos presentes em fontes vegetais, por
exemplo, se enquadram principalmente em flavonoides, antocianinas, carotenoides e betalainas.
Ja nos microrganismos, como leveduras, fungos, algas e bactérias, os pigmentos naturais séo
classificados em trés grandes grupos: clorofila, ficobiliproteinas e carotenoides
(MUTHUSAMY et al., 2020).

A clorofila € um pigmento verde, sintetizado por plantas, cianobactérias, algas e
microalgas, atuando como um importante composto no processo de fotossintese, absorvendo e
transferindo energia luminosa (LI & CHEN, 2015). Esse pigmento apresenta inUmeras
aplicacGes em varios campos biotecnoldgicos, sendo usado na area alimenticia como corante
alimentar natural, na industria de cosméticos e produtos farmacéuticos (RIEBLINGER,
MOOSHEIMER & ZIEGLEDER, 2003). Além disso, apresenta beneficios para a salde
humana, como agente antitumoral e efeitos anti-inflamatérios (VESENICK et al., 2012). As
algas verdes do género Enteromorpha, Chlorella, Ulva, a cianobactéria Spirulina e plantas
verdes sdo as fontes mais comuns de clorofilas (MUTHUSAMY et al., 2020).

As ficobiliproteinas sdo proteinas fluorescentes e atuam como receptoras para a
fotossintese. Esses pigmentos sdo divididos em ficocianinas, aloficocianinas e ficoeritrinas,
sendo encontrados principalmente em algas vermelhas dos géneros Rhodophyta, Cyanophyta,
Cryptophyta e cianobactérias. Tal composto apresenta atividade antiviral e anticancerigena,
além de estimular o sistema imunolégico (MUTHUSAMY et al., 2020).

Os carotenoides exibem as cores amarelo, laranja, vermelho e sdo amplamente

distribuidos na natureza (BRITTON et al., 2004). Sdo compostos sintetizados por organismos


https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fsufs.2020.590439/full#B87
https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fsufs.2020.590439/full#B81
https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fsufs.2020.590439/full#B81
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fotossintéticos como plantas e algas, desempenhando um papel crucial na captacdo de luz no
processo de fotossintese (VARELA et al., 2015). Nos microrganismos, sua principal fungéo
esta associada a protecao das células contra a influéncia negativa de formas reativas de oxigénio
e radiacdo (DI MASCIO, MURPHY & SIES, 1991). Cabe ainda ressaltar que, mesmo néo
sendo naturalmente sintetizados pelo corpo humano e animal, os carotenoides podem ser
absorvidos e depositados no corpo por meio da ingestdo de alimentos (SINGH, AHMAD &
AHMAD, 2015).

Os carotenoides sdo compostos hidrocarbonetos, tetraterpenoides com 40 atomos de
carbono (C 40), sendo constituidos por oito unidades de isopreno, onde as moléculas séo ligadas
de forma linear e simétricas (SINGH & MUKHERJEE, 2022). As liga¢des duplas conjugadas
sdo caracteristicas estruturais que funcionam como cromaforos, responsaveis pela coloragao da
maioria dos carotenoides (MAPELLI-BRAHM et al., 2020). Podem ser divididos em dois
grupos: os carotenos, que sdo hidrocarbonetos puros, ou seja, hdo possuem oOxigénio em sua
estrutura, como o a-caroteno, -caroteno, y-caroteno, toruleno e licopeno; e as xantofilas, que
sdo hidrocarbonetos oxigenados, como a astaxantina, luteina, torularrodina, zeaxantina, [-
criptoxantina, fucoxantina e cantaxantina (Figura 1) (NIRANJANA et al., 2015 e EJAZ,
WANG & LANG, 2020).

A eficiéncia dos carotenoides é conhecida pelas propriedades anti-inflamatorias, por
exercerem um importante papel no aprimoramento das fungfes imunologicas e na prevencao
de doencas cronicas (HADAD & LEVY, 2012). A torularrodina, por exemplo, € um carotenoide
produzido principalmente pelas leveduras dos géneros Rhodotorula e Sporobolomyces, o qual
apresenta fortes propriedades antimicrobianas, podendo se tornar um novo antibiético natural
e, devido sua capacidade antioxidante € usada como agente neuroprotetor contra estresse
oxidativo (UNGUREANU & FERDES, 2012; KECELI et al., 2013; KOT et al., 2016; LI,
QIAN & PI, 2023).

O toruleno também se destaca pelas propriedades antioxidantes e anticancerigenas. As
leveduras pertencentes ao género Rhodotorula, a espécie Sporidiobolus pararoseus e o fungo
do género Neurospora sdo os principais produtores microbianos deste composto (DIMITROVA
et al., 2013; DU et al., 2017; DI MASCIO, MURPHY & SIES, 1991; WEI et al., 2020 e
HAUSMANN & SANDMANN, 2000).

O B-caroteno € a principal fonte de vitamina A, composto essencial para o crescimento,
desenvolvimento embrionério e funcdo visual (GUL et al., 2015). O B-caroteno pode ser obtido

utilizando a microalga Dunaliella salina e o fungo Blakeslea trispora (RAJA,


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0734975017301209?casa_token=z4KZAMUaiJEAAAAA:Z75P7zKn87W2qiIuKteYx_51VlBmhYNOUdlxzRcVnt4FsmhTzowkm-tVbZ2ih261EUOZT6kEIdw#bb0755
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HEMAISWARYA & RENGASAMY, 2007). A levedura Rhodotorula glutinis, Rhodotorula

mucilaginosa e Sporidiobolus pararoseus também se destacam como produtores eficientes de
B-caroteno (DI MASCIO, MURPHY & SIES, 1991; SHARMA & GHOSHAL, 2020 e

MANOWATTANA et al., 2020).

Figura 1: Formula quimica de alguns carotenos (A) e xantofilas (B)

(A)

a-caroteno

HyC.

g
Sy L HET o

B-caroteno

y-caroteno

,

g . .
r e e e e e e S e e e g e

8¢ |

Licopeno

(B)

Astaxantina

Luteina
HiC CH, CHy CHy HyC. e R
| RS W T S :
If;"! (l:H;, ":lC.I \CH;,
HO' CHy
Zeaxantina

Cantaxantina

HyC CHy CHy CHy 1
"‘%/"%\/L““\:/%ﬂu/"nv\ 2 N i
)4[(&\ - \I \\T/\V_, i \r.H
- Hy HiC figl L
‘\-\Tr, CH, 3 1 3
1

[/

Torularrodina

Fonte: MUSSAGY et al., 2019.
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Além das aplicagdes na area da salde, os carotenoides também estdo sendo amplamente
utilizados como aditivos e corantes alimentares naturais. E possivel que 0 seu uso como
ingredientes alternativos de ra¢des, substitua medicamentos e nutrientes sintéticos na industria
avicola, por exemplo, uma vez que a suplementacdo alimentar com tal composto melhora
significativamente a salde das aves e, consequentemente, a qualidade dos ovos e da carne
(NABI et al., 2020). Cabe ainda ressaltar que, devido aos efeitos adversos apresentados a saude
humana pelo uso de pigmentos sintéticos no processamento de alimentos e cosméticos, a

demanda por pigmentos de origem natural esta cada vez mais em alta.

3.2 PIGMENTOS NATURAIS E SINTETICOS

Os pigmentos sintéticos, sdo aqueles produzidos por sintese quimica, ndo sendo
encontrados na natureza (CAROCHO et al., 2014). Por apresentarem maior estabilidade, bom
custo beneficio e um portfolio variado de cores, 0s pigmentos sintéticos sdo comercialmente
mais atrativos para as industrias que fazem maior uso desse material em suas producdes
(MARTINS et al., 2016). Entretanto, varios estudos demonstram que 0s pigmentos sintéticos
podem causar um impacto negativo no meio ambiente por ndo serem renovaveis e nem
biodegradaveis (FUCK, BRANDELLI & GUTTERRES, 2018; ZERIN et al., 2020). Além
disso, o consumo inadequado desses pigmentos pode causar efeitos nocivos a salde, incluindo
0 comprometimento de processos vitais, como a replicacdo do DNA e a transcri¢do génica,
resultando em processos cancerigenos, além de toxicidade e efeitos alérgicos
(ALBUQUERQUE et al., 2020 e DE ROSSI et al., 2021).

Os pigmentos naturais, por sua vez sdo obtidos por fontes naturais, podendo ser
produzidos por plantas ou microrganismos, como fungos, microalgas, leveduras e bactérias. Por
ndo apresentarem acOes adversas a saude publica, quando comparados aos pigmentos sintéticos,
configuram um grupo industrialmente significativo de metabolitos (CHINTAPENTA et al.,
2014). Além disso, pigmentos naturais estdo associados a vantagens nutricionais, como uma
melhor absor¢édo de proteinas e lipideos, possuindo alto valor na industria de alimentos (YANG
et al., 2018). Cabe também ressaltar, a relacdo de tais pigmentos com a prevencdo de doencas
e melhora de funcdes bioldgicas, como anticancerigenos e imunossupressores, além de serem
biodegradaveis, atendendo as questbes ecoldgicas (PANESAR, KAUR & PANESAR, 2015)

A conscientizacdo da salde publica e aceitacdo positiva dos consumidores em relagao

aos pigmentos naturais, incentiva as grandes industrias a aumentar a demanda por esses


https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fsufs.2020.590439/full#B19
https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fsufs.2020.590439/full#B88
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produtos. Estima-se que apenas na inddstria alimenticia, o mercado global de pigmentos
naturais atinja 2,5 bilhdes de dolares até 2025, de acordo com o relatorio feito pela GRAND
VIEW RESERCH (LYU et al., 2022). Embora os pigmentos microbianos ndo sejam difundidos
em formulagdes de corantes, eles representam uma alternativa importante que tem a capacidade
de competir a longo prazo com corantes sintéticos (ZERIN et al., 2020). Dessa forma, muitas
pesquisas estdo sendo feitas com o intuito de substituir pigmentos sintéticos por pigmentos

naturais, uma vez que a natureza ¢ uma fonte rica de organismos produtores de pigmentos.

3.3 USO DE MICRORGANISMOS NA PRODUCAO DE PIGMENTOS

Os microrganismos sdo encontrados em quase todos 0s nichos ambientais e
desempenham varios papéis na natureza, sendo conhecidos como fonte potencial para a
producdo de pigmentos. Quando comparados aos seus similares extraidos de fontes vegetais,
0s pigmentos microbianos apresentam certas vantagens em termos de producgéo, por ndo serem
sazonais apresentam maior disponibilidade e estabilidade (ABEROUMAND, 2011; MATA-
GOMEZ et al., 2014), sdo mais estaveis ao calor, exposicéo a luz e variacio de pH (NIGAM &
LUKE, 2016), podem ser sintetizados utilizando substratos de baixo custo, além de oferecer a
possibilidade do uso de engenharia genética para a expressar a producdo de pigmentos por
espécies industrialmente importantes, como Escherichia coli e Saccharomyces cerevisiae
(VENIL, ZAKARIA & AHMAD, 2013). Dessa forma, a diversidade microbiana oferece um
enorme potencial despertando interesse por parte das inddstrias, além de expandir a
possibilidade de encontrar novas moléculas (NIGAM & LUKE, 2016).

Pigmentos microbianos como a ankaflavina produzida pelo fungo Monascus, a
astaxantina pela levedura Xanthophyllomyces dendrorhous, a antraquinona pelo fungo
Penicillium oxalicum, a riboflavina pelo fungo Ashbya gossypii ¢ o B-caroteno pelo fungo
Blakeslea trispora, estdo sendo usados na industria de alimentos (DUFOSSE, 2006).

Os fungos sdo amplamente descritos como fontes promissoras e potenciais de
pigmentos, destacando as familias Monascaceae, Trichocomaceae, Nectriaceae,
Hypocreaceae, Pleosporaceae, Cordycipitaceae, Xylariaceae, Chaetomiaceae, Sordariaceae,
Chlorociboriaceae (RAMESH et al., 2019). Os pigmentos flngicos, como carotenoides,
quinonas, violaceina, flavinas apresentam um largo espectro de cores, além de propriedades
bioativas como anticancerigenas, antioxidantes, antimicrobianas, anti-inflamatérias e
imunossupressoras ( MAPARI et al., 2009; LOPES et al., 2013) sendo, portanto, utilizados em


https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fsufs.2020.590439/full#B88
https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fsufs.2020.590439/full#B59
https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fsufs.2020.590439/full#B42
https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fsufs.2020.590439/full#B38

17

vérias industrias tanto em areas alimenticias, como corantes em industrias téxtil e aditivos em
cosméticos (CHEN et al., 2019; LAGASHETTI et al., 2019; SAJJAD et al., 2020). Espécies
fangicas como Mucor circinelloides, Phycomyces blakesleeanus e Blakeslea trispora sdo
conhecidas como produtores de B-caroteno (BOHME, RICHTER e PATZ, 2006).

Muitos pigmentos bacterianos sdo considerados seguros para serem usados em inimeras
aplicagdes nas industrias de cosméticos, alimenticia, farmacéutica e téxtil (PARMAR &
SINGH, 2018). Os pigmentos produzidos por bactérias mais comuns sdo melaninas,
carotenoides, fenazinas, quinonas, violaceina, sendo relatados por suas propriedades
antioxidantes e de protecdo UV, demonstrando alto potencial em aplicacdes biomédicas, como
propriedades antimicrobianas, antimaléricas e anticancerigenas (SAJJAD et al., 2020).

Além das bactérias, varios géneros de microalgas como Nostoc, Dunaliella,
Scenedesmus, Nannochloropsis, Haematococcus, Muriellopsis, Chlorella, Phaeodactylum,
Spirulina, Artrhospira, Porphyridium, Agardhiella, Polysiphonia também se destacam pela
producéo de diferentes grupos de pigmentos, como carotenoides, clorofilas e ficobiliproteinas
(ARASHIRO et al., 2020). Devido as funcdes biologicas a si associados, como acéo anti-
inflamatoria, antiviral, anticancerigena, bem como a regulacdo de doencas cardiovasculares e
melhora de fungdes imunologicas, 0s pigmentos de microalgas possuem alto valor comercial
em industrias farmacéuticas, cosméticas, alimenticias, além de aplicacdes em pesquisas clinicas
e biologia molecular (DE MORAIS et al., 2018; OKOLIE, MASON & CRITCHLEY, 2018;
SAINI, PABBI & SHUKLA, 2018; AMBATI et al., 2019).

Dentre os microrganismos produtores de carotenoides, as leveduras se destacam por sua
capacidade de crescimento em substrato de baixo custo e ricos em aclcar, 0 que as torna
interessantes do ponto de vista industrial. Assim, certos géneros de leveduras como
Rhodotorula, Sporidiobolus, Sporobolomyces, Xanthophyllomyces e Pichia tém sido
extensivamente estudadas como potenciais produtoras de pigmentos (ELFEKY et al., 2019;
TANG et al., 2019).

Sendo organismos unicelulares, com elevadas taxas de crescimento, as leveduras, em
relacdo aos fungos filamentosos, oferecem maiores vantagens para a producdo de pigmentos
(BHOSALE & GADRE, 2001). Os pigmentos produzidos por espécies de leveduras, como
Rhodotorula spp, ndo causam maleficios para a saide humana, em contrapartida, alguns
pigmentos derivados de fungos filamentosos sdo prejudiciais a saide (HERNANDEZ-
ALMANZA et al., 2014). Além disso, geralmente, mais de uma molécula de carotenoide pode

ser produzida por leveduras (ZOZ et al., 2014).
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A levedura Xanthophyllomyces dendrorhous, também conhecida como Phaffia
rhodozyma, é capaz de produzir astaxantina, um carotenoide de alto valor agregado e muito
utilizado na aquicultura para alimentacdo de peixes e crustaceos, com o objetivo de torna-los
pigmentados. Além disso, esta levedura é capaz de fermentar sacarose, glicose e xilose, além
de materiais lignocelulésicos e residuos agroindustriais (CHOCIAI et al., 2002).

Existe uma grande quantidade de microrganismos com grande potencial para produgéo
biotecnoldgica de carotenoides, mas nem todos sdo potencialmente interessantes. As espécies
de leveduras do género Rhodotorula, destacam-se pela versatilidade de substrato, sendo capazes
de utilizar varios compostos como fontes de carbono, incluindo glicose, sacarose de melaco,
lactose de soro de leite, galactose, maltose, etanol e glicerol (MUSSAGY, KHAN & KOT,
2021). Tais espécies sdo capazes de sintetizar em diferentes propor¢6es, mais de uma molécula
de carotenoide, como P-caroteno, toruleno e torularrodina (PERRIER, DUBREUCQ &
GALZY, 1995; TINOI, RAKARIYATHAM & DEMING, 2005). Nesse sentido, dada a
eficiéncia do processo de biossintese e fatores econémicos, as leveduras do género Rhodotorula

merecem atencao especial.

3.4 GENERO RHODOTORULA

Pertencentes ao filo Basidiomycota, o género Rhodotorula compreende leveduras
unicelulares pigmentadas, incluindo diversas espécies amplamente distribuidas na natureza,
podendo ser isoladas em ambientes aquaticos, no solo, em alimentos e na pele humana (WIRTH
& GOLDANI, 2012). Filogeneticamente, o género Rhodotorula é considerado um grupo misto
com as leveduras vermelhas dos géneros Sporobolomyces, Rhodosporidium e Sporidiobolus
(FELL et al., 2000).

A grande maioria das espécies do género ndo sdo patogénicas, entretanto algumas
espécies como Rhodotorula mucilaginosa, Rhodotorula glutinis e Rhodotorula minuta foram
consideradas como patdgenos por serem frequentemente isoladas de infeccdes humanas
(DAMASCENO et al. 2017; KITAZAWA et al., 2018; WANG et al., 2019).

As leveduras oleaginosas vermelhas tém sido amplamente estudadas, dentre elas,
destaca-se 0 género Rhodotorula. Por serem consideradas fontes favoraveis para producdo de
pigmentos naturais, como carotenoides, proteinas, especialmente enzimas e 6leos microbianos,
4cidos graxos e triglicerideos (TKACOVA et al., 2017; KOT et al., 2019; MUSSAGY et al.,

2019). Tais leveduras estdo sendo usadas para a obtencdo de produtos quimicos de alto valor,
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aditivos alimentares e cosméticos, uma vez que, essas biomoléculas sdo apontadas como fontes
promissoras para a producdo de 6leos coloridos, biocombustiveis e biocatalisadores (SAENGE
etal. 2011; CHENG & YANG, 2016).

A grande capacidade que as leveduras do género Rhodotorula tém apresentado, aumenta
0 interesse na realizacdo de pesquisas, fomentando novas areas de estudo. Recentemente, Wang
etal. (2023), por exemplo, estudaram o potencial biético da levedura Rhodotorula mucilaginosa
JM-01 sobre o crescimento, pigmentacdo da casca e atributos de defesa imunoldgica do
camardo Penaeus vannamei. Por outro lado, Rekha et al. (2022) trabalharam com a utilizagéo
da levedura marinha Rhodotorula paludigena VA 242 como aditivo alimentar, com o intuito de
intensificar o pigmento de carpas Cyprinus carpio, apresentando resultados bastante
satisfatorios. Um outro estudo realizado por Yoo, Alnaeeli & Park, (2016), demonstraram a alta
atividade antioxidante e antimicrobiana dos carotenoides glicosideos extraidos da levedura R.
mucilaginosa AY-01. O trabalho proposto por Allahkarami et al. (2021) verificaram que
leveduras Rhodotorula sp com capacidade de produzir pigmentos carotenoides, foram isoladas
de solos de parques florestais. Nesse sentido, tais estudos reforcam a versatilidade do uso das
leveduras do género Rhodotorula e as potenciais aplicagdes em diversas industrias.

Os carotenoides mais comuns sintetizados naturalmente pelas leveduras do género
Rhodotorula s3o p-caroteno, toruleno e torularrodina (MATA-GOMEZ et al., 2014;
MUSSAGY et al., 2019). O toruleno € um pigmento de cor laranja ou vermelho-alaranjado,
sendo o principal carotenoide da levedura Rhodotorula mucilaginosa. Apresenta grande
potencial de interesse para aplicacBes industriais, com propriedades antioxidantes e
anticancerigenas (ZOZ et al., 2014; DU et al., 2017; DIMITROVA et al., 2013). A torularodina
é um pigmento de carater polar, de cor rosa escuro e possui atividade antioxidante consideravel
(DI MASCIO, MURPHY & SIES, 1991). O B-caroteno é caracterizado pela colora¢do do
amarelo ao laranja, sendo a principal fonte de vitamina A na dieta (GUL et al., 2015).

Como ja dito, as leveduras do género Rhodotorula sdo produtoras eficientes de
diferentes tipos de carotenoides. Contudo, essa producdo varia entre as espécies além de ser
afetada pelos constituintes do meio e pelas condi¢cdes ambientais (AKSU et al., 2007). Em
relacdo a producdo biotecnolégica em larga escala de pigmentos, cada vez mais sao
desenvolvidas estratégias de otimizacdo para uma boa rentabilidade de carotenoides com viés
de baixo custo. Nesse sentido, devido a sua facilidade do cultivo e o potencial de crescimento
em substratos baratos, tais leveduras vém despertando o crescente interesse por parte das
industrias (CASTELO BRANCO, 2010).
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3.5 SUBSTRATOS PARA PRODUCAO DE PIGMENTOS

Assim como todos 0s seres vivos, 0s microrganismos necessitam de energia e nutrientes
para sua sobrevivéncia, funcionamento de seus processos metabolicos e para a construgdo de
membranas e estruturas celulares. Dessa forma, os microrganismos necessitam, principalmente,
de fontes de carbono e nitrogénio, bem como a presenca em menores quantidades de outros
compostos (ALTIDOR et al., 2018).

Um aspecto relevante para a producdo sustentdvel de pigmentos microbianos € a
definicdo de um meio de crescimento adequado, que seja econdmico e resulte em altos
rendimentos de pigmentos. A esse respeito, foi relatada a importancia da utilizacdo de
subprodutos agroindustriais como substratos de crescimento para a produgdo de pigmento
microbiano (KORUMILLI, MISHRA & KORUKONDA, 2020; VENIL, DEVI & AHMAD,
2020).

Pensando no setor industrial, a producdo da maioria dos pigmentos em grande escala
ainda é limitada. Longos periodos de fermentacéo, baixos rendimentos e alto custo de producao
sdo obstaculos para a viabilidade econémica dos processos de fabricacdo desses compostos.
Nesse sentido, uma alternativa eficiente para suprir a producdo de pigmentos por
microrganismos € otimizar os parametros de cultivo (VENIL et al., 2014; NARSING et al.,
2017).

Nos Ultimos tempos, € notério que o interesse pela producdo de pigmentos tem
alavancado os estudos sobre a substituicdo de meios de cultivo comerciais por substratos
alternativos. Kot et al. (2017) por exemplo, utilizaram agua residuaria de batata e glicerol na
biossintese de proteinas, lipidios e carotenoides pela levedura Rhodotorula glutinis, os
resultados foram significativos, demonstrando que o glicerol e o efluente da batata séo
potenciais fontes de carbono e nitrogénio para a producdo de biomassa de R. glutinis. Nessa
mesma linha, Ribeiro et al. (2019), utilizaram a agua residuaria de mandioca para a producao
de carotenoides e acidos graxos por Rhodotorula glutinis, evidenciando que o crescimento de
R. glutinis foi sustentado pela fonte de carbono presentes nesse substrato, além de demonstrar
que esse residuo pode ser utilizado como Unica fonte de nutriente para o cultivo da levedura.

O caldo de cana por apresentar uma facilidade de obtencéo e um alto valor nutricional
€ um meio promissor para a producdo de carotenoides, o que contribui para sua utilizacdo em
processos fermentativos (BHOSALE & GADRE, 2001; ABDELHAFEZ et. al., 2016). Lobo,

Branddo & Assis, (2021), analisaram a produgdo de carotenoides por Rhodotorula
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mucilaginosa, utilizando o caldo de cana, suplementado com extrato de levedura, como fonte
para 0 processo fermentativo, apresentando resultados significativos, demonstrando a
efetividade do uso de caldo de cana na producdo de carotenoides e biomassa de R.
mucilaginosa.

Cabe ainda ressaltar que, além da composicdo dos meios de cultivo, a producdo de
carotenoides pode ser afetada por fatores como luminosidade, temperatura e oxigénio,
ocorrendo influéncias tanto negativas, quanto positivas. Além disso, com o intuito de aumentar
ainda mais o rendimento de producdo de pigmentos, estimulantes podem ser adicionados ao
meio de cultivo e suas condigdes podem ser ajustadas de acordo com a necessidade
(BHOSALE, 2004).

4 MATERIAIS E METODOS

41 OBTENCAO DAS AMOSTRAS

Neste trabalho foram utilizadas trés leveduras previamente isoladas dos solos de
cavernas pelo grupo de pesquisa a qual a autora faz parte, juntamente com o Centro de Ecologia
e Biologia Subterranea da Universidade Federal de Lavras (CEBS-UFLA). O Substrato
utilizado para a fermentacéo foi o caldo de cana, obtido no Emporio da Cachacga Carinhosa, na
cidade de Perddes-MG.

42 REATIVACAO E MULTIPLICACAO

As leveduras foram reativadas em 1 mL de meio YEPG (1% de extrato de levedura, 2%
de glicose e 2% de peptona) por 24 horas a 30 °C. Apos este periodo, para o preparo do inoculo,
foi realizado o crescimento celular atraves da adicdo de meio de cultura a cada 24 horas na
proporcao 1:10 com incubacdo a 30 °C até a obtencdo da populagédo desejada, aproximadamente
107 Log UFC.

43 PREPARACAO DO MEIO DE FERMENTACAO

O preparo do meio para a fermentacéo foi realizado de acordo com Bhosale & Gadre,

(2001) e Lobo, Brandao & Assis, (2021), com algumas modifica¢Ges. Primeiramente, o caldo
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de cana foi diluido a 30% em agua destilada, seu pH foi ajustado para 2,0 com 5 mol/L de acido
cloridrico (HCL) e mantido em banho-maria por 40 minutos para a hidrélise da sacarose. Apos
esse periodo, a solucdo foi resfriada em temperatura ambiente e o pH foi ajustado para 6,0 com
1 mol/L de hidréxido de s6dio (NaOH). Apds este ajuste, a solugdo foi centrifugada a 4000
rpm/10 min e o sobrenadante foi suplementado com 5 g/L de extrato de levedura e esterilizado
em autoclave a 121 °C/ 15 min. O meio YEPG foi utilizado neste trabalho como meio de cultivo

controle, uma vez que é o padrao utilizado para o crescimento de leveduras em geral.

44 FERMENTACAO

A fim de selecionar o isolado com maior producdo de carotenoides, foi realizado uma
fermentagdo em pequena escala. Para isso, foi utilizado 90 mL de cada meio de cultivo e
adicionado 10 mL do indculo de cada levedura com populagdo de 107 Log UFC/mL. O processo
fermentativo foi feito em agitador orbital em condi¢es operacionais fixadas a temperatura de
30 °C, velocidade de agitacdo de 180 rpm, pH inicial 6,0 durante 120 horas (KANZY et al.,
2015; LOBO, BRANDAO & ASSIS, 2021). A cada 24 horas foram retirados os meios de
cultivo correspondentes de cada levedura para verificar a populacdo no decorrer do processo
fermentativo e quantificacdo dos pigmentos. A populacdo foi verificada através do
plagueamento das aliquotas em YEPG sélido e mantidas a 30 °C por 48 horas. Todo o

experimento foi realizado em duplicata.

45 FERMENTACAO EM MAIOR ESCALA

Apos a selecdo do melhor isolado e melhor tempo de fermentacdo, foi realizada uma
fermentacdo em larga escala. Para esta etapa, foi preparado 1 litro do caldo de cana, como ja
descrito no tépico 4.3 e o processo fermentativo foi realizado nas mesmas condi¢fes da

fermentacdo anterior. Todo o experimento foi realizado em duplicata.
46 DETERMINACAO DO RENDIMENTO DA BIOMASSA
Para determinar o rendimento da biomassa obtida durante a fermentacdo foram

utilizadas as técnicas descritas por Moliné, Libkind & Van Broock, (2012) com algumas

modificacGes. Utilizando-se o0 método de determinacdo de massa seca, os fermentados foram
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centrifugados a 4000 rpm por 5 minutos em tubos falcon previamente pesados. O sobrenadante
foi descartado e biomassa foi lavada por duas vezes com &gua destilada para completa retirada
do meio de cultivo. A biomassa Umida obtida foi seca em estufa a 50 °C até atingir peso
constante. Apds a secagem, os tubos falcon foram novamente pesados, tendo a massa inicial do
tubo subtraida para a determinagdo do peso seco.

47 EXTRACAO DO PIGMENTO

A extragdo dos carotenoides foi realizada de acordo com Silva, Paixdo e Alves, (2016)
com algumas modificacdes. Para isso, 0,025 g de biomassa seca foram adicionadas em tubos
tipo eppendorfs, acrescidas de 1 mL de DMSO e colocadas em agitador orbital a 50 °C, com
agitacdo periddica em vortex, totalizando uma hora. Apos este periodo, foi adicionado 2 mL de
acetona, os tubos foram agitados em vdrtex por aproximadamente um minuto e centrifugados
a 4000 rpm por 10 minutos. O sobrenadante foi armazenado e 1 mL de DMSO foi novamente
adicionado a biomassa resultante para uma nova extracdo. Este processo foi repetido até que
nenhuma cor fosse observada na biomassa. Os sobrenadantes obtidos foram misturados e

utilizados para a determinacéo de carotenoides totais.

48 DETERMINACAO DE CAROTENOIDES TOTAIS E RENDIMENTO

As concentracbes de carotenoides totais nos extratos foram determinadas em
espectrofotémetro, por meio do valor médio da maxima absorbancia a 448 nm (CABRAL et

al., 2011). A concentracdo de carotenoides foi determinada por meio da seguinte equacao:

Carotenoides totais (ug/g de levedura) = A max X D x V/ (E x W)

A max: as absorbancias do extrato total de carotenoides a 448 nm
D: taxa de diluicdo da amostra

V: volume de solvente de extracdo (ml)

E: coeficiente de extin¢cdo do carotenoide total (0,16)

W: peso seco de levedura (g)

Para calcular o rendimento total de carotenoides nas fermentagcdes a quantidade de

carotenoides totais foi multiplicado pela quantidade de biomassa seca encontrada. Isto foi
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realizado para cada meio de cultivo, levedura e tempo separadamente (CHEN, HAN & GU,
2006; GU et al., 2008; CHENG et al., 2016).

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 POPULACAO E PRODUCAO DE BIOMASSA

A fim de verificar a viabilidade das leveduras no decorrer da fermentacéo foi realizado
0 acompanhamento da populacao de cada isolado e em cada substrato separadamente, caldo de
cana e YEPG, como pode-se observar no Gréafico 1. A populacdo inoculada de cada levedura
foi de aproximadamente 7,00 Log UFC/mL. As populacdes maximas foram encontradas nas
fermentacdes que utilizaram o caldo de cana sendo, de 8,37 Log UFC/mL correspondentes a
levedura 3 no intervalo de 72 horas e de e 8,35 Log UFC/mL com 120 horas para a levedura 2
(Grafico 1). O crescimento celular ocorreu nas primeiras 24 horas de fermentacéo e, apds este
intervalo, apresentou algumas variagdes, porém sem crescimento exponencial, se mantendo

mais estavel.

Gréafico 1: Populacdo dos isolados de leveduras 1, 2 e 3 no decorrer das 120 horas de
fermentacao no caldo de cana e no YEPG.
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L 1: levedura 1, L 2: levedura 2 e L 3: levedura 3.

Ratledge & Cohen, (2008) observaram que microrganismos oleaginosos como

leveduras e algas ao serem cultivadas em substratos com nutrientes limitados e altas
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concentracdes de carbono, hd um favorecimento na sintese de lipideos e, neste caso, o carbono
é usado para a acumulacdo de lipideos e carotenoides vez de processos de proliferacdo da
biomassa celular. Portanto, isto explica a baixa producdo de biomassa seca (Tabela 1)
apresentada pelas leveduras estudas.

Ao comparar a fermentacdo do caldo de cana com a de YEPG foi possivel notar que a
producéo de biomassa foi maior no caldo de cana em todos os intervalos de tempo. A maior
concentragdo de biomassa seca foi obtida com 120 horas de fermentagéo para as trés leveduras,
com valores de 0,79 g para a levedura 1, 0,64 g para a levedura 2 e 1,26 g para a levedura 3,
todas em caldo de cana (Tabela 1). Bonadio, Freita & Mutton, (2018) estudaram o efeito da
suplementacdo com nitrogénio, fésforo, zinco e magnésio na producao volumétrica de biomassa
e carotenoides por Rhodotorula rubra L02 em caldo de cana e meio sintético de sacarose e
maltose. Dentre os tratamentos avaliados, obtiveram a maior producdo de biomassa seca no
meio sintético de sacarose suplementado com Mg, com valor de 1,94 g. Comparando tal
resultado com o obtido neste estudo, mostra que a suplementacdo do meio de cultivo o torna
mais promissor na geracao de biomassa, visto que, o caldo de cana suplementado com extrato
de levedura, foi mais eficiente na geracdo de biomassa do que o YEPG.

Analisando a Tabela 1, percebe-se que ao final da fermentacéo a levedura 1 e a levedura
2 obtiveram um aumento de formacao de biomassa de 66% e 55%, respectivamente, enquanto
a levedura 3 mostrou um aumento superior de 80%. Além disso, a levedura 3 apresentou um
pico de producdo de biomassa entre os tempos de 72h e 120h. Em 120 h de fermentacéo, a
levedura 3 produziu 37% a mais de biomassa do que a levedura 1 e 49% a mais que a levedura
2.

Tabela 1: Peso seco em gramas nos diferentes intervalos de tempo de biomassa seca.

Tempo de fermentacdo

Leveduras Substrato
24 horas 48 horas 72 horas 96 horas 120 horas

Levedura 1 Caldo de Cana 0,27+0,01 0,40+0,02 0,60 +0,00 0,68 +0,05 0,79 0,01

YEPG 0,23+0,02 0,30+0,00 0,44 +0,05 0,55 +0,00 0,66 +0,04
Levedura 2 Caldo de Cana 0,29+0,04 0,37+0,03 0,49 +0,02 0,60 +0,05 0,64 +0,00
YEPG 0,23+0,01 0,39+0,01 0,42+0,04 0,51 +0,10 0,56 +0,04

Levedura 3 Caldo de Cana 0,25+0,01 0,31 +0,05 0,60 +0,00 1,01 +0,03 1,26 +0,01

YEPG 0,24 +0,00 0,28+0,00 0,50 +0,00 0,61 +0,07 0,74 0,08
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5.2 DETERMINACAO DE CAROTENOIDES TOTAIS

Atualmente o interesse no uso de substratos alternativos para a produgéo de pigmentos
esta cada vez maior. Porém, para 0 sucesso no uso de substratos alternativos nos processos
fermentativos em escala industrial, 0 meio de crescimento deve fornecer uma boa relacéo de
fontes de carbono e nitrogénio (C/N) a fim de promover melhores rendimentos. O caldo de cana
do presente estudo foi complementado com extrato de levedura justamente para promover uma
boa relacéo destes compostos, C/N e, como resultado, apresentou os melhores rendimentos de
carotenoides, com valores de 6.742,1 pg/L para a levedura 3, 5.757,0 pg/L para a levedura 2 e
4.987,7 pg/L para a levedura 1 (Tabela 2). Em relacdo a determinacdo do rendimento de
carotenoides totais, como ja mencionado anteriormente, foi feito o calculo de rendimento a

partir do teor de biomassa seca.

Tabela 2: Rendimento de carotenoides em pg/L.

Tempo de fermentacdo

Leveduras Substrato

24 horas 48 horas 72 horas 96 horas 120 horas
Levedural CaldodeCana 1008,3+0,00 1651,3+0,02  2491,6 £0,00 4987,7£0,00 4933,0 0,00
YEPG 1140,3+0,03  1814,1+0,05 2729,5+0,01 3468,6 £0,06 2917,5+0,01
Levedura2 Caldode Cana  979,4 0,00 1469,5 +0,03  3004,6 +0,00 3159,6 +0,04 5757,0 +£0,03
YEPG 716,1 +£0,02 2436,6 £0,06  2990,8 +0,02 2970,5+0,04 3501,3 £0,02
Levedura3 Caldode Cana 1309,6 +0,01  2003,4+0,00  2645,2+0,02 3701,0+0,00 6742,1+0,00
YEPG 1641,4+0,01  1952,5+0,02  2508,3+0,02 3986,8+0,03 3590,4 +£0,06

Nas primeiras 48 horas de fermentacdo da levedura 1 o aumento de carotenoides foi
baixo tanto para YEPG e caldo de cana, porém, a partir de 96 h o meio de caldo de cana foi
mais eficiente que o YEPG, apresentando valores de 4.987,7 ug/L e 3.468,6 ug/L,
respectivamente.

Por outro lado, para a levedura 2, o YEPG apresentou o melhor rendimento com 120 h
de fermentacdo, porém, o maior aumento de rendimento ocorreu entre 24 e 48 horas, com um
aumento de 716,1 para 2.436,6 ug/L. J& para o caldo de cana, o rendimento dos carotenoides
apresentou um aumento gradual ao longo do processo fermentativo, tendo destaque entre 0s
tempos de 72 h e 120 h com o progresso de 3.004,6 para 5.757,0 pg/L, atingindo seu maximo.

Para a levedura 3 o rendimento dos carotenoides no YEPG apresentou valor maximo de

3986,8 ug/L com 96 h. J& para o caldo de cana, os valores aumentaram gradativamente até 96
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h. Apos este periodo, o rendimento teve um aumento mais relevante de 3.701,1 para 6.742,1
Ma/L.

Hewedy & Ashour, (2009) observaram que o periodo de incubacdo ideal para a
producdo de carotenoides de leveduras do género Rhodotorula é de 120 h, apresentando
similaridade com os resultados deste estudo, visto que os valores maximos encontrados tanto
para a producdo de biomassa seca quanto de carotenoides foram neste periodo. Ao comparar 0
melhor rendimento entre as leveduras estudadas, a levedura 3 foi a que se mostrou mais
promissora, apresentando 175,44 e 98,51 pg/L a mais de carotenoides que a levedura 1 e
levedura 2, respectivamente.

Rodrigues et al. (2022), mostraram o potencial da levedura R. mucilaginosa CCT 7688
em produzir lipideos e carotenoides em meio de cultivo composto por melago de cana de agucar
e licor de maceracgao de milho, com producéo total de carotenoides de 1.794,2 ug/L, apos 144
h de cultivo. No presente estudo, a concentracdo total de carotenoides foi superior para todas
as leveduras estudas em 72 h de cultivo, reforcando a efetividade do caldo de cana em menos
tempo de fermentacdo, reduzindo os custos de producao.

Tendo em vista o progresso superior da levedura 3 em termos de producao de biomassa
seca e de carotenoides e pelo meio de cultivo caldo de cana, estes foram selecionados para uma
fermentacao em larga escala com o tempo de 120 h. Como na fermentacdo em menor escala, a
populacdo inicial da levedura 3 foi de 7,00 Log UFC/mL chegando ao final da fermentacdo com
uma populacdo de 8,37 Log UFC/mL. O crescimento celular foi baixo quando comparado a
quantidade de biomassa seca gerada, que foi de 7 gramas, com uma producao de carotenoides
totais de 8.700 ug/L.

Ao comparar os resultados de producdo de carotenoides com os valores da biomassa
seca, nota-se que o aumento da biomassa foi proporcional ao aumento da concentracdo de
carotenoides. E conhecido que a composicdo do substrato interfere na producéo de biomassa e
consequentemente, na producdo de carotenoides. Este fato explica os resultados encontrados,
onde todas as leveduras mostraram os melhores resultados de producdo de carotenoides em
caldo de cana.

Maldonade, Rodriguez-Amaya & Scamparini, (2012) estudaram métodos para
maximizar a producdo de carotenoides por R. mucilaginosa, analisando as variaveis pH, teores
de glicose, extrato de levedura, MgS0O4.7H20 e KH2POs. O extrato de levedura foi a fonte de
nitrogénio que se destacou no aumento da producéo de carotenoides. Além disso, 0s autores

analisaram o efeito da glicose e do extrato de levedura em 120 h de cultivo, alcangando a
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concentracdo méaxima de carotenoides, que foi correspondente a 745 pg/L. No presente
trabalho, a composic¢do do meio de cultivo caldo de cana apresentou os melhores rendimentos
de carotenoides, variando de 4.933 pg/L para 6.742,1 pug/L em 120 h de processo fermentativo.

6. CONCLUSAO

Ao realizar a avaliacdo da capacidade das leveduras isoladas em produzir pigmentos em um
substrato de baixo custo, foi possivel verificar uma alta producéo e rendimento de carotenoides,
com valores de 4.987,7 ug/L para a levedura 1, 5.757,0 pg/L para a levedura 2 e 6.742,1 pg/L
para a levedura 3. Dentre as leveduras estudadas, a levedura 3 se mostrou mais promissora e,
ao ser avaliada para uma producdo em maior escala, apresentou valores maximos de rendimento
de carotenoides e biomassa seca de 8.700 ug/L e 7 g, respectivamente. Portanto, os resultados
demostraram a versatilidade e o potencial das leveduras em questao na producdo de pigmentos,

além de atenderem a demanda por parte das inddstrias pelo menor custo de producéo.
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