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RESUMO

Alguns microrganismos possuem a capacidade de produzir pigmentos naturais denominados
carotenoides. Entre esses microrganismos, destacam-se as leveduras, que despertam
grande interesse biotecnoldgico devido a sua facilidade de crescimento, resultando em um
excelente custo-beneficio. Além disso, tem sido observado o uso de residuos industriais,
como a casca de maracuja-amarelo (Passiflora edulis), como substrato para o crescimento
desses microrganismos. As leveduras do género Rhodotorula, s&do produtoras de
carotenoides ,em particular as espécies Rhodotorula Minuta e Rhodotorula Muscilaginosa,
foram utilizadas neste estudo. As atividades bioldgicas,tanto antimicrobiana quanto
citotoxica,dos pigmentos produzidos foram investigadas. A atividade antimicrobiana foi
avaliada por meio da determinacao da concentracao inibitéria minima (MIC) e concentracao
bactericida minima (MBC) contra Staphylococcus aureus ATCC 29213, Pseudomonas
aeruginosa ATCC 27853, Klebsiella pneumoniae e Escherichia coli. O efeito citotoxico foi
testado contra linhagens de células tumorais HCT116,HepG2, B16-F10 e MRC-5. Observou-
se que o pigmento da R.minuta apresentou acao bactericida contra Staphylococcus aureus
ATCC 29213, enquanto o pigmento produzido pela R.mucilaginosa apresentou efeito
bactericida contra Staphylococcus aureus ATCC 29213 e bactericida e bacteriostatico contra
Klebsiella pneumoniae. N&o identificando efeito citotdxico contra células tumorais.
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PRODUCTION OF PIGMENTS FROM SUBMERGED FERMENTATION OF
RHODOTORULA SP, USING YELLOW PASSION SHELL AS SUBSTRATE

ABSTRACT

Some microorganisms have the capacity to produce natural pigments known as carotenoids.
Among these microorganisms, yeast stands out, arousing significant biotechnological interest
due to its ease of growth, resulting in excellent cost-effectiveness. Furthermore, the use of
industrial waste, such as the peel of yellow passion fruit (Passiflora edulis), has been
observed as a substrate for the growth of these microorganisms. Yeasts of the Rhodotorula
genus, particularly the species Rhodotorula Minuta and Rhodotorula Muscilaginosa, were
utilized in this study. The biological activities, both antimicrobial and cytotoxic, of the produced
pigments were investigated. Antimicrobial activity was assessed by determining the minimum
inhibitory concentration (MIC) and minimum bactericidal concentration (MBC) against
Staphylococcus aureus ATCC 29213, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Klebsiella
pneumoniae, and Escherichia coli. The cytotoxic effect was tested against tumor cell lines
HCT116, HepG2, B16-F10, and MRC-5. It was observed that the pigment from R. minuta
exhibited bactericidal action against Staphylococcus aureus ATCC 29213, whereas the
pigment produced by R. mucilaginosa showed bactericidal effects against Staphylococcus
aureus ATCC 29213 and was both bactericidal and bacteriostatic against Klebsiella
pneumoniae. No cytotoxic effect was identified against tumor cells.
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INTRODUCAO

Os corantes artificiais por serem considerados mais resistentes ao processamento € a
pigmentacdo vem sendo muito utilizados pelas industrias,mas o desenvolvimento de indicios
prejudiciais a saude como toxicidades, hiperatividade , alergias e canceres traz preocupacoes
aos especialistas (Pereira et al., 2017).Segundo Shahid et al.(2013),0s pigmentos naturais
vém se sobressaindo,pois proporcionam beneficios a salde e minimizam o efeito ambiental
negativo dos corantes sintéticos.

Os carotenoides fazem parte do grupo de corantes naturais,responsaveis pelas cores
amarelo,laranja e vermelho de muitos produtos.Sdo compostos lipossollveis presentes em
animais,plantas e microrganismos (Lavecchia et al., 2013; Aruselvi et al., 2014).As leveduras
do género Rhodotorula sao o6timas produtoras de tipos de carotenoides.Por isso ,essas
leveduras tém chamado atencédo da industria devido as facilidades de cultivo relacionadas ao
potencial crescimento de sua biomassa em substratos de baixo custo, como residuos
agroindustriais (Silva et al.,2021).0 Brasil destaca-se como um dos maiores produtores de
maracuja do mundo e 95% deste produto € destinado as industrias de sucos que geram muitos
residuos de cascas do fruto (Cavalcante & Melo,2019).

Como antioxidantes,esses compostos possuem mecanismo de agao para neutralizar os
efeitos de espécies reativas de oxigénio,que causam danos as proteinas, lipidios,DNA e RNA
(Mesquita et all,2017).Portanto,doengas como:catarata,esclerose,podem ser prevenidas.
Nesse contexto,objetivou-se realizar a investigacao dasatividades biolégicas (antimicrobiana
e citotoxicidade) de pigmentos obtidos através de R. minuta URM 5197 e R. mucilaginosa
URM 7409, utilizando a casca de maracuja- amarelo(Passiflora edulis),como substrato, para

crescimento dos microrganismos.

MATERIAL E METODOS

Foram uitlizadas leveduras da Cole¢ao de Cultura de Microrganismos da Universidade
Federalde Pernambuco - Micoteca URM - UFPE.Cultivadas com meio de cultivo Yeast Malt,
transferido para o meio de cultura com casca de maracuja - amarelo(Passiflora edulis) em
agua destilada estéril.Ficando nessas condi¢des por 5 dias para a produc¢ao do pigmento.Na
extracao,o liquido obtido da filtragado foi centrifugado,o sobrenadante desprezado,adicionou-
se agua destilada,agitou-se em vortex e centrifugou-se.O sobrenadante desprezado,sobrando
o “pellet”.Adicionou-se o DMSO,agitando no vortex,seguido do banho-maria.Posteriormente
centrifugada,sobrenadante retirado e armazenado em tubos.Colocou-se acetona,repetindo o
processo.Por fim,as fracdes de acetona e DMSO foram unidas,com éter de petréleo e solugao
de NaCl.A fase coletada e armazenada,ficando em temperatura ambiente até a evaporagao
e obtencdo do extrato.Para determinacdo da Atividade Antimicrobiana,utilizou-se cepas
bacterianas de:Staphylococcus aureus ATCC 29213, Pseudomonas aeruginosa ATCC

27853 ,Klebsiella pneumoniae e Escherichia coli.A atividade antibacteriana das amostras de



pigmento determinada pela concentragao inibitéria minima (MIC) e a concentragao bactericida
minima (MBC).As bactérias foram expandidas em caldo cérebro coracéo (BHI).A suspenséo
de bactérias foi diluida em caldo BHI estéril, até uma absorbancia.lncubadas com uma
solucdo do extrato de pigmento.As bactérias foram plaqueadas.Utilizando um controle
negativo ,foi empregado para dissolver o pigmento.O MBC observou-se a menor
concentracdo de cada amostra sem crescimento visivel de colénias em placas de
agar.Posteriormente foi feito o Ensaio Antiproliferativo.Os efeitos antiproliferativos foram
determinados nas linhagens de células HCT116,HepG2,B16- F10 e MRC.No Ensaio de
citotoxicidade,avaliou-se a citotoxicidade dos pigmentos,realizando o ensaio do alamar blue.O

calculo da porcentagem feito com programa Prismaverséao 5.0.
RESULTADOS E DISCUSSAO

A atividade antimicrobiana dos pigmentos das duas leveduras foram determinadas por
ensaios de microdiluicdo,a Concentracdo Inibitéria Minima (MIC) e a Concentragdo
Bactericida Minima (MBC) mostradas na (Tabela 1).0 extrato da R.minuta URM 5197 mostrou
atividade moderada contra a cepa de Klebsiella pneumoniae.Com Staphylococcus aureus
apresentou atividade fraca e Pseudomonas aeruginosa e Escherichia coli ndo apresentou
atividade.O MIC para o extrato da R.mucilaginosa URM 7409,teve atividade moderada contra
Escherichia coli,com Klebsiella pneumoniae e Staphylococcus aureus apresentou atividade
moderada,para a Pseudomonas aeruginosa nao apresentou atividade.Segundo Faria (2012)
quando a razdo MBC/MIC considerando qualquer composto, esta entre 1:1 e 2:1 essa
substancia pode ser bactericida,se essa relacdo for maior ou igual 2:1 pode ser
bacteriostatico.O extrato da R.minuta apresentou propor¢do de 1:1 caracteristica de
antibacteriano e agao bactericida nas cepas de Staphylococcus aureus.Ja o pigmento da
R.mucilaginosa mostrou a propor¢ao de 1:1 para Staphylococcus aureus demonstrando agao
bactericida e 2:1 para Klebsiella pneumoniae indicando a¢ao bactericida e bacteriostatica para
essa cepa.O melhor perfil antimicrobiano dos pigmentos das leveduras € verificado quando
sdo testados contra cepas de bactérias gram-positivas,devido a essas bactérias possuirem
lipopolissacarideos na parede celular e isso impediria o influxo desses compostos ativos para
a membrana citoplasmatica das bactérias (McKeegan et al.,, 2002).Nesse estudo foi
identificado potencial bacteriostatico e bactericida contra bactérias gram-negativas e
bactericida para bactéria gram-positiva em menores concentragdes,indicando uma possivel
acao antimicrobiana dos pigmentos obtida em pequenas concentracdes.

Quanto a atividade citotéxica dos pigmentos em linhagens de células tumorais versus nao
tumorais,a tabela 2 demonstra os dados de 1Cs0 obtidos.Os pigmentos produzidos pelas suas
espécies nao apresentaram atividade citotoxica promissora nas concentragdes
estudadas,contra células normais e tumorais.O género Rhodotorula é conhecido por produzir

diferentes carotenoides,dentre eles: [B-caroteno, toruleno e torularodina (Moliné et al.,



2012),esses dois ultimos sao conhecidos pelas propriedades anticancerigenas (Kot et al.,
2018).E provavel que na amostra do pigmento, as proporgdes desses carotenoides tenham

sido menores e isso tenha afetado o resultado.
CONCLUSAO

Conclui-se que os pigmentos produzidos por microrganismos podem apresentar
composicoes diferentes e isso pode impactar e interferir nas atividades biolégicas. Esse
estudo confirmatal fato ,pois através da realizacdo de diferentes testes ,notou-se que o
pigmento produzido por leveduras do mesmo género, mas de espécies diferentes nas

mesmas condi¢des de cultivo vao apresentar diferentes atividades bioldgicas.
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Cepas Bacterianas

aureus ATCC 29213

PRMI(png/mL) PRMU(pg/mL)
MIC MBC MIC MBC
Klebsiella 100 >1000 500 1000
pneumoniae
Pseudomonas >1000 >1000 >1000 >1000
aeruginosa ATCC
27853
Escherichia coli >1000 >1000 250 1000
Staphylococcus 1000 1000 500 500

Amostras HCT116 HepG2 B16-F10 MRC-5
PRMI 38,75 34,57 33,96 33,52
2411-4530 1 2961-4035| 2998- 2157 -
38,46 40,75
PRMU =50 =50 =50 =50
DOX 0,06 0,04 0,05 1,39
0,03-012 | 002-006 | 004-006 118-165

TABELA 1: Concentracéo Inibitéria Minima (MIC)
e Concentragdo Bactericida Minima (MBC) para

TABELA 2: Valores de ICs para a
atividade citotoxica em linhagens de células




