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ABSTRACT

A method for extraction and HPLC separation of carotenoids from five

Rhodotorula strains, R. glutinis, R. minuta, R. araucaríae e R. lactosa and R. rubra,

was developed. The mechanical disruption of the yeast call wall, with fine treated

sand, showed to be more efficient than the chemical disruption with

dimethylsulfoxide. The carotenoids were separated and quantified on a C18

Novapack column with acetonitrile/methanol (0.1% triethylamine)/ethyl acetate

(75:15:1O) as mobile phase, at flow rate of 1.0 mUmin. In ali strains, the major

carotenoids found were torularhodin, torulene, y-carotene and {3-carotene, other

minor carotenoids were tentatively identified .as3',4'-dideidro-{3,\!f-caroten-16-ol, ç-

carotêne, {3-zeacarotene,neurosporene, and phytoene.

INTRODUÇÃO

Os carotenóides compõem um grupo de pigmentos naturais amplamente

distribuídos na natureza com grande diversidade de estruturas e funções. Estes

compostos têm sido utilizados amplamente como corantes, nas indústrias de

alimentos, farmacêutica e cosmética.

O interesse por carotenóides tem aumentado nos últimos anos devido à

sua comprovada atividade de vitamina A e pela evidência de suas outras

propriedades biológicas, tais como imunomoduladores, prevenção da

degeneração macular e doenças cardiovasculares. e anticarcinogênicos 1. Além

disso, o mercado de corantes naturais tem se mostrado bastante promissor,

devido a tendência em se evitar alimentos que contenham aditivos artificiais. Os

carotenóides também são utilizados como fonte de pigmentação de peixes e

crustáceos, sendo que este é, atualmente, o setor agrícola de maior

cresciment02,3.
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Existem vários fatores que dificultam a obtenção de dados confiáveis

sobre a composição quali- e quantitativa de carotenóides. Por apresentarem um

longosistemade ligaçõesduplas conjugadascom elétrons 1t deslocalizados,os

carotenóides são altamente reativos e conseqüentemente instáveis. Além disso,

um número variado de carotenóides com estruturas muito diferentes podem ser

encontrados em um único microrganismo. Devido a estas razões, a análise

cromatográficadestetipo de amostraé consideradabastantecomplexa4.

A cromatografia líquida de alta eficiência (CLAE) tem se mostrado o

método de escolha para separação e quantificação de carotenóides. Entretanto,

uma das dificuldades neste tipo de análise é que o detector de UV-visível

responde diferencialmente para cada composto, havendo a necessidade de

construir curvas padrão para os principais carotenóides. Como existem poucos

padrões de carotenóides disponíveis comercialmente, não são raros os trabalhos

que determinaram o teor de carotenóides apenas a partir de medida

espectrofotométricado extratototal de linhagensde Rhodotorula5, 6,7,8,9.

A separação dos carotenóides utilizando cromatografia em coluna aberta

seguida de quantificação pelos espectros na região do visível foram utilizados em

alguns trabalhos 10, 11, 12, Alguns estudos mais recentes com carotenóidesde

Rhodotorula além de estimar o total de carotenóides espectrofotometricamente,

determinam as porcentagens relativas dos principais pigmentos por CLAE 13, 14, 15,

16. São raros os trabalhos onde os principais carotenóides destas leveduras são

determinados por CLAE através de padronização externa 17.

Outra dificuldade encontrada é devido ao fato dos carotenóides nos

microrganismos estarem localizados intracelularmente, requisitando o isolamento

da biomassa celular para extração dos pigmentos por solventes orgânicos. A

rigidez da parede celular de leveduras limita a extratibilidade dos carotenóides,

sendo necessários métodos mecânicos 13,18,19, químicos 20 ou enzimáticos 21,22

para recuperação dos carotenóides.
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Os objetivos deste trabalho foram o desenvolvimento e a avaliação de um

método analítico para a determinação da composição de carotenóides, por CLAE,

de leveduras do gênero Rhodotorula. O método desenvolvido foi utilizado para

determinar a composição de carotenóides de cinco linhagens deste gênero.

MATERIAIS E MÉTODOS

Manutenção das linhagens de microrganismos

As linhagens da levedura Rhodotorula glutinis (CCT 2186), R minuta

(CCT 2187), R araucariae (CCT 2123) e R lactosa (CCT 2057) foram gentilmente

cedidas pela Fundação Tropical de Pesquisas "André Tosello". A linhagem de R

(ubra foi obtida da coleção do Laboratório de Toxinas Microbianas da Faculdade

de Engenharia de Alimentos, UNICAMP. Todas as cepas foram mantidas por

repiques mensais em meios inclinados em tubos de ensaio contendo meio YM

(Difco).

Condições de cultivo

Para preparação do inoculo, frascos Erlenmeyer de 500 ml, contendo 50

ml meio líquido YM, inoculados com uma alçada das culturas em meio sólido,

foram incubados a 150 rpm sob temperatura de 28°C durante 24 h.

Para cada linhagem em estudo, frascos Erlenmeyer de 1000 rol, contendo

100 mL de meio YM acrescidos de 10 g/l de glicose foram inoculados com a

suspensão de leveduras, descrita acima, correspondendo a 10% do volume total

do cultivo. Estes frascos foram incubados à temperatura de 28°C a 150 rpm de

agitação sob iluminação intensa com lâmpada fluorescente (Psychrotherm, New

Brunswick).




























































































































































