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APRESENTACAO

Com o grande crescimento da populagéo e da expectativa de vida no decorrer dos
ultimos anos, os cuidados com a saude passaram a ser vistos como primordiais para a
manutencédo de uma boa qualidade de vida. Dessa maneira, a busca por profissionais
de saude qualificados, fez com que a area de Ciéncias da Saude se tornasse uma das
areas de formagcao mais almejadas. Tal ciéncia engloba diversas areas de formacgéo
cujo intuito &€ promocao, prevencéo, tratamento e controle dos problemas de saude,
estando diretamente relacionados a fatores epidemioldgicos, demogréficos, sociais,
politicos, ambientais, etc.

Sendo saude definida como estado de completo bem-estar fisico, mental e social
e nao apenas auséncia de enfermidade, objetiva-se através das Ciéncias da Saude
e suas vertentes relacionadas a Saude Publica e Saude Coletiva, a atuacao eficiente
através de medidas que buscam garantir o bem-estar fisico, mental e social da
populacéo. Além disso, constitui-se numa area de grande importancia, nao apenas por
promover, prevenir e tratar agravos, mas também pela busca constante de inovacéo
através de pesquisas.

Independente da formacgao profissional (medicina, enfermagem, fisioterapia,
fonoaudiologia, psicologia, odontologia, farmacia, educag¢do fisica, nutricao,
biomedicina e tantas outras), a formacao na area de Ciéncias da Saude busca contribuir
na formacéao de profissionais capazes de assistirem a populagédo com exceléncia dos
servicos prestados.

Levando em consideracdo a grande importéncia dessa area de formacéao,
a Alicerces e Adversidades das Ciéncias da Saude no Brasil, oferece ao leitor a
oportunidade de se inteirar e conhecer a respeito de diferentes tematicas na area da
saude. A obra encontra-se composta por 30 trabalhos cientificos, que abrangem a
importéncia da promocéao e prevencao de saude, bem como do tratamento e manejo
adequado de pacientes com diferentes doencas e agravos. Os artigos cientificos
abordam assuntos de grande relevancia como atengéo bésica, saude mental, saude
do idoso, saude bucal, saude ambiental, atividade fisica, reabilitacdo, movimento e
capacidade funcional, nutricdo, epidemiologia, cuidados de enfermagem, pesquisas
com medicamentos, entre outros. Diante da necessidade incessante de se buscar
qualificacdo e atualizagdo para uma boa abordagem preventiva e terapéutica esse
e-book contribuira para ampliar seus conhecimentos na area das Ciéncias da Saude.

Boa leitura!

Claudiane Ayres
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CAPITULO 14

ESTUDO DA INFLUENCIA DA TEMPERATURA
NA SINTESE DE TORULARODINA E NA MELHOR
PROPORCAO DE PIGMENTOS INTRACELULARES

Brunno Fontanella Bachmann
Universidade Positivo, Discente do Curso de
Engenharia de Bioprocessos e Biotecnologia

Curitiba — PR

Matheus Goncalves Severo
Universidade Positivo, Docente do Curso de
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RESUMO: Os carotenoides sao biomoléculas
que podem ser produzidas por
microrganismos e plantas. Eles possuem

varios

uma acao antioxidante no corpo humano,
protegendo células contra radicais livres e

Alicerces e Adversidades das Ciéncias da Saude no Brasil

EM Sporobolomyces ruberrimus

agentes oxidantes. A levedura Sporobolomyces
ruberrimus é capaz de produzir trés pigmentos:
B-caroteno (cor laranja), toruleno (cor amarela)
e torularodina (cor vermelha). Os cultivos foram
realizados em frascos Erlenmeyers de 500
mL com 150 mL de meio otimizado com 10%
de in6culo da levedura e agitagdo em shaker.
No primeiro capitulo foi realizada a anélise do
meio de cultura contendo glicose esterilizada
separadamente e outra com glicose (20 % p/v)
homogeneizado ao meio de cultura, mantendo
agitacdo em 180 rpm e temperatura de 28°C.
No segundo capitulo foi realizado analises
de crescimento celular de S. ruberrimus nas
temperaturas de 20, 23, 26 e 29°C em 180 rpm
e posteriormente extracédo de carotenoides para
a quantificacdo de carotenoides totais. Neste
trabalho, ap6s o crescimento da biomassa no
intervalo de quatro dias, a lise mecanica foi feita
porpérolasdevidroeaextragcdodoscarotenoides
foi realizada com acetona e hexano (9:1) e
mensurada em espectrofotdmetro entre 330 e
550 nm. A glicose esterilizada separadamente
e depois incorporada produziu mais biomassa
enquanto a esterilizada junto produziu maior
quantidade de pigmentos, mantendo agitacéo
em 180 rpm e temperatura em 27°C. Dentre
as quatro temperaturas testadas (20, 23, 26
e 29°C), a temperatura de 23°C teve a maior
absorbéancia na quantificacdo de pigmentos o
que indica possivelmente uma maior producéo

Capitulo 14




da torularodina.
PALAVRAS-CHAVE: Torularodina, Sporobolomyces ruberrimus, Carotenoides.

ABSTRACT: Carotenoids are biomolecules that can be produced by many
microorganisms and plants. They protect cells from oxidative reactions and free radicals
that can be toxic to human organism. The yeast Sporobolomyces ruberrimus is able
to produce some pigments like: B-carotene (orange-colored), torulene (yellow-colored)
and tolurarhodin (red-colored). The tests were made in 500 mL Erlemeyer flasks
containing 150 mL of optimized media and 10% inoculum rate of the yeast. The first
chapter was to analyze the influence of availableness of glucose: one solution (20%p/v)
sterilized apart from the other nutrients and one sterilized with the other nutrients, at
180 rpm and 28°C. The second chapter was to study the influence of temperature (20,
23, 26, 29°C) in cell grown and production of torularhodin, cultures were grown at 180
rpm in a shaker incubator for four days. After four days of incubation, the mechanical
lysis were made using glass beads and pigment extraction were made using acetone
and hexane (at 9:1) and posterior reading in spectrophotometer between 330 and 550
nm. The glucose sterilized apart from other media components had better biomass
production, but the glucose sterilized with the media had better pigments production in
a temperature of 27°C. For the four temperatures that were studied, 23°C had the best
absorbance results for torularhodin, with can be understood as a better production of
this carotenoid.

KEYWORDS: Torularhodin, Sporobolomyces ruberrimus, Carotenoids

11 INTRODUCAO

O corpo, de maneira natural e por influéncia do ambiente que o cerca, produz
radicais livres e substancias oxidantes que acabam sendo tdxicos para as células, uma
vez que provocam reacoes indesejadas. Por conta disto, o nUmero de pesquisas que
buscam encontrar compostos antioxidantes esta crescendo em um ambito mundial
(CARDOSO et al., 2016).

Uma classe de antioxidantes conhecidos sao os carotenoides, que sao utilizados
como corantes naturais de alimentos, na suplementagcédo nutricional, na industria de
cosméticos e em alguns percursores de vitaminas e horménios (CARDOSO et al.,
2016). Os carotenoides sao mais conhecidos por apresentarem cores, que vao desde
o amarelo até o vermelho, cuja estrutura quimica é composta de tetraterpenos e
ligagcbes poli insaturadas, sendo os mais populares o 3-caroteno, licopeno e a luteina,
embora existam muitos outros.

Algumas espécies de leveduras sdo capazes de sintetizar pigmentos, como o
B-caroteno, toruleno e a torularodina, os quais sao responsaveis, respectivamente,
pelas coloragbes amarelada, alaranjada e avermelhada. Devido a pigmentacéo
apresentada quando sao cultivadas, estas leveduras sdo denominadas Leveduras
Vermelhas, tendo como representantes os géneros Rhodotorula e Sporobolomyces
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(PENNACCHI, 2013; ZOZ et al., 2015).

A torularodina, em especial, apresenta uma atividade antioxidante e ajuda a
estabilizar a membrana da levedura em condicOes de estresse. Essa atividade protege
organismos dos danos causados pela luz e pelo oxigénio. O pigmento vermelho
atua como precursor da vitamina A e de hormoénios, além de possuir capacidade
antienvelhecimento e antioxidante em humanos (Zoz et al., 2015).

A Sporobolomyces ruberrimus e seu pigmento torularodina s&o o foco do presente
trabalho. Sabe-se que muitos parémetros influenciam na produgcéo do pigmento e
deseja-se conhecer melhor a influéncia da disponibilidade de agucar e da temperatura
na producéo deste pigmento avermelhado. Uma vez descoberta a influéncia destes
parametros, sera possivel otimizar a producéo do carotenoide na levedura em questéo.
Assim, no futuro, podera se pensar num aumento de escala para a produgcao deste
carotenoide e quem sabe substituir o uso de pigmentos sintéticos.

2 | REVISAO BIBLIOGRAFICA

Nos ultimos tempos ha uma crescente cobranga de que produtos comercializados
venham de fontes orgéanicas, por isso o estudo dos carotenoides vem ganhando
destaque industrial devido a inumeras vantagens para a fabrica¢ao de corantes naturais
(ALBUQUERQUE, 2015; AKSU Z.; EREN AT, 2005). A levedura vermelha, assim
chamada a levedura Sporobolomyces ruberrimus foi nomeada devido a capacidade de
sintetizar carotenoides, tais como, (B-caroteno, toruleno, y-caroteno e principalmente
torularodina. A levedura mencionada apresenta coloragdes que véo de tonalidades
do amarelo até o vermelho, importante motivo de interesse comercial para substituir
métodos existentes de coloracéo (VALDUGA, E., 2009).

Além do interesse industrial para a busca de fontes organicas dos corantes,
estudos apontam que os carotenoides atuam na prevencao de doencas degenerativas,
como acéao protetora contra o céancer, inibicdo da proliferagcao celular, aumento da
diferenciagao celular via resinoides, estimulacédo da comunicacéo entre as células e
aumento darespostaimune (KRINSKY, 1994; MALDONADO et al.,2008; RODRIGUEZ-
AMAYA, 2010), a levedura possui também a vantagem de que independe de fatores
ambientais para sua producdo, ndo necessita grande espaco de producédo e as
condi¢cdes do meio de cultivo e pH sao facilmente controlados (BUZZINI et al., 2005).

Para sua producéo, a levedura Sporobolomyces ruberrimus, possui melhor
performance quando estd em sua temperatura ideal, no presente projeto, teve seu
maior alcance em 23°C, quando foi possivel quantificar um maior nUmero de pigmentos.
A S. ruberrimus foi estudada recentemente, quando se notou a predominancia de
torularodina, e a pequena quantidade de B-caroteno (RAZAVI e MARC, 2006), e entre
as leveduras do filo Basidiomycota, leveduras vermelhas, a Sporobolomyces apresenta
bons resultados para a producéo do caroteno de interesse, a torularodina.
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31 METODOLOGIA

Inicialmente, o projeto foi separado em dois capitulos, sendo eles: o comparativo
entre a disponibilidade de glicose e 0 comparativo entre as temperaturas.

O primeiro capitulo diz respeito a influéncia da disponibilidade de glicose. Para tal,
utilizou-se como base os procedimentos do trabalho de Cardoso et al., (2008). O meio
de cultivo utilizado para os experimentos foi descrito neste artigo e sua composicéao
esta demonstrada na Tabela 1, sendo adaptado e otimizado para um volume final de
150 mL.

Reagentes Concentracao (g/L)
Glicose 32,5
Extrato de Levedura 1
Peptona 0,5
(NH,).,SO, 20
MgSO, 1,5
NaH, PO, 2

Tabela 1 — Composi¢éo do meio otimizado para cultivo de leveduras.

O objetivo do primeiro capitulo € preparar o meio de cultura, tendo como
diferenca a incorporagéo da glicose, esterilizando-a junto com o meio de cultura, ou
adicionando-a depois, de modo a obter a mesma concentracao final de glicose nas
duas abordagens.

Os ensaios foram feitos em triplicatas, com a finalidade minimizar o erro, e os
meios foram preparados em frascos Erlenmeyer de 500 mL estéreis, contendo 150 mL
finais de meio de cultura e inoculados até as 18 horas do dia 0.

Os frascos devidamente identificados foram transferidos para um shaker e 0s
parametros de cultivo foram: agitacéo de 160 rpm e temperatura de 28°C. Apéds incubar
overnight, no dia seguinte (dia 1), amostras de 2,5 mL foram coletadas e transferidas
para tubos plasticos de 1,5 mL, previamente identificados. A retirada deste volume
de amostras foi diaria, sempre no mesmo horario, até o término do dia 4. Todas as
amostras foram armazenadas a -18°C.

No caso da glicose esterilizada juntamente com o meio, se preparou a solugcao
com as quantidades apresentadas na Tabela 1 (inclusive a glicose) em 135 mL,
se esterilizou esta solucdo em autoclave e no momento de iniciar o cultivo foram
adicionados 15 mL do in6culo de Sporobolomyces (10% do volume total) em cabine
de fluxo laminar. No meio com glicose esterilizada separadamente, num primeiro
momento se preparou uma solugcéo estoque de glicose 20% (p/v) e se esterilizou em
autoclave. Preparou-se entdo o meio com as mesmas quantidades de sais e o volume
final para esterilizar foi 111 mL. ApOs a esterilizacdo e no momento de iniciar o cultivo,
adicionou-se 24 mL da solugcéo estoque de glicose e 0 mesmo volume de in6culo de
Sporobolomyces, ambas as etapas em cabine de fluxo laminar.
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Para se avaliar os resultados, foram escolhidas duas analises. A primeira seria
realizar a leitura em espectrofotdmetro (Shimadzu Uv1601) em densidade Optica de
600 nm para avaliar o crescimento diario das leveduras. Uma vez que se tivesse a
densidade Optica, seria interessante realizar uma curva padrao de biomassa para que
as densidades pudessem ser convertidas em biomassa gerada ao longo dos dias
de cultivo. A segunda anélise é a producdo do pigmento torularodina. Para isto é
necessario realizar uma extracéo dos carotenoides totais da levedura e analisar qual
a proporcéo de cada um, tendo em vista que a Sporobolomyces produz (3-caroteno
(amarelo), toruleno (laranja) e torularodina (vermelho) (Cardoso et al., 2008).

Para realizagdo da curva de biomassa, foram pesados trés filtros com poro de
0,45 um e colocados para secar em estufa a 80°C por 24 horas, para eliminar o excesso
de agua e qualquer outra substancia que possa interferir na pesagem e/ou filtragem.
Apos esse tempo, os filtros foram colocados em dessecador por mais 24 horas a fim
de retornarem a temperatura ambiente, sem nova absorcdo de agua, e depois foram
pesados.

Logo em seguida, adicionou-se 5 mL de uma cultura da levedura crescida em
condicoes ideais (27°C, 180 rpm, meio de cultivo otimizado). Apds adicao do mesmo
volume em cada filtro, realizou-se uma filtracdo forcada com bomba de vacuo e,
depois, os filtros contendo a biomassa passaram novamente pelo mesmo processo
de secagem em estufa. Posteriormente, foram feitas diferentes diluicdes para obter a
curva de crescimento das leveduras em relagdo com a densidade Optica em 600 nm
(DOGOOnm)'

Utilizando a modelagem matematica do trabalho de Cardoso et al., (2008),
preparou-se uma curva de concentracao celular em diferentes diluicbes em relacéo a
absorbéancia a 600nm. As diluicbes para realiza¢do da curva padréo de biomassa foram
feitas com uma solucéo de meio contendo as leveduras crescidas e agua destilada,
em um béquer de 100 mL, comec¢ando com uma diluicdo de 1:2 e prosseguindo em
diluicbes seriadas até chegar a 1:256. Uma vez lido os valores em espectrofotémetro,
a curva padrao foi construida.

Para garantir melhores resultados, partiu-se de duas culturas crescidas em meio
liquido, sendo feita a transferéncia e estriamento em placas de Petri. De cada cultura
foram feitas duas placas, sendo que o meio soélido utilizado era especifico para o
crescimento da levedura. As placas foram estriadas e incubadas em estufa a 28°C
durante sete dias.

A partir destas placas, foram feitos ensaios com frascos Erlenmeyer de 10 mL,
inicialmente, e, aumentando o volume gradativamente, para adquirir biomassa para
ser utilizada até o fim deste projeto. Assim que se obteve biomassa suficiente para
recomecar os ensaios, foram feitos seis frascos de 500 mL novamente repetindo o
protocolo de cultivo e comparando a disponibilidade de glicose mais uma vez para se
ter certeza dos resultados.

Para a lise celular das leveduras ap6s o cultivo visando liberar os pigmentos
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intracelulares, tubos de ensaios com tampa contendo foram preparados e preenchidos
com 3 mL de amostra, sendo 1 mL proveniente de cada uma das triplicatas. Este
procedimento foi adotado para se ter material suficiente para realizar a extracéo e ao
mesmo tempo calcular a média da producéo de carotenoides pelas leveduras. Com a
amostra misturada das triplicatas foram feitas duas lavagens do meio de cultivo com
solucéo fisiolégica (0,9% NaCl) intercalado por centrifugacdo por 10 minutos a 4.000
rpm (Fisotom Centrifuge TDL80-2B).

Ao final desse processo, sao pesadas 0,516 g de pérolas de vidro e adicionadas
ao tubo junto com uma mistura de 1,8 mL de acetona e 0,2 mL de hexano (9:1 v/v)
e levados ao vértex por 10 minutos. Este processo serve para lisar a parede celular
presente em Sporobolomyces ruberrimus. Apos a lise, foi realizada nova centrifugacéo
nas mesmas condi¢cdes e 0 sobrenadante foi transferindo para um bal&ao de vidro.

Para retirar os solventes, foi utilizado o rotaevaporador (Fisotom) acoplado com
uma bomba de vacuo e banho-maria a 62°C para acelerar o processo de evaporacao.
Em seguida, foi adicionado 2 mL de éter de petréleo para diluir os carotenoides e
colocados em cubetas de vidro de 1 mL para ser medido por espectrofotometria em
uma faixa de 360 a 550 nm.

4 1| RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Obtencao da Curva de Biomassa

A curva de biomassa foi calculada com os filtros secos filtrando 5 mL de meio
de cultivo com as leveduras, e lavados com 10 mL de soro fisioldgico. Com isso,
chegamos a Tabela 2.

Massa do filtro seco | Massa do filtro com leveduras
Filtro 1 0,074 g 0,085 g
Filtro 2 0,076 g 0,086 g
Filtro 3 0,071 g 0,084 g

Tabela 2 - Relac&o entre massa dos filtros secos e filtros com leveduras.

Em seguida, foram filtradas diluicbes diferentes de meio de cultivo com soro
fisioldgico (0,9% NaCl) e medidos por espectrofotometria a 600 nm, com os resultados
apresentados na Tabela 3.

Dilui¢ao (x) DO, corrigida (Y)
1/2 1,738
1/4 1,219
1/8 0,72
1/16 0,376
1/32 0,195
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1/64 0,097
1/128 0,046
1/256 0,021

Tabela 3 — valores de absorbéancia obtidos em fungéo da diluicdo.

Usando os valores obtidos na Tabela 3 se obtém o grafico representado na
Flguraelular em relagdo com a absorbancia a 600 nm, como mostra a Figura 1. O
coeficiente de correlacéo foi de 0,9909, o que indica uma boa curva para ser utilizada
no célculo de biomassa.

Concentracao celular x DOg,

~ 025 y = 0.4649x - 0.0072
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Figura 1 - Gréfico de crescimento da concentragéo celular em diferentes diluicbes.

A partir dos valores obtidos na Figura 1 se chegou nas Equacdes 1 e 2. AEquacao
1 envolve a absor¢cao a 600 nm (Abs) e a diluicdo (x), enquanto a Equacgao 2 envolve
a concentracdo de células [g/L] e a absorbancia corrigida.
Abs = 5,8359 * x (R2 = 0,9988) (1)
C = 0,465 %Y — 0,0072 (2)

4.2 Comparativo de Disponibilidade de Glicose

Com o repique das leveduras em placas de Petri, obteve-se a Figura 2, apds
deixar em estufa a 28°C durante sete dias corridos.
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Figura 2 - placas repicadas e incubadas por 7 dias

A partir dessas placas, utilizamos uma para crescimento de biomassa em
Erlenmeyers de 10 mL, continuando até 150 mL. Com isso, foi feito um novo estudo
sobre a disponibilidade da glicose, como mostra a Figura 3, feita em shaker com
agitacao de 180 rpm e temperatura de 27°C.

Figura 3 - Meios de cultivo ao final do ensaio no dia 4.

Com a Figura 3, pbde-se observar que ambas cresceram, porém, a reacao
de Maillard exerce influéncia na cor e dificulta uma analise visual do crescimento. A
densidade 6tica a 600 nm, por medir a turbidez em relagcado ao branco, ajuda a ver o
crescimento em termos de difragéo de luz e avaliar ambos os casos.

Para finalizar o primeiro capitulo do Projeto, foi realizada a extracéo dos pigmentos
intracelulares. Com os experimentos de cultivo comparando os dois tipos de glicose,
conseguimos obter um grafico comparativo entre a glicose esterilizada separadamente
do meio e a glicose esterilizada junto ao meio de cultivo, chegando, assim, na Figura 4.

Alicerces e Adversidades das Ciéncias da Saude no Brasil Capitulo 14



Comparativo Esterilizada Separada x Junto
14

12
——Glicose esterilizada separada

10

g ~——(Glicose esterilizado junto

DO600NnMm corrigida
(=]

0 1 2 3 4
Tempo (dias)

Figura 4 — Comparativo entre os crescimentos celulares ao longo dos dias dependendo do tipo
de glicose utilizado.

Um dos fatores que podem ter influenciado no crescimento das leveduras com a
glicose autoclavada junto ao meio pode ser a reacéo de Maillard, uma vez que estudos
mostram que ha uma dificuldade para que a levedura consuma a glicose e cresca,
interferindo diretamente na disponibilidade da glicose.

A reacao ocorre em trés etapas, nas quais tem-se uma cascata de reacoes, tais
como desidratacdo, enolizacdo, retroaldolizagdo, fragmentacdo e polimerizacao da
reacao entre proteinas e agucares redutores (glicose no caso deste estudo), formando
compostos estaveis e com peso molecular alto (NURSTEN H., 2005). Desta forma,
parte do agucar fica complexado com proteinas e se torna mais dificil de ser absorvido
pela levedura, quando comparado com 0 meio onde o agucar nao sofreu reagcao de
Maillard.

N&ao ha estudos que comprovem que a reacéo de Maillard, realmente, interfira no
crescimento de leveduras, porém sabe-se que essa pode influenciar na estabilidade
de moléculas, assim como, quelacdo de metais (ex: magnésio) (YILMAZ & TOLEDO,
2005). Além disso, estudos mostram que essa reacéo pode levar células a produzirem
substancias que podem ser antiproliferativas e incrementar a producao de antioxidantes
(MORALES & JIMENEZ-PEREZ, 2001; LERTITTIKUL et al., 2007)

Ao final do célculo da curva de crescimento, foi feita a extragdo de carotenoides
intracelulares dos dois cultivos. Para isso, foi utilizado o procedimento ja descrito
na Metodologia, obtendo-se a Figura 5. Mostrou-se que 0 meio contendo a glicose
esterilizada junto apresentou uma menor producao de biomassa, porém essa biomassa
produziu maior quantidade de pigmentos intracelulares.
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Figura 5 — Demonstra que a producéo de carotenoides pelo meio de cultivo com glicose
esterilizada junto apresenta uma maior producéo de pigmentos. O dia 0 foi descartado devido
sua produgao nao significativa

A glicose esterilizada junto apresenta uma coloracao diferente pelo processo de
caramelizacdo e um crescimento celular um pouco menor. Mas como o paradmetro mais
importante dentro do primeiro capitulo era a produgcéo de pigmentos, especialmente
torularodina, se escolheu a glicose esterilizada conjuntamente com o meio de cultura
como melhor resultado, uma vez que ela foi superior na producéo de carotenoides.

4.3 Comparativo de Temperaturas

O segundo capitulo foi focado em determinar a melhor temperatura para producéo
de carotenos. Desta forma, foi utilizado shaker horizontal com controle de rotagdes e
qguatro temperaturas foram escolhidas (20, 23, 26 e 29°C) para investigar a eficiéncia
deste processo.

Nestes ensaios, aproveitou-se o resultado obtido no primeiro capitulo, ou seja, o
meio de cultura testado em varias temperaturas teve glicose esterilizada junto ao meio,
além de manter fixa a rotacdo em 180 rpm, de forma a comparar apenas a temperatura.
O resumo dos valores obtidos nas diferentes temperaturas estd mostrado na Figura 6.
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Figura 6 - Comparativo entre as temperaturas na extracdo de pigmentos.

Todos os valores utilizados na Figura 6 estdo relacionados com a absorbéncia,
ainda nao convertidos em quantidade total de carotenoides produzidos pelas células.
Mesmo assim, como todos os cultivos em diferentes temperaturas foram realizados
de forma padronizada, € possivel utilizar o valor de absorbancia como uma forma
de identificar a melhor temperatura para a levedura. Analisando esta Figura pode-se
concluir que atemperatura ideal para a producao de carotenoides pela Sporobolomyces
ruberrimus é de 23°C.

51 CONCLUSAO

Com o desenvolvimento dos ensaios, tem-se que a solugéo de glicose 20% se
mostrou, a melhor para a producéo de biomassa de Sporobolomyces ruberrimus.
Porém, o meio contendo glicose esterilizada junto, mostrou-se mais efetivo para a
producéo de carotenoides.

Assim, com base em ensaios empiricos e na literatura, mostrou-se que a reacéo
de Maillard leva a levedura a uma condicédo de estresse, produzindo, assim, uma
quantidade de pigmentagcao maior se comparado com o meio contendo solugéo de
glicose 20%. Isto implica que a reacé&o de Maillard exerce uma influéncia na producéao
de carotenoides, mas esta influéncia aparentemente é benéfica para a producao de
carotenoides, 0 que faz com que possa se pensar em testes em escala maior para
analisar este beneficio.

Com base nos testes feitos, em relacdo a temperatura e seus efeitos na produgéo
de carotenoides, pode-se afirmar que a temperatura exerce influéncia na produgao de
torularodina. Isso vem de acordo com a literatura, a qual mostra que quanto menor
a temperatura, menor a taxa de metabolismo das células (CARNECKA, 2009)., com
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isso, menor a producéo do produto desejado.

Além disso, é possivel notar que existe um limite superior para esta temperatura
também, pois com 30°C a producéo ficou abaixo do esperado também. Os ensaios
serviram para comprovar que 0s organismos possuem uma faixa 6tima de trabalho e
que temperaturas muito acima ou muito abaixo desta faixa ndo trardo beneficios em
termos de produtividade de carotenoides e produc¢do de biomassa.

Conclui-se que através dos experimentos, a temperatura ideal para a producéo
de torularodina é de 23°C, com o0 meio otimizado de acordo com a literatura de Cardoso
et al.

Como uma perspectiva futura, seria interessante avaliar dentro da faixa 6tima,
qual temperatura especificamente produziria mais carotenoides. Para tal, seria mais
interessante utilizar um equipamento automatizado para realizar os cultivos, como um
biorreator, para que o controle de parametros presente possa ajudar a identificar qual
€ a melhor temperatura para producgao.

Outro aspecto que pode ser explorado é a purificagcdo de torularodina dentre os
pigmentos produzidos pela levedura, de forma a quantifica-lo de forma mais precisa e
assim conseguir obter resultados mais precisos sobre a produtividade.
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