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RESUMO 

 

Os carotenoides são compostos bioativos usados como pigmentos naturais e podem ser 

encontrados em plantas, animais, algas e microrganismos. Alguns desses compostos, como o -

caroteno, são precursores da vitamina A, e possuem benefícios à saúde humana como: o 

fortalecimento do sistema imunológico e a redução do risco de doenças crônicas degenerativas. 

Na indústria, a produção de carotenoides é obtida majoritariamente por síntese química ou por 

meio de extrato de algas e plantas, no entanto, com a crescente preocupação com o uso de 

aditivos químicos nos alimentos por parte de muitos consumidores, se faz pertinente o interesse 

em produzir carotenoides por processos biotecnológicos, e diversos microrganismos podem 

sintetizá-los, como por exemplo as leveduras. Neste trabalho, foi realizado um estudo de caráter 

exploratório focado na identificação molecular de leveduras produtoras de carotenoides, 

disponíveis em uma microrregião do bioma Amazônia, com foco em evidenciar micro-

organismos promissores para futuras aplicações industriais. Foram coletadas amostras de 

folhas, flores, solo e cascas de árvores, e dentre elas, 4 cepas promissoras foram isoladas e 

identificadas da filosfera de filodendro (Philodendron hederaceum): Rhodosporidiobolus 

ruineniae (PH-18(I)), Rhynchogastrema noutii ou Hannaella pagnoccae (dPH-8(I)), 

Leucosporidium egoroviorum ou Lyomyces sp. (dPH-8(II)), e Rhodotorula diobovata ou 

Rhodotorula glutinis (PH-22(II)); a cepa PH-18(I) apresentou rendimento de biomassa de 0,26 a 

0,76% e teor de carotenoides totais de 139,70 µg/g biomassa seca; a cepa dPH-8(I) apresentou 

rendimento de biomassa de 0,43 a 0,96% e teor de carotenoides totais de 54,26 µg/g; a cepa 

dPH-8(II) exibiu rendimento de biomassa de 0,35 a 1,12% e teor de carotenoides totais de 52,71 

µg/g; enquanto a cepa PH-20(II) apresentou rendimento de biomassa de 11,63% e 23,67% e teor 

de carotenoides totais de 44,98 µg/g. Os carotenoides identificados nesse estudo foram 13Z-β-

caroteno, (all-E)-β-caroteno e 9Z-β-caroteno, sendo o (all-E)-β-caroteno o majoritário. Os 

resultados encontrados neste estudo destacam uma perspectiva muito promissora para futuras 

prospecções de leveduras produtoras de carotenoides no bioma Amazônia, sendo uma excelente 

alternativa para substituir o processo de obtenção dos carotenoides por via sintética ou por 

exploração de fontes vegetais. 

 

Palavras-chave: Carotenoides; Rhodotorula; biomas; Brasil; Amazônia; β-caroteno.



 

ABSTRACT 

 

Carotenoids are bioactive compounds used as natural pigments and are found in plants, animals, 

algae and microorganisms. Some of these compounds are precursors of vitamin A and have 

benefits to human health such as strengthening the immune system and reducing the risk of 

chronic degenerative diseases. In industry, the production of carotenoids is obtained mainly by 

chemical synthesis or through algae and plant extracts. However, with the growing concern 

about utilization of chemical additives in food by many consumers, the interest in obtaining 

them through biotechnological processes and diverse microorganisms may synthesize them, 

such as yeasts. In this work, an exploration study was carried out focused on molecular 

identification of carotenoid-producing yeasts available in a microregion of Amazonia biome, 

with the aim of highlighting promising microorganisms for future industrial applications. 

Samples were collected from leaves, flowers, soil, and bark trees, among them, 4 promising 

strains were isolated and identified from phyllosphere of philodendron (Philodendron 

hederaceum): Rhodosporidiobolus ruineniae (PH-18(I)), Rhynchogastrema noutii or Hannaella 

pagnoccae (dPH-8(I)), Leucosporidium egoroviorum or Lyomyces sp. (dPH-8(II)), and 

Rhodotorula diobovata or Rhodotorula glutinis (PH-22(II)). The strain PH-18(I) showed a 

biomass yield of 0.26% to 0.76% and total carotenoid content of 139.70 µg/g of dry biomass. 

The strain dPH-8(I) showed a biomass yield of 0.43% to 0.96 % and total carotenoid content of 

54.26 µg/g. The strain dPH-8(II) demonstrated a biomass yield of 0.35% to 1.12% and total 

carotenoid content of 52.71 µg/g, while the strain PH-20(II) demonstrated a biomass yield of 

11.63 % to 23.67 % and total carotenoid content of 44.98 µg/g.  The carotenoids identified in 

this study were 13Z-β-carotene, (all-E)-β-carotene and 9Z-β-carotene, being (all-E)-β-carotene 

the majority. Results found in this study highlight a promising perspective for future 

applications of carotenoid-producing yeasts in the Amazonia biome, being an excellent 

alternative to replace the process of obtaining carotenoids by synthetic means or by exploitation 

of vegetal sources. 

 

 

Keywords: Carotenoids; Rhodotorula; biomes; Brazil; Amazon; β-carotene.
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1 INTRODUÇÃO 

 

Os carotenoides são compostos bioativos lipossolúveis usados como pigmentos 

naturais, que são encontrados em plantas, animais, algas e microrganismos. Mais de 750 

carotenoides foram relatados nas literaturas, em sua grande maioria são constituídos por oito 

unidades de isoprenos com um esqueleto de 40 carbonos, formando os terpenoides. Além disso, 

eles podem ser divididos em dois grandes grupos: os carotenos, formado por compostos com 

hidrocarbonetos, e xantofilas (Igreja et al., 2021; Maoka, 2020). 

Alguns desses compostos são precursores da vitamina A, possuem efeito potencial 

contra o estresse oxidativo, sequestrando importantes espécies reativas de oxigênio para o 

sistema fisiológico e alimentício, como o radical peroxila (ROO•), e o oxigênio singleto (1O2) 

e possuem benefícios associados ao fortalecimento do sistema imunológico e redução do risco 

de doenças crônicas degenerativas, como o câncer, doenças cardiovasculares, degeneração 

macular, catarata, inflamação e outros. Logo, devido a essas propriedades, eles possuem 

aplicação tecnológica e industrial na área farmacêutica, química, cosmética, alimentícia e 

biotecnológica (Frengova & Beshkova, 2009; Igreja et al., 2021; Vila et al., 2008). 

Na indústria, a produção de carotenoides é obtida majoritariamente por síntese química 

ou por meio de extrato de algas e plantas (Frengova & Beshkova, 2009). Os valores para a 

produção de carotenoides como astaxantina varia entre $1000 e $7000/kg, para o β-caroteno 

entre $343,54 e $499,59/Kg (Igreja et al., 2021; Khoo et al., 2019; C. Zhang et al., 2020). Não 

obstante, com a crescente preocupação com o uso de aditivos químicos nos alimentos e o 

aumento de consumidores desejando consumi-los de forma natural alinhada a possibilidade de 

baratear ainda mais o processo de obtenção de carotenoides, se faz pertinente o interesse de 

obtê-los por processos biotecnológicos. 

De acordo com a BCC Research (2022), o mercado global de carotenoides atingiu 

cerca de U$ 2 bilhões, com previsão de alcançar U$ 2,7 BI em 2027, com a taxa de crescimento 

anual de 5,7%. Entre os principais carotenoides comercializados globalmente estão: annatto, 

astaxantina, β-caroteno, β-apo-8-carotenal, β-apo-8-carotenal-ester, cantaxantina, capsantina, 

luteína, licopeno, zeaxantina. No Brasil, de acordo com os dados estatísticos do Comércio 

Exterior do Brasil (2023), em exportações foram adquiridos US$1.321.334,00 e gastos US$ 

95.565.654,00 em importações no período de 2012 até maio de 2022. Todavia há um cenário 

desfavorável ao Brasil, uma vez que o país é detentor de uma grande diversidade, podendo esta 

possuir plantas e microrganismos capazes de sintetizar carotenoides, contribuindo assim, para 
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o crescimento das exportações, aumentando o lucro brasileiro e invertendo o quadro nesse 

mercado. 

Como mencionado anteriormente, os carotenoides, em sua maioria (90%), são 

produzidos via síntese química, entretanto, a demanda de consumidores por produtos com 

corantes naturais vem crescendo, e a aplicabilidade dos carotenoides não se limita somente a 

indústria de alimentos, mas abrange-se para a avicultura como aditivos alimentares; na 

farmacologia com a utilização contra a fotossensibilidade, diabetes, distúrbios neurológicos e 

na cosmética como intensificador e prolongador do bronzeado (Mesquita et al., 2017; Vila et 

al., 2008). Há uma grande limitação e um alto custo da produção de carotenoides via síntese 

química e pela extração de plantas (Mata-Gómez et al., 2014), nesse sentido, a utilização de 

microrganismos para a obtenção de carotenoides surge como uma alternativa para preencher 

essa lacuna na indústria. 

Diversos microrganismos podem sintetizar carotenoides, como é o caso de algumas 

leveduras. Dentre elas as do gênero Rhodotorula, que consiste em uma levedura membra dos 

basidiomicetos, é aeróbica estrita, e em sua fase estacionária de crescimento produz grandes 

quantidades de lipídios e carotenoides. Podem estar presentes no ar e no solo assim como na 

pele humana, comida, frutas e fezes. Muitas espécies basidiomicéticas são conhecidas apenas 

em sua fase assexuada, sendo classificadas em gêneros anamórficos heterogêneos, as quais 

podem ser distribuídas em dois subfilos: Pucciniomycotina e Ustilagomycotina (Biswas et al., 

2001; Mokhtari et al., 2011; Yurkov et al., 2015). 

As Rhodotorulas que produzem os carotenoides os acumulam intracelularmente, o teor 

deles pode variar entre as diferentes ou até entre as mesmas espécies, haja vista que os fatores:  

bioma, condição de crescimento, procedimentos de extração, temperatura, pH, agitação e taxa 

de aeração e irradiação da luz, afetam consideravelmente a produção. Os principais 

carotenoides produzidos por elas são o β-caroteno, toruleno, toularodina e astaxantina (Buzzini 

et al., 2007; Igreja et al., 2021). 

 Em virtude disso, considerando que o Brasil é rico em biodiversidade, alguns estudos 

relataram a presença de Rhodotorulas no Cerrado (W. R. C. Machado, 2018), na Mata Atlântica 

(Alvarado‐Huallanco & Maugeri‐Filho, 2010), na Caatinga (Castelo-Branco et al., 2021), na 

Amazônia (Salvadori et al., 2014, 2017), porém não foi feito uma investigação exploratória em 

nenhuma dessas regiões, existindo ainda, a possibilidade de uma vasta presença de seres 

capazes de biotransformar esses carotenoides. A  presente proposta tem por objetivo fazer um 

trabalho de caráter exploratório para identificar as leveduras do gênero Rhodotorula disponíveis 
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no bioma Amazônia e avaliar a eficiência e o perfil de produção de carotenoides para futuras 

aplicações no setor alimentício. 

 

2 OBJETIVOS 

 

Os objetivos traçados para essa pesquisa foram cuidadosamente pensados a fim de se 

conseguir extrair o máximo de cada etapa que será executada, podendo ocorrer a modificação 

de alguns objetivos específicos. 

 

2.1 Objetivo Geral 

Bioprospectar espécies de leveduras presentes no bioma Amazônia com potencial para a 

produção de elevados teores de carotenoides para futuras aplicações no setor alimentício. 

 

2.2 Objetivos Específicos 

- Isolar as leveduras com características carotenogênicas nas amostras; 

- Identificar as leveduras utilizando a técnica de sequenciamento do DNA; 

- Cultivar as leveduras identificadas para determinar o teor e o perfil de carotenoides 

produzidos; 

- Comparar a eficiência e o perfil da produção de carotenoides entre as leveduras identificadas 

objetivando a construção de uma biblioteca.
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3 ORGANIZAÇÃO DA DISSERTAÇÃO 

 

A presente dissertação foi organizada da seguinte maneira: o Capítulo I apresenta o 

manuscrito de revisão de literatura I; o Capítulo II apresenta o manuscrito a ser submetido para 

publicação no formato artigo de revisão intitulado “Yeasts of genus Rhodotorula found in the 

Brazilian biomes as promising natural sources for the biotechnological production of 

carotenoids”; e por último, o Capítulo III apresenta o manuscrito da dissertação completo com 

os resultados e discussões.
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CAPÍTULO I – MANUSCRITO DE REVISÃO DE LITERATURA I
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1. CAROTENOIDES 

 

Os carotenoides são terpenoides de 40 carbonos derivados da biossíntese de duas 

unidades de pirofosfato de geranil-geranil transferase, são solúveis em solvente não polares e 

são encontrados, geralmente, em gotículas lipídicas intracelulares (Mannazzu et al., 2015; 

Mata-Gómez et al., 2014). A importância desses compostos bioativos é devido ao aumento da 

resposta imune que eles proporcionam além de suas conversões em vitamina A (Frengova & 

Breshkova, 2009). 

Esses pigmentos naturais podem ser encontrados em plantas e microrganismos 

(archeas, bactérias, cianobactérias, fungos, leveduras), já os animais obtêm os carotenoides pela 

ingestão de alimentos (Mohan et al. 2018). Cerca de 60 carotenoides foram identificados em 

frutas e vegetais consumidos por humanos, além disso, eles podem ser encontrados em 

alimentos como ovos, milhos, cenouras (Fraser & Bramley, 2004), até o ano de 2018 cerca de 

850 carotenoides foram reportados em literaturas, eles apresentam ações fotoprotetivas, 

antioxidante, e são atrativos de cor (Maoka, 2020). 

Os carotenoides fornecem cores às frutas, aos legumes e aos vegetais, enquanto nos 

animais, as cores características dos carotenoides são fornecidas, justamente, devido a ingestão 

de alimentos ricos em carotenoides (Fraser & Bramley, 2004). A clivagem dos carotenoides 

produz compostos com atividade biológica como os hormônios ácido abscísico (ABA) e 

strigolactonas (SLs) (Morelli & Rodriguez-Concepcion, 2023). 

Os exemplos de carotenoides são α-carotene, β-caroteno, β-criptoxantina, luteína, 

licopeno, toruleno, torularodina entre outros. Eles podem ser classificados em dois grupos: os 

carotenos (compostos hidrocarbonados) e xantofilas (derivados oxigenados dos carotenos) 

(Paul et al., 2023) (Figura 1). 

 

Figura 1 - Caroteno (β-caroteno) e uma Xantofila (Torularrodina) 

 

Fonte: Autor 
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2. PROPRIEDADES BIOLÓGICAS DOS CAROTENOIDES 

 

Uma vez que os carotenoides são precursores da vitamina A, eles possuem um importe 

valor comercial e nutricional. Logo, esses compostos seriam de grande importância para a 

saúde, pois a baixa ingestão de vitamina A é o principal problema em regiões mundiais 

subdesenvolvidas. Isso resulta em deficiência de produção de lágrimas, cegueira, além de morte 

pré-matura em crianças (B. D. Ribeiro et al., 2011). Assim, a vitamina A apresenta, também, 

benefícios sistêmicos como crescimento e eficiência reprodutiva, além de conservar a pele. As 

moléculas de carotenoides fornecem propriedades antioxidantes, melhoramento da imunidade, 

redução de riscos de doenças degenerativas como câncer, doenças cardíacas, catarata e 

degeneração macular. Proporcionam, ainda, proteção contra raios solares quando há aumento 

da ingestão dos carotenoides e, consequentemente aumento deles no sistema sanguíneo (Mata-

Gómez et al., 2014). 

 

3. PRODUÇÃO DE CAROTENOIDES POR MICRORGANISMOS 

 

A produção industrial de carotenoides naturais acontece das seguintes maneiras: (1) 

extração sólido-líquido a partir de plantas; (2) usando fungos, bactérias, microalgas e leveduras 

em processos biotecnológicos; ou (3) através da síntese química (Mata-Gómez et al., 2014; 

Voutilainen et al., 2006). Todavia, algumas dessas formas apresentam algumas desvantagens. 

No caso da síntese química, seu processo resulta em resíduos e rejeitos perigosos ao meio-

ambiente, em relação a produção vegetal, esse método depende de sazonalidade e viabilidade 

geográfica. Já a produção por microrganismos tem sua vantagem de não depender de fatores 

que a produção por plantas possui, além de não produzir resíduos e rejeitos nocivos. Acrescenta-

se outra vantagem, o rendimento dos pigmentos produzidos por microrganismos pode ser 

melhorado com o uso de substratos de baixo custo (Buzzini et al., 2007; Cheng & Yang, 2016; 

Ungureanu et al., 2013). 

Os carotenoides são amplamente distribuídos nos microrganismos incluindo bactérias, 

fungos, algas e leveduras (Igreja et al., 2021), devido as vantagens já citadas, a produção 

comercial desses pigmentos por esses seres tende a aumentar e substituir gradativamente os 

carotenoides sintéticos. 

Muitos estudos relataram alguns carotenoides sintetizados por fungo como Blakeslea 

trispora, que produziu β-caroteno (Papaioannou & Liakopoulou-Kyriakides, 2010); por bolor 

(Phycomyces blakesleeanus) também com β-caroteno (Almeida & Cerdá-Olmedo, 2008); por 
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bactéria (Flavobacterium sp.) produziu Zeaxantina (Ram et al., 2020) e por leveduras 

(Rhodotorula mucilaginosa) com β-caroteno, torularrodina e toruleno (Kot et al., 2021). Entre 

os seres relatados, os do gênero Rhodotorula, os quais serão mais trabalhados nessa pesquisa, 

podem produzir uma gama variada de pigmentos naturais. Essa síntese varia conforme a 

espécie, o meio de cultivo utilizado e as condições de cultivo (Igreja et al., 2021; Mata-Gómez 

et al., 2014), podendo suas produções de carotenoide variarem de 100 μg.g-1 para até mais de 

500 μg.g-1 (Aksu & Eren, 2007; Borowitzka et al., 1991; Davoli et al., 2004; Kobayashi et al., 

1991; Sarada et al., 2002). 

 

4. LEVEDURAS DO GÊNERO Rhodotorula 

 

Rhodotorula é um gênero de levedura pigmentar unicelular, que pertence ao filo 

Basidiomycota, à família Cryptococcaceae, e subfamília Rhodotorulodae. A primeira 

Rhodotorula encontrada foi na década de 1930, em um queijo, pelo microbiologista canadense 

Charles Harrison. O nome do gênero vem das palavras rhodos (que em grego significa, 

vermelho) e torula (que em latin significa, protuberância). Existem mais de 164 espécies 

incluindo R. glutinis, R. toruloides, R. mucilaginosa, R. graminis entre outras (Figura 2). As 

células das cepas dessa levedura são polifiléticas (que descende de dois ou mais ancestrais 

independente), parecendo subgloboso, ovoide, elipsoidal e alongado (Barnett, 2004; Krzysciak 

et al., 2007; Kurtzman et al., 2011; Tang et al., 2019). 

 

Figura 2 - Morfologia de algumas espécies de Rhodotorulas 

 
Fonte: Tang et al. (2019) 
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A sua reprodução é assexuada, normalmente realizada via brotamento multilateral e 

polar, por outro lado, também pode ser sexuada em algumas cepas ocorrendo de maneira 

ocasional na forma de pseudohyphae (Tang et al., 2019). 

As espécies são saprofíticas ubíquas (se alimentam de matéria orgânica em 

decomposição e estão praticamente em todos os espaços). As cepas são capazes de se 

desenvolverem em diferentes condições ecológicas e de substratos, até mesmo em ambientes 

com poucos nutrientes. Cerca de 50% da população está em águas do mar e doces (Rose & 

Harrison, 1987; Wirth & Goldani, 2012). 

A característica mais chamativa dessas leveduras é, justamente, a biossíntese de 

carotenoides naturais, inclusive,  sua biomassa também possui alta qualidade, uma vez que é 

fonte de proteína para utilização como aditivo alimentar (Tang et al., 2019). 

 

5. BIOSSÍNTESE DE CAROTENOIDES 

 

Para obter os carotenoides e melhorar o processo para aumentar o rendimento e 

resultados, necessita de um conhecimento aprofundado dos mecanismos moleculares para 

realmente se ter um melhoramento consciente do processo biotecnológico. Por esses motivos 

entre outros, que a biossíntese de carotenoides vem sendo estudada exaustivamente. Na figura 

3 mostra um esquema da via biossintética por leveduras desses compostos. 
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Figura 3 - Via biossintética dos carotenoides em leveduras 

 

 
Fonte: Adaptado de Frengova & Beshkova (2019) 

 
 

Três moléculas de acetil-CoA são convertidas em 3-hidroxi-3-metilglutaril-CoA 

(HMG-CoA) pela enzima HMG-CoA sintase na via do ácido mevalônico. HMG-CoA é 

catabolizado pela 3-hidroxi-3metilglutaril-CoA redutase, originando o primeiro precursor da 

via biossintética dos terpenoides, o ácido mevalônico (MVA). Então, o MVA sofre fosforilação, 
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depois pirofosforilação, descarboxilação e, então, desidratação para produzir 

isopentenilpirofosfato (IPP), a unidade básica da formação dos terpenos pela cinase e 

descarboxilase. A formação do geranil-pirofosfato (GPP), que é a primeira etapa da biossíntese 

de isopreno em leveduras, se origina da reação entre o IPP e o DMAPP (dimetilalil-pirofosfato), 

então, sequências de IPP são adicionadas na molécula GP para formar farnesila-pirofosfato 

(FPP), o precursor da maioria dos sesquiterpenos. Por conseguinte, outro IPP é adicionado ao 

FPP formando o precursor dos diterpenos, o GGPP (geranil geranil-pirofosfato). Essas reações 

são catalisadas pela enzima prenil transferase. O FPP e o GPP sofrem dimerização para formar 

triterpenos (molécula com 30 carbonos) e tetraterpenos (com 40 carbonos), respectivamente. A 

formação do fitoeno começa com a condensação de duas moléculas de GGPP, e após 

desnaturação forma o fitoflueno, neurosporeno e licopeno. Como o licopeno é um composto 

trans, a isomerização da primeira ou segunda ligação dupla do fitoeno ocorre no mesmo estágio 

da reação de desnaturação. A formação do β-caroteno, toruleno, torularrodina, astaxantina, γ-

caroteno e equinona começa com a ciclização do licopeno, o precursor dos carotenoides 

cíclicos. Na via dos carotenoides em leveduras, o agente crítico da ramificação γ-caroteno, age 

como precursor de β-caroteno e toruleno. E por fim, após a hidroxilação e oxidação do toruleno, 

se forma a torularrodina (Frengova & Beshkova, 2009; Igreja et al., 2021; Tang et al., 2019). 

 

6. PRINCIPAIS CAROTENOIDES 

 

6.1. β-caroteno 

 

O β-caroteno é um dos pigmentos mais conhecidos e mais aproveitados pelas 

indústrias. Ele é utilizado amplamente na medicina e também como aditivos de alimentos e 

rações, cosméticos, entre outros setores. Teoricamente, a partir do β-caroteno, é possível obter 

duas moléculas de vitamina A após a ingestão, devido aos seus dois anéis β-ionona não-

substituídos, e no mínimo 11 carbonos na cadeira lateral poliênica, porém a eficiência de 

conversão no sistema fisiológico depende de muitos fatores relacionados ao indivíduo (Igreja 

et al., 2021; Tang et al., 2019). Os microrganismos capazes de produzi-los são Blakeslea 

trispora (Mantzouridou et al., 2002), Phaffia rhodozyma (Liu et al., 2006), Rhodosporidium 

toruloides (Dias et al., 2015), Sporidiobolus salmonicolor (Valduga, Tatsch, Tiggemann, et al., 

2009; Valduga, Tatsch, Vanzo, et al., 2009) e Rhodotorula sp. Cheng & Yang, 2016). E em 

relação as Rhodotorulas, 70% dos carotenoides existentes nelas são constituídos de β-caroteno 

(Tang et al., 2019). 
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O consumo frequente de alimentos contendo β-caroteno em sua composição vem 

sendo associado com a diminuição no desenvolvimento de doenças crônico-degenerativas 

como o câncer, concedendo ao seu consumidor efeitos antioxidantes para inibir ou retardar os 

danos oxidativos (Mayne, 1996; Peto et al., 1981), os estudos mostraram um indício de que um 

aumento na dose desse carotenoide pode ter associação à redução dos riscos de doença de 

Parkinson, principalmente em mulheres (Bourque et al., 2009; Niu et al., 2024). 

 

6.2. γ-caroteno 

 

É um isômero do β-caroteno. Sua estrutura contém 11 ligações duplas conjugadas e 

apenas 1 anel β-ionona não-substituído, ao qual possui atividade provitamina A, porém podendo 

formar somente uma molécula de retinol. O γ-caroteno é resultado da ciclização do licopeno 

(Tang et al., 2019). Esse carotenoide pode ser encontrado em frutas amazônicas, como o buriti, 

a pupunha e o tucumã (de Rosso & Mercadante, 2007) possui propriedades antioxidantes; e sua 

produção biotecnológica foi relatada em espécies de Rhodotorula e Sporobolomyces (Cardoso 

et al., 2016; Sólyom et al., 2014). 

 

6.3. Toruleno 

 

Sua estrutura é composta por 40 carbonos e um anel β-ionona não-substituído ligado 

a uma cadeia lateral poliênica de 11 carbonos. O toruleno é derivado da subtração de dois 

hidrogênios do γ-caroteno, conferindo 13 ligações duplas conjugadas para a estrutura 

(Maldonade et al., 2008; Ungureanu et al., 2013). Teoricamente, a partir dele, uma molécula de 

retinol (vitamina A) pode ser sintetizada fisiologicamente após a ingestão. Dentre as leveduras 

do gênero Rhodotorula, a R. mucilaginosa foi reportada como a que produz o toruleno em maior 

quantidade em relação aos demais pigmentos (Kot et al., 2018). Devido a presença de um 

elevado número de ligações duplas conjugadas na cadeia, o toruleno também possui atividade 

antioxidante, que em estudos, confirmaram o seu efeito protetivo contra danos do estresse 

oxidativo em células estromais da próstata humana. Além disso, já foi reportado também a 

propriedade antimicrobiano para o toruleno (Du et al., 2016; Kot et al., 2018). 

 

6.4. Torularrodina 
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Derivada do toruleno, a torularrodina possui 40 carbonos, um anel β-ionona e um 

grupo de ácido carboxílico em sua estrutura (Zoz et al., 2015). Devido a presença de maior 

número de ligações duplas conjugadas, a torularrodina possui maior atividade antioxidante, em 

relação ao β-caroteno, para o sequestro de peróxido de hidrogênio (H2O2), assim como maior 

eficiência na desativação do oxigênio singleto (1O2) (Sakaki et al., 2002). De acordo com 

Moliné et al. (2010), a torularrodina apresentou mecanismos de fotoproteção contra os raios 

UV-B. Em geral, as mesmas atividades e efeitos reportados para o Toruleno citados 

anteriormente, podem ser extrapolados para a Torularrodina. 

 

6.5. Astaxantina 

 

O carotenoide astaxantina possui 40 carbonos, uma longa cadeia de poliênica com 13 

ligações duplas conjugadas e ambos os anéis β-ionona possuem ligações duplas com grupos 

hidroxila e cetona, sendo assim, essa molécula não possui atividade provitamina A. A 

astaxantina é responsável pela coloração de peixes como salmão, truta, de crustáceos e pássaros 

(BCC Research, 2022; Maoka, 2020). 

A astaxantina corresponde à 26% das vendas de carotenoides no mundo. Em 2022 

foram alcançados valores de U$ 629,1 milhões no mercado global. A taxa anual de crescimento 

é de 8,1% para o período entre 2022 e 2027. Assim ela aparece como o segundo carotenoide 

mais relevante comercialmente (BCC Research, 2022). 

 

7. MERCADO DE CAROTENOIDES 

 

Em 2017, o mercado global de carotenoides atingiu cerca de US$ 1,5 bilhões, e a 

última estatística do ano de 2022 mostrou a tendência de aumento do mercado, cerca de U$ 2 

bilhões com previsão de alcançar U$ 2,7 BI em 2027, com taxa de crescimento anual de 5,7% 

(BCC Research, 2022). Tal fato se deve aos efeitos benéficos dos carotenoides para a saúde, 

como a redução de doenças oculares, cardíacas, efeitos antioxidantes, além da capacidade de 

alguns desses compostos serem convertidos em vitamina A, mostrado na figura 4 (Britton, 

2020; D. Ribeiro et al., 2018). 
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Figura 4 - Conversão de β-caroteno em duas moléculas de vitamina A pela clivagem enzimática mediada pela β-

caroteno 15,15’-oxigenase 1 

 
Fonte: (Igreja et al., 2021) 

 

No Brasil, de acordo com os dados estatísticos do Comércio Exterior do Brasil 

(Ministério da Indústria, 2023), em exportações foram adquiridos US$1.321.334,00 e gastos 

US$ 95.565.654,00 em importações no período de 2012 até maio de 2022. 

Aproximadamente 90% dos carotenoides são produzidos via síntese química. 

Entretanto, a demanda de consumidores por produtos com corantes naturais vem crescendo e a 

aplicabilidade dos carotenoides não se limita somente a indústria de alimentos, mas se abrange 

para a avicultura como aditivos alimentares, na farmacologia na utilização contra a 

fotossensibilidade, diabetes, distúrbios neurológicos e na cosmética como intensificador e 

prolongador de bronzeamento (Mesquita et al., 2017; Vila et al., 2008). Ainda, há uma limitação 

e um alto custo da produção de carotenoides via síntese química e pela extração de plantas 

(Mata-Gómez et al., 2014), nesse sentido, a utilização de microrganismos para a obtenção de 

carotenoides surge como uma alternativa para preencher essa lacuna na indústria. 

 

8. CONCLUSÃO 

 

O Brasil detém uma enorme biodiversidade de plantas e microrganismos produtores 

de carotenoides, e com base nos dados e informações mostrados, fica claro que o Brasil importa 

grande quantidade de carotenoides para aplicações industriais, provavelmente devido à falta de 

iniciativas e investimentos no setor industrial para desenvolver o mesmo setor. 
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A produção de carotenoides por leveduras é uma estratégia promissora e viável, mais 

ainda ao se falar de indústrias. Logo, esta revisão contribui com a discussão de um cenário em 

que haja fortalecimento do mercado brasileiro de carotenoides, considerando alternativas de 

nossa biodiversidade para a produção deles, resultando em aumento das exportações e 

diminuição das importações. Para atingir esse objetivo, pesquisas científicas sistemáticas 

devem ser estimuladas com abordagens tecnológicas e biotecnológicas para encobrir novas 

fontes vegetais ou microbianas, bem como processos sustentáveis para produzir altos 

rendimentos de carotenoides.
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ABSTRACT 

 

Carotenoids are bioactive compounds used as natural pigments and are found in plants, animals, 

algae, and microorganisms. Some of these compounds are precursors to vitamin A and have 

health benefits for humans, such as strengthening the immune system and reducing the risk of 

chronic degenerative diseases like cancer, cardiovascular diseases, and ocular conditions. In the 

industry, carotenoid production is primarily achieved through chemical synthesis or extraction 

from algae and plants. However, given the growing concern among consumers about the use of 

chemical additives in food, it is relevant to explore biotechnological processes for obtaining 

carotenoids without harmful substances. The global carotenoid market reached approximately 

US$2 billion, with a projected growth rate of 5.7% annually to reach US$2.7 billion by 2027. 

In Brazil, in exports, US$ 1,459,821.000, representing about 24,602 kg of carotenoids and their 

derivatives in the period between January 2014 and September 2024, while US$ 

103,916,643.00 was spent on imports with 5,806,031 kg in the same period. Various 

microorganisms can synthesize carotenoids, such as certain yeasts. Among them is the genus 

Rhodotorula, a strict aerobic yeast that produces large amounts of lipids and carotenoids during 

its stationary growth phase. Considering Brazil's rich biodiversity, some studies have reported 

the presence of Rhodotorula yeasts in the following biomes: Pampa, Pantanal, Cerrado, Atlantic 

Forest, Caatinga, and Amazonia, although no further investigation has been conducted in these 

areas. Similarly, there is also the possibility of a wide presence of organisms capable of 

biotransforming these carotenoids. Therefore, this review was designed to gather systematic 

information about wide aspects related to carotenoid useful for interested industries, which are 

produce by yeasts from genus Rhodotorula and found in the Brazilian biomes, highlighting the 

Amazonia biome. 

 

Keywords: Natural pigments; Amazonia; Pampa, Pantanal, Cerrado, Atlantic Forest, Caatinga; 

β-carotene. 

 



42 
 

 

1. INTRODUCTION 

 

Carotenoids are bioactive compounds synthesized in plants, microorganisms (bacteria, 

algae, filamentous fungi and yeasts), but not by animals (excepting for hemipterans such as 

aphids, adelgids, phylloxerids), yet they can bioaccumulate them through food intake (Frengova 

& Beshkova, 2009; Igreja et al., 2021). Carotenoids are natural pigments, which can be mostly 

colored between yellow and red, and have biological properties that are very beneficial to 

human health, such as antioxidant, anti-inflammatory and anticancer properties, in addition to 

being some precursors of vitamin A. For these reasons, they have great value for the 

pharmaceutical, chemical, food and feed industries (Mannazzu et al., 2015; Mata-Gómez et al., 

2014; Tinoi et al., 2005). 

Commercially, carotenoids are obtained from plants and chemical synthesis (Dufossé 

et al., 2005). However, both these types of production face some relevant limitations. Those of 

plant origin face limited availability at only certain times of the year due to seasonality and 

geographic variety that cannot be controlled, while carotenoids that are obtained by chemical 

synthesis generate hazardous waste for the environment. The carotenoid market is very 

promising and will only grow over time. According to BCC Research (2022), the global market 

for these molecules reached US$2 billion in 2022, and is expected to reach US$2.7 billion in 

2027 with an annual growth rate of 5.7%. Among the known carotenoids, the main compounds 

sold globally are annatto, astaxanthin, β-carotene, β-apo-8-carotenal, β-apo-8-carotenal-ester, 

canthaxanthin, capsanthin, lutein, lycopene and zeaxanthin (BCC Research, 2022). For these 

reasons, investigations with microorganisms that produce carotenoids in Brazilian biomes have 

been conducted over time, and they have shown promising perspectives to provide high yields 

by sustainable means (Mata-Gómez et al., 2014). 

Brazil hosts one of the greatest biodiversity in our planet, as well as a large supply of 

microorganisms that produce carotenoids with useful properties for humans. In particular, 

yeasts of the genus Rhodotorula, the microorganism targeted by this review, can be found in all 

the Brazilian biomes: Amazonia, Caatinga, Cerrado, Atlantic Rainforest, Pantanal, and Palpa 

(Cipolatti et al., 2019; Loureiro et al., 2005; W. R. M. Machado et al., 2019; Vale et al., 2021). 

Among the Brazilian biomes, there are still few studies with Rhodotorula yeasts in the 

Amazonia. The only study is from the northeast of Pará State (dos Santos et al., 2019). The 

Amazonia is a vast forested plain that stretches between the Andes Mountains and the Atlantic 

Ocean over more than 5 million km² in the north of the South American continent. Beyond the 

strict perimeter of the Amazon River watershed, the Amazon region extends to the Guiana coast 
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to the north. Its climate is hot and humid with plenty of clouds and rain throughout the year 

(Polidori et al., 2022). This climate favors the development of a diverse microbiota, which is 

still largely unknown (da Fonseca Meireles et al., 2022). 

Therefore, this review was designed to gather systematic information about wide 

aspects related to carotenoid useful for interested industries, which are produce by yeasts from 

genus Rhodotorula and found in the Brazilian biomes, highlighting the Amazonia biome. 

 

2. YEASTS OF GENUS Rhodorotula 

 

Rhodotorula is a genus of unicellular pigment yeast, belonging to the phylum 

Basidiomycota, the family Cryptococcaceae, and the subfamily Rhodotorulodae. The first 

Rhodotorula found was in the 1930s in a cheese by Canadian microbiologist Charles Harrison 

(Kot et al., 2016). The name of the genus comes from the words rhodos (which in Greek means 

red) and torula (which in Latin means protuberance). There are more than 164 species including 

R. glutinis, R. toruloides, R. mucilaginosa, R. graminis, among others. The cells of Rhodotorula 

yeast strains are polyphyletic (descended from two or more independent ancestors), appearing 

subglobose, ovoid, ellipsoidal and elongated (Barnett, 2004; Krzysciak et al., 2007; Kurtzman 

et al., 2011; Tang et al., 2019), as illustrated in Figure 1. 

 

Figure 1 - Examples of Rhodotorula yeasts and their subglobose, ovoid, ellipsoidal and 

elongate forms, as visualized by microscopy. The images are authored by our research 

group and were taken to illustrate this review. Rhodotorula glutinis, R. mucilaginosa and 

R. araucariae were acquired from the André Tosello Foundation (Campinas, São Paulo, 

Brazil). Photo by Gilson Celso Albuquerque Chagas Junior. 
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Its reproduction is asexual, normally carried out via multilateral and polar budding, on 

the other hand, it can also be sexual in some strains, occurring occasionally in the form of 

pseudohyphae (Kurtzman et al., 2011). The species are ubiquitous saprophytes, as they feed on 

decomposing organic matter and are found in practically all spaces (Wirth & Goldani, 2012). 

The strains are capable of developing in different ecological and substrate conditions, even in 

environments with few nutrients. About 50% of the population can be found in salt and fresh 

waters (Rose & Harrison, 1987; Tang et al., 2019). 

The most striking characteristic of these yeasts is, precisely, the biosynthesis of natural 

carotenoids, including their biomass, which is also of high quality and is a source of protein for 

the application as feed additives (Tang et al., 2019). 

 

3. MAIN CAROTENOIDS PRODUCED BY YEASTS FROM GENUS Rhodotorula 

 

More than 750 carotenoids were cataloged in the literature (Šesták et al., 2004). Most 

of them have an orange, reddish and yellowish color, but there are colorless structures, such as 

phytoene and phytofluene (Igreja et al., 2021; Mohan et al., 2018). The chemical structure of a 

carotenoid includes mostly isoprenoids of 40-carbons formed by 8 units of isoprene with an 

extensive system of conjugated double bonds that generate resonance systems of electrons (π) 

moving throughout the polyene chain. Due to these structural characteristics, carotenoids are 

highly reactive and absorb electromagnetic radiation in the visible region (360-780nm) (de 

Rosso & Mercadante, 2007; Igreja et al., 2021). 

Carotenoid biosynthesis in yeast involves three general steps, as shown in Figure 2. 

Briefly, (1) Conversion of Acetyl-CoA into 3-hydroxy-3-methyl glutaryl-CoA (HMG-CoA), 

catalyzing HMG-CoA by HMG-CoA synthase. Then HMG-CoA is converted into the first 

precursor of the terpenoid biosynthetic pathway, mevalonic acid (MVA). MVA is 

phosphorylated by MVA kinase and then undergoes decarboxylation to become isopentenyl 

pyrophosphate (IPP). (2) IPP isomerized into dimethylyl pyrophosphate (DMAPP) with the 

addition of three IPP molecules, after which it is catalyzed by prenyl transferase into geranyl 

geranyl pyrophosphate (GGPP). By condensation of two GGPP molecules, phytoene (the first 

40 carbons of the pathway) is produced, which undergoes denaturation to form lycopene. (3) 

Several cyclic carotenoids are derived from lycopene, such as β-carotene, γ-carotene, torulene, 

torularodine and astaxanthin when it undergoes various specific enzymatic reactions. Because 

lycopene is a trans compound, the isomerization of its first or second double bond occurs at the 

same stage as the denaturation reaction. Thus, γ-carotene appears as a critical point in the 
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branching because it acts as a precursor to β-carotene and torulene in the carotenoid pathway 

in yeast. In turn, the hydroxylation and oxidation of torulene leads to the formation of 

torularhodin (Barredo et al., 2017; Henry et al., 2018; Igreja et al., 2021; Kot et al., 2018; Mata-

Gómez et al., 2014; Valduga, Tatsch, Tiggemann, et al., 2009; Valduga, Tatsch, Vanzo, et al., 

2009; Zoz et al., 2015). 

 

Figure 2 - Biosynthetic pathway of the carotenoid production in yeasts, adapted from (Frengova & Beshkova, 

2009)(Frengova & Beshkova, 2009) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

In order to stimulate the increase of the yield of carotenoids in Rhodotorula yeasts, 

optimization procedures on cultivation conditions have been investigated in both synthetic and 

alternative media, highlighting the use of agroindustrial waste as substrate to accomplish 

sustainable approaches (Igreja et al., 2021; Rodrigues et al., 2019, 2022). Mutagenesis is 

referred as a conventional way to modulate carotenoid yield and composition in wild strains, 

including induction by UV radiation, high hydrostatic pressure, γ-irradiation, N-methyl-N’-

nitro-N-nitrosoguanidine (NTG) and ethyl-methane sulfonate (EMS), but engineering and 
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metabolic engineering manipulations using E. coli are the most recent approaches to produce 

the exogenous carotenoids (Tang et al., 2019). The chemical structures of carotenoids can 

change through the action of chemical reactions such as hydrogenation, dehydrogenation, 

cyclization, double bond migration, chain shortening or extension, rearrangement, 

isomerization, introduction of substituents and oxidation (Gómez-García & Ochoa-Alejo, 2013; 

Hernández-Almanza et al., 2014; Oliver & Palou, 2000; Três et al., 2007). Depending on the 

chemical structure, carotenoids can be classified into two large groups: carotenes, which are 

formed by hydrocarbons in their chemical structure, and xanthophylls, which are oxygenated 

derivatives of carotenes and may have different functional groups such as hydroxyl, ketone, 

carboxylic acid and epoxy (Frengova & Beshkova, 2009; Igreja et al., 2021). The most frequent 

carotenoids reported in Rhodootula yeasts are β-carotene, γ-carotene, torulene, torularhodin and 

astaxanthin (Figure 3). 

 

Figure 3 - The main carotenoids reported for yeasts from genus Rhodotorula 

 

Source: Author 

 

β-Carotene (Figure 3) is one of the well-known pigments in nature and widely used by 

industries focused on food and feed additives, but also in pharmaceutical and cosmetics, among 

others. After ingestion, and depending on several individual and nutritional conditions, β-

carotene may be converted into two molecules of retinol (vitamin A) due to its two β-ionone 

rings, and at least 11 carbons in the polyene side chain (Igreja et al., 2021; Tang et al., 2019). 

Several fungi are capable of producing β-carotene, namely Blakeslea trispora (Mantzouridou 

et al., 2002), Phaffia rhodozyma (Liu et al., 2006), Rhodosporidium toruloides (Dias et al., 

2015), Sporidiobolus salmonicolor (Valduga, Tatsch, Tiggemann, et al., 2009), and 

Rhodotorula spp. (Cheng & Yang, 2016). In relation to genus Rhodotorula, 70% of the 

carotenoids in them are made up of β-carotene (Perrier et al., 1995). The frequent consumption 
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of foods containing β-carotene in their composition has been associated with a reduction in the 

development of chronic degenerative diseases, such as cardiovascular diseases and cancer, since 

carotenoids contribute mainly with antioxidant effects to inhibit or delay oxidative stress and 

damage (Mayne, 1996; Peto et al., 1981). Studies have also shown that increased intake of β-

carotene may reduce the risk of Parkinson's disease, especially in women (Bourque et al., 2009; 

Niu et al., 2024). 

γ-Carotene is formed after the enzymatic cyclization of lycopene (Figure 2) and 

considering that its structure contains 11 conjugated double bonds and only 1 unsubstituted β-

ionone ring (Figure 3), this carotenoid has potential to form only one retinol molecule. This 

carotenoid is not frequently found in plants, but was reported in Amazonian fruits from palm 

species, such as buriti, peach palm and tucumã (Chisté et al., 2021; de Rosso & Mercadante, 

2007; Noronha Matos et al., 2019). Both the antioxidant properties and its biotechnological 

production have been reported for Rhodotorula and Sporobolomyces yeasts (Cardoso et al., 

2016; Sólyom et al., 2014). 

Derived from the subtraction of two hydrogens from γ-carotene, torulene is composed 

of 40 carbons and an unsubstituted β-ionone ring linked to an 11-carbon polyene side chain, 

giving 13 conjugated double bonds to the structure (Maldonade et al., 2012) (Figure 3). 

Theoretically, considering this structural requirement, one retinol molecule can be 

physiologically synthesized after ingestion of torulene. Among the yeasts of the genus 

Rhodotorula, R. mucilaginosa was reported to produce torulene in greater amounts (21.45 

mg/L) than other carotenoids (Kot et al., 2018). Due to the presence of a high number of 

conjugated double bonds in the chain, torulene was expected to exhibit higher antioxidant 

activity than β- and γ-carotene, which the protective effect against damages from oxidative 

stress in human prostate stromal cells was confirmed. Furthermore, the antimicrobial property 

of torulene was also previously reported (Du et al., 2016; Kot et al., 2018). 

Derived from torulene, torularhodin has 40 carbons, a β-ionone ring and a carboxylic 

acid group in its structure (Zoz et al., 2015) (Figure 3). As observed for torulene, torularhodin 

shows high antioxidant activity due to the presence of a high number of conjugated double 

bonds, being reported as more efficient than β-carotene for the scavenging capacity of reactive 

oxygen species, such as hydrogen peroxide (H2O2) and singlet oxygen (1O2) (Sakaki et al., 

2002). Moreover, according to Moliné et al. (2010), torularhodin presented photoprotection 

mechanisms against UV-B rays. In general, the same biological activities reported for torulene 

are expected to be extrapolated to torularhodin, yet these inferences are gaps in the literature to 

overcome by future investigations. 
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Finally, astaxanthin has 40 carbons, a long polyene chain with 13 conjugated double 

bonds, and since both the β-ionone rings have hydroxyl and ketone groups (Figure 3), 

astaxanthin has no provitamin A activity. This carotenoid is the main responsible for the color 

of fishes such as salmon, trout, some crustaceans and feathers of birds (Seabra & Pedrosa, 

2010). Astaxanthin is the second most commercially relevant carotenoid, which accounts for 

26% of carotenoid sales worldwide, reaching US$ 426.2 million in 2022 and is expected to 

reach US$ 629.1 million in 2027 on the global market, with an annual growth rate of 8.1% for 

the period between 2022 and 2027 (BCC Research, 2022). 

 

4. CAROTENOID MARKET 

 

In 2017, the global carotenoid market reached around US$ 1.5 billion, and the latest 

statistics for 2022 showed the market's upward trend, around US$ 2 billion and expected to 

reach US$ 2.7 billion in 2027 with an annual growth rate of 5.7% (BCC Research, 2022). 

In Brazil, according to statistical data from the Brazilian Foreign Trade (Ministério da 

Indústria, 2023), US$ 1,459,821.000 were exported, representing about 24,602 kg of 

carotenoids and their derivatives in the period between January 2014 and September 2024 

(Table 2), while US$ 103,916,643.00 was spent on imports with 5,806,031 kg in the same 

period. Table 1 shows the values (US$) and exported and imported quantities of carotenoids 

and their derivatives. The standard nomenclature of MERCOSUL (NCM) was used, which are 

NCM 32041810 and NCM 32041811 (carotenoids), NCM 32041912 (preparations containing 

β-carotene, methyl or ethyl esters of 8'-apo-β-carotenoic acid or canthaxanthin, with oils or 

vegetable fats, starch, gelatin, sucrose or dextrin, suitable for coloring foods) and NCM 

32041919 (other preparations based on carotenoids).
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Table 1 - Brazilian import and export of carotenoids and their derivatives from 2014 to 2024. 

 NCM 32041810 NCM 32041911 NCM 32041912 NCM 32041919 

 
Exports 

(US$) 
Imports (US$) 

Net Weight 

E+I (Kg) 

Exports 

(US$) 

Imports 

(US$) 

Net 

Weight 

E+I 

(Kg) 

Exports 

(US$) 

Imports 

(US$) 

Net 

Weight 

E+I 

(Kg) 

Exports 

(US$) 

Imports 

(US$) 

Net 

Weight 

E+I (Kg) 

2014 0 0 0 83,965.00 1,955,531.00 130,551 40,720.00 2,844,689.00 75,785 1,850.00 2,386,717.00 1060,222 

2015 0 0 0 245,502.00 1,891,107.00 89,350 20,538.00 3,654,388.00 99,733 2,666.00 606,993.00 243,952 

2016 0 0 0 70,078.00 4,915,469.00 130,908 240.00 3,947,536.00 122,936 521.00 1,575,312.00 523,062 

2017 0 0 0 50,591.00 3,647,900.00 76,701 53,402.00 4,201,783.00 136,082 1,248.00 1,416,460.00 450,900 

2018 0 0 0 88,782.00 3,480,568.00 72,988 124,067.00 5,602,962.00 147,316 6,826.00 1,422,358.00 363,089 

2019 0 0 0 409.00 3,463,796.00 83,591 97,077.00 4,099,618.00 114,256 8,747.00 990,038.00 291,207 

2020 0 0 0 34,305.00 3,621,373.00 89,233 12,562.00 5,725,106.00 153,306 9,579.00 806,280.00 145,678 

2021 0 0 0 37,336.00 8,589,715.00 159,366 72,574.00 5,932,385.00 152,108 41,664.00 989,606.00 262,798 

2022 133,990.00 4,462,667.00 104,499 21.00 1,821,837.00 36,076 625.00 2,593,828.00 77,607 2,884.00 319,951.00 84,038 

2023 29,137.00 9,553,643.00 194,016 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

2024 187,915.00 7,397,027.00 159,279 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

Note = Brazilian foreign trade statistics data portal [https://comexstat.mdic.gov.br/en/geral/112491] NCM 32041810 and NCM 32041911 = Carotenoids. NCM 320419912 = 

preparations containing β-carotene, methyl or ethyl esters of 8'-apo-β-carotenoic acid or canthaxanthin, with oils or vegetable fats, starch, gelatin, sucrose or dextrin, suitable for coloring 

foods. NCM 32041919 = other preparations based on caratenoids. E+I = Exports + Imports. Period = from January 2014 to September 2024.

https://comexstat.mdic.gov.br/en/geral/112491
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Table 2 - Overview Brazilian import and export of carotenoids and their derivatives from 2014 to 2024. 

 Subtotal   

Year Exports (US$) Imports (US$) Net Weight 

E+I (Kg) 

  

2014 126,535.00 7,186,937.00 1.266,558   

2015 268,706.00 6,152,488.00 433,035   

2016 70,839.00 10,438,317.00 776,906   

2017 105,241.00 9,266,143.00 663,683   

2018 219,675.00 10,505,888.00 583,393   

2019 106,233.00 8,553,452.00 489,054   

2020 56,446.00 10,152,759.00 388,217   

2021 151,574.00 15,511,706.00 574,272   

2022 137,520.00 9,198,283.00 302,220 Subtotal 

2023 29,137.00 9,553,643.00 194,016 Net Weight Detached 

2024 187,915.00 7,397,027.00 159,279 Net Weight E (Kg) Net Weight I (Kg) 

Total 1,459,821.00 103,916,643.00 5,830,633 24,602 5,806,031 

Note = Brazilian foreign trade statistics data portal [https://comexstat.mdic.gov.br/en/geral/112491] Period = 

from January 2014 to September 2024. 

 

Considering that Brazil hosts a huge biodiversity of plants and microorganisms that 

are carotenoid producers, and based on these data, it becomes clear that Brazil imports a large 

quantity of carotenoids for industrial applications, by spending about US$ 103 M and exports 

only around 1.5 M (Figure 4), probably due to a lack of initiatives and investments in the 

industrial sector to develop it. We hypothesize a positive scenario to strengthen the Brazilian 

carotenoid market considering alternatives from our biodiversity to produce carotenoids, 

resulting in increased exports and decreased imports. To achieve this goal, systematic scientific 

research must be stimulated with technological and biotechnological approaches to undercover 

new plant or microbial sources, as well as sustainable processes to produce high yields of 

carotenoids. 

 

 

https://comexstat.mdic.gov.br/en/geral/112491
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Figure 4 - Illustration of Brazilian export (in thousand per year) and import (in million per 

year) of carotenoid and their derivatives. 

 

 

5. YEASTS OF GENUS Rhodotorula FOUND IN THE BRAZILIAN BIOMES 

 

Brazil is one of the countries with one of the richest biodiversity in the world, 

containing six biomes: Amazonia, Cerrado, Caatinga, Atlantic Rainforest, Pantanal and Pampa 

(Souza et al., 2020). 
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The Amazonia is the largest area of remaining tropical forest in the world (3.5 million 

km2) and one of the most important ecosystems in the world. The Amazonia biome holds one 

of the largest existing biodiversity, which is vital for the functioning of the biosphere. This 

biome can provide many goods and services for humanity with considerable economic and 

social value, especially for food and pharmaceutical industries, among others (Foley et al., 

2007; Thomaz et al., 2020). 

Cerrado, is predominant in the central region of Brazil, present in the states of Mato 

Grosso, Mato Grosso do Sul, Tocantins, Goiás, western Minas Gerais and Bahia, and in the 

Northeast. It also occupies some parts of Pará, Maranhão, Rondônia São Paulo and Paraná. 

(Batlle-Bayer et al., 2010). The national area is 2 million km2, representing 23% of the 

Brazilian territory and 11% of South America. Its vegetation has species capable of 

withstanding extreme environments (Arruda et al., 2022; Batlle-Bayer et al., 2010; V. C. Maia 

& Silva, 2021). 

Caatinga, a biome 100% hosted by Brazil, is a semi-arid ecosystem that corresponds 

to 10% of the Brazilian territory and 60% of the northeast region. Its environmental and 

chemical characteristics are unique (Aquino et al., 2022; de Albuquerque et al., 2007). It has 

dry and thorny shrub vegetation, and due to its temperature and little rainfall it is also 

categorized as a seasonal tropical forest (de Albuquerque et al., 2007; Tubelis, 2020). 

The Atlantic Forest is one of the most fragmented tropical/subtropical forests in the 

world, located along almost the entire Brazilian coast (R. A. F. de Lima et al., 2020). Its 

vegetation is seasonal semi-deciduous, the climate has two well-defined seasons: cold dry and 

hot rainy. The average temperature is 19 ºC with rainfall with an average volume of 13 nm 

(Mello et al., 2007; Teixeira et al., 2020). 

Pantanal, the smallest biome in Brazil, is one of the wettest regions in the world, and 

covers 140,000 km2 in Brazil. This biome is predominant in the states of Mato Grasso and Mato 

Grosso do Sul (Marengo et al., 2021; Pott & Pott, 2004; Tomas et al., 2019). This large alluvial 

plain represents a complex of interconnected aquatic, terrestrial and wetland ecosystems. The 

dry and wet seasons are well defined, with rainfall in the summer (Alho & Silva, 2012; Marengo 

et al., 2021). 

Pampa is the second smallest biome in the country, occupying an area of 176,496 km 

2. It is present in the state of Rio Grande do Sul (Barbosa et al., 2022; Roesch et al., 2009). The 

region is a temperate zone, with well-defined seasons, a predominantly rainy subtropical 

climate, without dry periods and negative temperatures in winter (Instituto Brasileiro de 
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Geografia e Estatística, 2019). This biome is not very dense, and its vegetation consists of 

herbaceous plants and shrubs (Barbosa et al., 2022; Roesch et al., 2009). 

Concerning biodiversity, all the Brazilian biomes can be seen as specific incredible 

habitats for a huge number of animals, plants, including macroscopic and microscopic beings. 

Regarding microorganisms, it will be focus on yeasts of the genus Rhodotorula present in all 

the Brazilian biomes to summarize where they were investigated, which species inhabit these 

sites, and the relevant gaps in relation to what other literatures has not yet addressed (Table 3).
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Table 3 - Yeasts of genus Rhodotorula found in the Brazilian biomes as promising natural sources of carotenoids. 

Brazilian 

Biome 
Yeast Origin Collection site 

Cultivation 

medium 

Total 

Carotenoid 

contents 

(µg/g or µg/L) 

Carotenoid 

composition 

Carotenoid 

identification 

Yeast 

identification 

Biomass 

(g/L) 
Reference 

Amazon 

Rainforest 

R. mucilaginosa, 

R. glutinis, 

R. aurantiaca and 

R. minuta 

Maracá 

Island/RR 

Soil from the 

Maracá 

Ecological 

Station 

Synthetic 

medium 

(YM) 

NR NR NR 

PCR, de novo 

sequencing, 

BLAST 

NR 
(Vital et al., 

2002)  

Amazon 

Rainforest 
R. mucilaginosa 

Sossego mine - 

Canaã dos 

Carajás/PA 

water in copper 

waste lake 

Synthetic 

medium 

(YEPD) 

NR NR NR Microscopy NR 
(Salvadori et al., 

2017)  

Amazon 

Rainforest 
Rhodotorula sp. 

Villages of 

Ipiranga (2nd 

Special Border 

Platoon - PEF), 

Vila Bitten court 

(3rd PEF) and 

Cucuí - AM 

rivers in the 

localities and 

close to the 

tribes 

Synthetic 

medium 

(SDA) 

NR NR NR Microscopy NR 
(Pecher et al., 

1988)  

Amazon 

Rainforest 
Rhodotorula sp. Belém/PA Brazil nut 

Synthetic 

medium 

(nutrient 

agar) 

NR NR NR 

MIDI Microbial 

Identification 

System 

NR 
(Freire & 

Offord, 2002)  

Cerrado 

R. glutinis 

R. mucilaginosa 

R. graminis 

R. aurantiaca 

R. lactose 

Barra dos 

Garças; Pontal 

do Araguaia and 

Aragarças - GO; 

UNESP - São 

José do Rio 

Preto - SP 

Sheets; fruits; 

flowers; tree 

bark; Earth; 

insects 

Synthetic 

medium 

(YM) 

118.84 µg/g 

790.31 µg/L 
NR NR PCR 6.65 

(W. R. C. 

Machado, 2018)  

Cerrado 
R. toruloides and 

Rhodotorula sp 

GO-194 – 

Aragarças/GO 

(latitude -

15.926710, 

longitude -

52.234504) 

Soil, leaves and 

flowers 

Synthetic 

medium 

(YM) 

461.59 to 

1349.54 µg/L 
NR NR PCR 

5.36-

12.83 

(W. R. M. 

Machado et al., 

2019)  

Cerrado R. mucilaginosa 

Bacaba/MT; 

Lagoa/PA; Ponte 

Alta/PA 

Unspecified 

vegetation 

Synthetic 

medium 

(YM) 

NR NR NR 

PCR, and 

comparison with 

GenBank 

NR 
(dos Santos et 

al., 2019)  
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(BLAST, 

NCBI) 

Cerrado R. mucilaginosa 

Rocky fields 

Serra do Cipó 

National 

Park/MG; south 

of Serra do 

Espinhaço/MG 

Water samples 

from 

bromeliads 

(Papiliotrema 

laurentii 

phytotelmata) 

Synthetic 

medium 

(YM) 

NR NR NR PCR NR 
(Morais et al., 

2020)  

Cerrado R. mucilaginosa 
Barra do 

Bugres/MT 
Fruits 

Synthetic 

medium 

(YPD) 

NR NR NR NR NR 

(de Andrade 

Silva et al., 

2019)  

Cerrado 

R. mucilaginosa 

and Rhodotorula 

diobovata 

Arinos/MG 

fruits of 

Annona 

crassiflora 

Mart. 

(araticum), 

Syagrus 

oleracea Becc 

(guariroba 

coconut), Butia 

capitata (azedo 

coconut) 

Synthetic 

medium 

(YM) 

NR NR NR 
Sanger method 

skin sequencing 
NR 

(Vale et al., 

2021)  

Cerrado R. lactose 
Barra do 

Garças/MT 

ground; sheets; 

tree bark; 

flower petals 

Synthetic 

medium 

(YM) 

194.17 µg/g - 

776.67 µg/L ||  

 

CCD = 131.55 

to 147.36 µg/g  

and 1019.84 to 

1387.63 µg/L 

NR NR PCR 

6.60 || 

CCD= 

5.05 - 

10.72 

(W. R. C. 

Machado & 

Bianchi, 2021) 

Caatinga 
R. mucilaginosa 

(former R. rubra) 
Not specified 

oral cavity of 

the snake 

Lygophis 

dilepis and the 

skin of the frog 

Rhinella jimi 

Synthetic 

medium 

(YEPD) 

NR NR NR PCR NR 
(Castelo-Branco 

et al., 2021)  

Caatinga 

R. acheniorum, 

R. aurantiaca, 

R. glutinis  

R. mucilaginosa 

R.. aurantiaca 

Garanhuns, São 

Vicente Férrer 

and 

Macaparana/PE 

Vitis labrusca 

in 

Garanhuns/PE; 

Coffea arabica 

leaves in 

Garanhuns/PE; 

Synthetic 

medium 

(PDA; SDA; 

YPG) 

NR NR NR 

Morphological 

identification by 

microscopy 

NR 

(T. E. F. de 

Lima et al., 

2013)  



56 
 

 

São Vicente 

Férrer and 

Macaparana 

Caatinga 
R. glutinis  

R. mucilaginosa 

Pici Campus, 

UFC - 

Fortaleza/CE 

Ground 

Synthetic 

medium 

(MGYP, 

potato-

glucose agar) 

NR NR NR 

Spectrophotome

try with 

VITEC®2 mass 

spectrum from 

BioMéreiux® 

SA 

NR 
(Cunha et al., 

2018)  

Caatinga Rhodotorula sp. 

Furna do 

Morcego cave - 

Catimbau 

National Park 

(PARNA 

Catimbau) in 

Pernambuco. 

Carven air, 

guano, bat oral 

cavity, wings 

and hair 

Synthetic 

medium 

(SDA) 

NR NR NR 

Morphological 

(microscopy), 

PCR and 

sequencing 

NR 
(M. L. de S. 

Pereira, 2021)  

Caatinga R. glutinis 
Caatinga in the 

state of PE 
Semi-arid soil 

Synthetic 

medium 

(Sabouraud) 

+ 

supplementati

on with crude 

glycerin and 

corn liquor 

123.12 to 

156.65 µg/g 
β-Carotene HPLC NR 4.98 

(Andrade et al., 

2016)  

Caatinga 

R. mucilaginosa, 

R. glutinis 

Rhodotorula sp. 

Morro da 

Pioneira - Serra 

da Jiboia region 

- BA 

Bromeliad 

flowers and 

water 

Synthetic 

medium (YE) 
NR NR NR 

API 20 C AUX 

System 
NR (Santos, 2012)  

Atlantic 

Forest 
R. glutinis 

Campinas and 

Holambra/SP 

Tomato puree, 

soil from 

Campinas, 

sugar cane 

leaves and soil 

from Holambra 

Synthetic 

medium 

(GPYM) 

54.7µg/g to 

61.4µg/g 

β-Carotene 

and 

Torulene 

HPLC 

Comparative 

analysis of 

morphology, 

physiological 

and metabolic 

characteristics 

6.7 – 8.7 
(Maldonade et 

al., 2007)  

Atlantic 

Forest 
R. mucilaginosa 

São José do Rio 

Preto/SP 

Soil, leaves, 

flowers, tree 

bark and grass 

Synthetic 

medium 

(YM) 

111.69 µg/g 

283.35 µg/L 
NR NR NR 

3.27 to 

6.30 

(W. R. C. 

Machado et al., 

2019)  

Atlantic 

Forest 
R. mucilaginosa 

Bairro Novo and 

Casa Caiada 

beaches in 

Olinda/PE 

Sand and sea 

water 

Synthetic 

medium 

(SDA and 

YE) 

NR NR NR 

Physiological 

observation by 

microscopy 

NR 
(Loureiro et al., 

2005)  
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Atlantic 

Forest 
Rhodotorula sp. 

Southeastern 

Brazil 
Not specified 

Synthetic 

medium 

(GYMP) 

NR NR NR Not specified NR 

(Alvarado‐

Huallanco & 

Maugeri‐Filho, 

2010)  

Atlantic 

Forest 
R. mucilaginosa 

Catanduva, 

Colina, Elisiário 

and Novais/SP 

Orange leaves 

(Citrus 

sinensis) 

Synthetic 

medium 

(YM) 

NR NR NR 

ITS sequencing 

sequence from 

BLAST analysis 

and scanning 

electron 

microscopy 

NR (Gai et al., 2009)  

Atlantic 

Forest 
R. paludigena Ilhéus/BA 

Cocoa tree 

(leaves, 

flowers and 

fruits) 

Synthetic 

medium 

(YEPD) 

NR NR NR 

Common 

microscopy and 

PCR and 

comparison with 

NCBI 

NR 
(Neto et al., 

2021)  

Atlantic 

Forest and 

Pampa 

R. mucilaginosa 

Paraná, Santa 

Catarina and Rio 

Grande do Sul 

Freshly 

extracted apple 

must 

Synthetic 

medium 

(YALYS, 

rose bengal 

chlorampheni

col, YMA 

and GPYB) 

NR NR NR 

Satellite 

prepared 

Micro/mini PCR 

(MPP-PCR) 

fingerprint 

method. 

NR 
(Pietrowski et 

al., 2018)  

Pampa R. mucilaginosa 

Sul-

Riograndense 

Shield and the 

East Coast of the 

South region 

Soil, bark, 

flowers leaves 

and fruits 

Synthetic 

medium 

(YM) 

230 to 360 

µg/L 

β-Carotene 

and β-

Cryptoxanth

in 

HPLC 

Mini/microsatell

ite-primed 

PCR technique 

(MSP-PCR) 

12.02 to 

12.49 

(Otero et al., 

2019)  

Pampa R. mucilaginosa 

Middle Coast 

and South 

Shield-Rio-

Grandense/RS 

Not specified 

Synthetic 

medium 

(YM) 

17.6 to 83.5 

µg/L 

Astaxanthin, 

Lutein and 

β-Carotene 

HPLC 

Mini/microsatell

ite-primed 

PCR technique 

(MSP-PCR) 

6.4 
(Cipolatti et al., 

2019)  

Pampa R. mucilaginosa 
Rio Grande do 

Sul 

Aerial parts of 

plants 

Synthetic 

medium 

(DAS) 

NR NR NR Microscopy NR 
(Barros et al., 

2013)  

Pantanal 

R. aurantiaca; R. 

glutinis; R. 

minuta; R. 

mucilaginosa 

Cuiabá and 

Várzea 

Grande/MT 

Dust of 

libraries 

Synthetic 

medium 

(Sabourand 

agar) 

NR NR NR NR NR 
(Leite Júnior et 

al., 2018) 

Note: AM = Amazonas state. BA = Bahia state. CCD = Central Composite Design. CE = Ceará state. GYMP = Glucose, Yeast extract, Malt, Peptone.  GO = Goiás state. GPYM = Glucose, Peptone, 

Yeast extract, Malt. NCBI = National Center for Biotechnology Information. NR = not reported. PA = Pará state. PDA = Potato Dextrose Agar. PE = Pernambuco state. PCR = Polymerase chain 



58 
 

 

reaction method. RR = Roraima state. RS = Rio Grande do Sul state. SDA = Sabouraud Dextrose Agar. SP = São Paulo state. HPLC = High Performance Liquid Chromatography. MG = Minas 

Gerais state.  MT = Mato Grosso state. MGYP = Malt extract Glucose Yeast extract Peptone agar. NR = not reported. UFC = Federal University of Ceará. YE = Yeast Extract. YEPD = Yeast Extract 

Peptone Dextrose. YMA = Yeast Mannitol Agar. YPD = Yeast Peptone Dextrose. YPG = Yeast Extract Peptone Glycerol. YM = Yeast Malt
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Figure 5 - Layout of Rhodotorula species in Brazilian biomes. 

 
Note: Adapted from Instituto Brasileiro de Geografia e Estatística (2024) 

 

In the Amazon region, some studies reported the presence of R. mucilaginosa in 

samples from mines in Southeast Pará using its dead mass for nanobioremediation, recovery of 

silver metals and absorption of metallic copper ions in wastewater (Salvadori et al., 2014, 2017). 

Furthermore, species were found in soils at the Maracá Ecological Station in Roraima, with 

emphasis on R. mucilaginosa, R. glutinis and R. minuta. In this study, resistance to mycocins in 

Williopsis saturnus, Issatchenkia sp. and Saccharomyces exiguus also isolated from the same 

region (Vital et al., 2002), and R. rubra/mucilaginosa was isolated in samples of non-
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keratinophilic soil (Mok et al., 1984). During the data collection, there were few studies on 

yeasts of the Rhodotorula genus in Amazonia compared to other biomes, which is surprising 

since this biome is a biodiversity hotspot as it concentrates endemic species of plants, 

invertebrates, and yeasts (Barros et al., 2013; Myers et al., 2000). The reasons may be diverse, 

from lack of interest or lack of investment in research that discovers the presence of this genus 

in the Amazon region to the difficulty in going to places to collect samples. 

In studies with the objectives of describing the occurrence and diversity of yeasts 

cultivable in Cerrado fruits and evaluating the potential of isolated strains for the production of 

carotenoids, some species of Rhodotorula were found (R. glutinis, R. mucilaginosa, R. 

graminis, R. aurantiaca, R. lactosa, R. diobovata, R. toruloides). These species were present in 

leaf samples, fruits (Anacardium humile Mart., Annona crassiflora Mart., Butia capitata Mart., 

Caryocar brasiliense Cambess, Eugenia dysenterica DC., Hancornia speciosa Gomes, 

Hymenaea stigonocarpa Mart. Ex Hayne , Mauritia flexuosa Lf., Passiflora cincinnata Mast., 

Psidium cattleyanum Sabine, Solanum lycocarpum A.St-Hil, Syagrus oleracea Becc and Talisia 

esculenta Radlk), flowers, tree bark, soil, and insects, although plant and insect species were 

not mentioned in the studies (W. R. C. Machado, 2018; W. R. C. Machado et al., 2019; Vale et 

al., 2021). 

In the research of W. R. C. Machado & Bianchi (2021), Rhodotorula yeasts were 

isolated from soil and cultivated in synthetic/commercial medium (YM), followed by 

identification by DNA analysis (PCR), and the authors highlighted R. lactosa with high 

carotenoid production of 194.17 μg/g (dry basis) and 776.67 μg/L (wet basis) in 6.6 g/L of 

biomass. After applying the optimization of carotenoids production by the central composite 

design (DCC) 22, with low agitation (130 rpm) and at room temperature (25 ºC), the production 

was favored, reaching 188.40 μg/g of carotenoids in 5.05 g/L of biomass. The same authors 

showed an expressive increase in the volumetric production of carotenoids by reducing the 

components of the culture medium associated with high levels of glucose and concluded that 

R. lactosa needs small amounts of nitrogen sources and large amounts of carbon sources. 

In an investigation of W. R. C. Machado (2018), the authors selected wild 

carotenogenic yeasts from the Cerrado biome, specifically from soils, flowers, leaves and fruits, 

but without specifying the species of flowers, leaves and fruits, and not even showed on map 

the exact location of yeast-soil isolated, which demonstrated some lack of information. The 

medium used for the collection was Yeast Malt (YM), being Potato Dextrose Agar (PDA) used 

for the characterization of isolated and pure strains, GYMP (Glucose, Yeast extract, Malt 
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Extract and Monobasic sodium Phosphate) for the maintenance of strains, and finally YM for 

the inoculum. 

In the Caatinga biome, studies demonstrated the presence of Rhodotorula in samples 

taken from the oral cavity and cloaca of reptiles, from the surface of the skin of amphibians 

(Castelo-Branco et al., 2021), bats (from the oral cavity, wings and hair) and in caves (from the 

air and guano – natural organic fertilizer which originates from the mixture between bat 

excrement and cave minerals), but this research did not focus on the production of carotenoids 

(M. L. de S. Pereira, 2021). Studies by Andrade et al. (2016) and Mendes-Silva et al. (2020) 

reported the presence of β-carotene produced by R. glutinis in semi-arid soil samples from the 

Caatinga biome. According to the authors, the total carotenoid content was 123.12 µg/g, in the 

absence of light. With the supplementation of crude glycerin, steep corn liquor and peptone, 

there was an increase in production, reaching 127.86 µg/g after 96 hours of cultivation, under 

the influence of blue LED light. During the optimization runs, the presence of β-carotene was 

confirmed by HPL in the supplemented media plus the addition of blue LED and its exclusion, 

with the yield being higher in the absence of light (100.60 µg/g) than in its presence (82.02 µg 

/g). 

On the other hand, several studies were developed in the Atlantic Forest region, mainly 

in the state of São Paulo (Alvarado‐Huallanco & Maugeri‐Filho, 2010; Maldonade et al., 2012; 

Squina et al., 2002). A greater variety of yeast species were found: R. mucilaginosa, R. graminis, 

with 8.7 g/L of biomass production and 61.4 µg/g of carotenoid production (Maldonade et al., 

2007), being R. glutinis (Santos, 2012) and R. minuta (Mautone, 2008) also found in this region. 

These Rhodotorula yeasts were isolated from samples of soil, leaves, fruits, flowers and 

processed foods, with β-carotene predominant in R. graminis, and torulene the predominant 

carotenoid in R. mucilaginosa (Maldonade et al., 2007). Moreover, Rhodotorula yeasts were 

also isolated from fig tree species (Ficus cestrifolia, F. lushnathiana and Coussapoa 

microcarpa) (Mautone, 2008), from flowers belonging to the species Sobralia liliastrum, 

Epidendrum secundum, Fabaceae sp., Mirtaceae sp., Lamiaceae sp, and from water from a 

pond bromeliad belonging to the species Alcantarea nahoumii (Santos, 2012). 

In the Pampa biome, the presence of Rhodotorula in the Rio Grande do Sul State, on 

the east coast of the southern region, mainly represented by R. mucilaginosa, was found in 

samples of aerial parts of plants, soil, bark of trees, leaves, fruits and apple must, but the 

environmental species from which these samples were taken were not informed. In this species, 

β-carotene, β-cryptoxanthin, astaxanthin, and lutein were the carotenoids identified (Barros et 

al., 2013; Cipolatti et al., 2019; Otero et al., 2019), being 13.5 g/L of biomass obtained in YM 
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medium after 96 h. From this biomass, 93.9 µg carotenoids/g of were observed and 1068.5 µg 

carotenoids/L were obtained, with high productivity in the YM medium (83.5 µg 

carotenoids/L/h) (Cipolatti et al., 2019). The results obtained by Otero et al. (2019), also in YM 

medium, showed biomass of 11.23 g/L and 280 µg carotenoids/L. 

Regarding the Pantanal biome, during the information gathering, few studies have 

found that reported Rhodotorula. In these studies, samples of fruits, flowers and dusts were 

collected; and some species identified as R. aurantiaca, R. glutinis, R. minuta and R. 

mucilaginosa  (Hernalsteens, 2006; Leite Júnior et al., 2018; Maugeri & Hernalsteens, 2007). 

Furthermore, the exact locations (city, municipality, environmental park, or other location) from 

where the Rhodotorula yeasts had been taken were not reported, nor the carotenoid 

determination were carried out in most studies. 

 

6. OTHER RELEVANT INSIGHTS 

 

In general, optimization procedures varying the process conditions of biotechnological 

cultivation were the most frequent strategies adopted by the researchers aiming to increase 

carotenoid production. The carotenoid contents are commonly reported as total contents, by 

spectrophotometry, which does not allow the precise assignment of the carotenoid composition, 

the results expressed as equivalents of β-carotene based on the specific absorption coefficient 

of β-carotene in a selected analytical solvent. However, one of the main gaps observed in our 

review is the lack of information regarding the individual composition of carotenoids produced 

by the isolated Rhodotorula yeasts, at least, by chromatographic techniques. By this review, 

only four papers confirmed the carotenoid composition by high performance liquid 

chromatography (Table 3). In all the Brazilian biomes, the major identified carotenoid was β-

carotene, which can be seen as an excellent observation, since it is the most used carotenoid by 

the food, pharmaceutical and cosmetic industries (Igreja et al., 2021; C. Zhang, 2018). 

According to the selected papers (W. R. C. Machado, 2018; W. R. C. Machado & 

Bianchi, 2021), the production of carotenoids by Rhodotorula yeasts seems to be high in soil 

and flowers, varying from 50 to 194 µg/g. The R. lactosa (QWRR) sample was taken from 

Cerrado soil, which showed an orange color, which was identified by PCR as R. lactosa, with 

the highest carotenoid contents (194.17 µg/g) and biomass of 4.0 g/L. The second highest 

carotenoid production (118.84 µg/g and biomass 6.65 g/L) was reported for R. glutinis (ADSF) 

from flower samples, whose strain showed a pinkish color. 
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After maximizing the biotechnological procedure by varying stirring and temperature 

of cultivation, high contents of carotenoids were observed for R. lactosa (188.4 µg/g in 5.05 

g/L of biomass) and for R. glutinis (92.52 µg/g in 8.14 g/L of biomass). For both the yeasts 

cultivation, changes in the total contents of carotenoids and biomasses seemed to occur at the 

lowest level of agitation (130 rpm) and temperature (25 ºC) after 144 h of cultivation at initial 

pH of 5 (W. R. C. Machado, 2018). Furthermore, in this same study, R. mucilaginosa, which 

was obtained at the São Paulo State University (UNESP, São José do Rio Preto, SP, Brazil), 

belonging to both the Cerrado and Atlantic Forest biomes, with no specification about the 

collection site, produced 252.99 µg carotenoids/g in 16.46 g/L of biomass, cultivated at 25°C, 

pH of 6.5 and agitation at 130 rpm. 

In another study also by W. R. M. Machado et al. (2019), with samples of soil, leaves 

and fruits, and again without specifying the plant species, the microorganisms were inoculated 

in YM medium, which later showed a pinkish color. After identification by PCR, it was found 

that the colonies were R. toruloides and Rhodotorula sp, and they showed carotenoid production 

of 639.05 µg/L and 609.80 µg/L, respectively. After the optimization procedure, the authors 

concluded that R. toruloides required minimal amounts of nitrogen to maintain cell 

development and large amounts of carbon for carotene synthesis, in addition to pH 6 for the 

production of carotenoids (106.92 µg/g) (W. R. M. Machado et al., 2019). 

The species R. mucilaginosa was found in the Cerrado region in the states of Mato 

Grosso (municipality of Bacaba), Pará (in Lagoa and Alta) (dos Santos et al., 2019), Minas 

Gerais (Parque Nacional da Serra do Cipó and Serra do Espinhaço) (Morais et al., 2020) and in 

another city in the Mato Grosso state, called Arinos  (Vale et al., 2021). 

Comparing the gathered information, it is clear that some investigations did not specify 

relevant information such as the plant and fruit species (Barros et al., 2013; Otero et al., 2019) 

in the Pampa biome, which could make it difficult to reproduce the study. The same situation 

occurred in studies in the Pantanal biome, with the lack of the exact location for sample 

collection (Hernalsteens, 2006; Leite Júnior et al., 2018; Maugeri & Hernalsteens, 2007). In the 

Atlantic Forest, plant species used were not mentioned (Alvarado‐Huallanco & Maugeri‐Filho, 

2010; Maldonade et al., 2007). Most research carried out in this biome used samples from plant 

sources, indicating a wide presence of Rhodotorulas in them. However, few studies were noted 

with qualitative and, mainly, quantitative results on carotenoid production. 

Rhodotorula yeasts are frequently found in the Caatinga and Cerrado in soil samples, 

but also quite often in plant samples (Andrade et al., 2016; W. R. C. Machado et al., 2019; W. 

R. M. Machado et al., 2019; Mendes-Silva et al., 2020). Furthermore, in the Cerrado biome, 
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studies showed a greater variety of carotenogenic Rhodotorulas species in relation to the other 

biomes, namely: R. glutinis, R. graminis, R. aurantiaca, R. lactosa and R. mucilaginosa  (W. R. 

C. Machado, 2018). 

In summary, based on this review and the figure 5, R. musilaginosa was found in all 

the Brazilian biomes, seemed to be the most frequent Rhodotorula in Brazil. The Cerrado biome 

had the largest number of Rhodotorula species, seven in total (R. glutinis, R. mucilaginosa, R. 

graminis, R. aurantiaca, R. lactose, R. toruloide, and R. diabovata), followed by Caatinga with 

five (R. mucilaginosa R. acheniorum, R. aurantiaca, R. glutinis, and R. aurantiaca), Amazon 

Rainforest with four (R. mucilaginosa, R. glutinis, R. aurantiaca, and R. minuta) and Pantanal 

with also four (R. aurantiaca, R. glutinis, R. minuta and R. mucilaginosa). 

 

7. CONCLUSION AND FUTURE PERSPECTIVES 

 

Carotenoids are very beneficial compounds with high biological and technological 

properties to be used as natural food colorants and antioxidants. These properties have been 

stimulating the global market of carotenoids for industrial application as relevant opportunities 

to increase exportation in Brazil. However, current consumers demand natural sources of food 

additives to accomplish the adoption of healthier habits, but mostly commercially available 

carotenoids are still produced by chemical synthesis as such method results in high yields and 

less industrial cost. Our review intended to highlight alternative biotechnological options to 

produce carotenoids by Rhodotorula yeasts that do not depend on availability, seasonality or 

other agronomic and geographic factors as compared to plant sources. 

All the Brazilian biomes have high potential to contribute with a number of 

Rhodotorula yeasts to be further investigated to the production of selected carotenoids to 

stimulate the growing of national bioeconomy. It becomes clear that all the Brazilian biomes 

need more research focused on the identification of carotenoids sources as very few have been 

developed and much more can still be discovered and improved in this area. 
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RESUMO 

 
Os carotenoides são compostos bioativos que atuam como pigmentos naturais, são encontrados 

em plantas, animais, algas e microrganismos, e possuem diversos benefícios à saúde humana 

como o fortalecimento do sistema imunológico e a redução do risco do desenvolvimento de 

doenças crônicas degenerativas. Industrialmente, a produção de carotenoides é obtida por 

síntese química ou por meio de extrato de algas e plantas. No entanto, devido à crescente 

demanda pela substituição de aditivos químicos sintéticos nos alimentos por aditivos naturais, 

torna-se necessário a obtenção de carotenoides por processos biotecnológicos. Neste trabalho, 

foi realizado um estudo de caráter exploratório focado na identificação molecular de leveduras 

produtoras de carotenoides disponíveis em uma microrregião do bioma Amazônia, com foco 

em evidenciar micro-organismos produtores de carotenoides por via biotecnológica para futuras 

aplicações no setor alimentício, cosmético e farmacêutico. Foram coletadas amostras de folhas, 

flores, solo e cascas de árvores, e dentre elas foram 4 cepas promissoras foram isoladas e 

identificadas da filosfera de folhas de filodendro (Philodendron hederaceum): 

Rhodosporidiobolus ruineniae (PH-18(I)), Rhynchogastrema noutii ou Hannaella pagnoccae 

(dPH-8(I)), Leucosporidium egoroviorum ou Lyomyces sp. (dPH-8(II)), e Rhodotorula diobovata 

ou Rhodotorula glutinis (PH-22(II)). A cepa PH-18(I) apresentou rendimento de biomassa de 0,26 

a 0,76% e teor de carotenoides totais de 139,70 µg/g biomassa seca. A cepa dPH-8(I) apresentou 

rendimento de biomassa de 0,43 a 0,96% e teor de carotenoides totais de 54,26 µg/g. A cepa 

dPH-8(II) exibiu rendimento de biomassa de 0,35 a 1,12% e teor de carotenoides totais de 52,71 

µg/g, enquanto a cepa PH-20(II) apresentou rendimento de biomassa de 11,63 e 23,67 e teor de 

carotenoides totais de 44,98 µg/g. Os carotenoides identificados nesse estudo foram 13Z-β-

caroteno, (all-E)-β-caroteno e 9Z-β-caroteno, sendo o (all-E)-β-caroteno o majoritário. Os 

resultados encontrados neste estudo destacam uma perspectiva muito promissora para futuras 

prospecções de micro-organismos produtores de pigmentos no bioma Amazônia sendo 

alternativa para substituir o processo de obtenção dos carotenoides por via sintética ou por 

exploração de fontes vegetais. 

 

Palavras-chave: Carotenoides; Rhodotorula; biomas; Brasil; Amazônia; β-caroteno. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

Os carotenoides são compostos bioativos lipossolúveis usados como pigmentos 

naturais, são encontrados em plantas, animais, algas e microrganismos (Igreja et al., 2021). Já 

foi relatada a biossíntese de carotenoides por alguns artrópodes hemipteranos (pulgões 

adelgídeos, filoxerídeos) devido uma transferência lateral de gentes proveniente de um 

ancestral em comum (Cobbs et al., 2013; Grbić et al., 2011; Moran & Jarvik, 2010), mais de 

850 carotenoides foram relatados nas literaturas. A maioria dos carotenoides consiste em oito 

unidades de isoprenos, com um esqueleto de 40 carbonos, formando os tetraterpenoides. Além 

disso, eles podem ser divididos em dois grandes grupos: os carotenos, formado por compostos 

hidrocarbonetos e as xantofilas, que são os derivados oxigenados dos carotenos (Igreja et al., 

2021; Maoka, 2020). 

Alguns desses compostos, como por exemplo o β-caroteno, são precursores da 

vitamina A (retinol), possuem efeito potencial contra o estresse oxidativo sequestrando 

importantes espécies reativas de oxigênio (RSO) para o sistema fisiológico e alimentício, como 

o radical peroxila (ROO•) e o oxigênio singleto (1O2), possuem benefícios associados ao 

fortalecimento do sistema imunológico e a redução do risco de doenças crônicas degenerativas 

como câncer, doenças cardiovasculares, degeneração macular, catarata, inflamação, dentre 

outros (Frengova & Beshkova, 2009; Igreja et al., 2021). Logo, devido a essas importantes 

propriedades biológicas, os carotenoides possuem aplicação tecnológica e industrial na área 

farmacêutica, química, cosmética, alimentícia e biotecnológica (Frengova & Beshkova, 2009; 

Igreja et al., 2021; Vila et al., 2008). 

Na indústria, a produção de carotenoides é obtida, majoritariamente, por síntese química 

ou por meio de extrato de algas e plantas (Frengova & Beshkova, 2009). Os valores para a 

produção de carotenoides como astaxantina variam entre $1000 e 7000/kg, para o β-caroteno 

entre $343,54 e 499,59 (Igreja et al., 2021; Khoo et al., 2019; Zhang et al., 2020). Todavia, com 

a crescente preocupação com o uso de aditivos químicos nos alimentos e o aumento de 

consumidores desejando consumi-los de forma natural, alinhada com a possibilidade de 

baratear ainda mais o processo de obtenção de carotenoides, faz-se pertinente o interesse em 

obtê-los por processos biotecnológicos. 

De acordo com a BCC Research (2022), o mercado global de carotenoides atingiu 

cerca de U$ 2 bilhões, com previsão de alcançar U$ 2,7 BI em 2027, com taxa de crescimento 

anual de 5,7%. Entre os principais carotenoides comercializados globalmente estão: bixina, 

astaxantina, β-caroteno, β-apo-8-carotenal, β-apo-8-carotenal-ester, cantaxantina, capsantina, 
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luteína, licopeno e zeaxantina. No Brasil, de acordo com os dados estatísticos do Comércio 

Exterior do Ministério da Indústria (2023), em exportações foram adquiridos US$1.380.508,00 

de carotenoides e seus derivados entre janeiro de 2013 e julho de 2023 e gastos US$ 

98,074,789.00 em importações no mesmo período. 

De acordo com as informações já mencionadas, os carotenoides, em sua maioria 

(90%), são produzidos via síntese química. Entretanto, a demanda de consumidores por 

produtos com corantes naturais vem crescendo, e a aplicabilidade dos carotenoides não se limita 

somente a indústria de alimentos, mas abrange a avicultura como aditivos alimentares, na 

farmacologia na utilização contra a fotossensibilidade, diabetes, distúrbios neurológicos, e na 

cosmética como intensificador e prolongador do bronzeado (Mesquita et al., 2017; Vila et al., 

2008). Ainda, há uma limitação e um alto custo da produção de carotenoides tanto com via de 

síntese química quanto pela extração de plantas (Mata-Gómez et al., 2014). Nesse sentido, a 

utilização de microrganismos para a obtenção de carotenoides surge como uma alternativa para 

preencher essa lacuna na indústria.  

Diversos microrganismos podem sintetizar os carotenoides, como é o caso de algumas 

leveduras, dentre elas, há as do gênero Rhodotorula, uma levedura membra dos basidiomicetos, 

aeróbica estrita, que durante a fase estacionária de crescimento produz grandes quantidades de 

lipídios e carotenoides em resposta às condições de estresse em que são submetidas, como a 

exposição à luz, aumento de temperatura dentre outras condições extremas (El-Banna et al., 

2012; Zhang et al., 2014). Podem estar presentes no ar e no solo, assim como na pele humana, 

comida, frutas e fezes (Carvalho et al., 2013; Machado, 2018; Pereira, 2021). 

As leveduras do gênero Rhodotorula produzem carotenoides e os acumulam 

intracelularmente. O teor de carotenoides pode variar entre as diferentes espécies ou até entre 

as mesmas espécies, haja vista que os fatores como bioma, condição de crescimento, 

procedimentos de extração, temperatura, pH, agitação e taxa de aeração e irradiação da luz, 

afetam consideravelmente a produção. Os principais carotenoides produzidos por elas são o β-

caroteno, toruleno, toularodina e astaxantina (Buzzini et al., 2007; Igreja et al., 2021). 

Além disso, considerando que o Brasil é rico em biodiversidade, alguns estudos 

relataram a presença de leveduras Rhodotorula no Cerrado (Machado, 2018), na Mata Atlântica 

(Alvarado‐Huallanco & Maugeri‐Filho, 2010), na Caatinga (Castelo-Branco et al., 2021), no 

Pampa (Cipolatti et al., 2019), no Pantanal (Leite Júnior et al., 2018), e poucos estudos na 

Amazônia (Salvadori et al., 2014, 2017). No entanto, até o momento, não foi realizada uma 

investigação exploratória em nenhuma dessas regiões ou nas microrregiões com foco em 
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compreender quais são as leveduras do gênero Rhodotorula e leveduras de outras espécies 

produtoras de carotenoides predominantes nesses biomas. 

Ao se fazer uma investigação das espécies de leveduras carotenogênicas e encontra-

las em locais ainda pouco ou não explorados, abre-se mais uma oportunidade para que novas 

pesquisas com viés biotecnológico surjam, contribuindo assim para mais informações à 

comunidade acadêmica, fornecendo inúmeros dados e fontes de pigmentos orgânicos para 

fomentar as indústrias brasileiras, a fim de também aumentar a produção de produtos que 

contenham carotenoides, intensificar as exportações desses biopigmentos do Brasil e obter mais 

lucros, assim, consequentemente o bem-estar dos consumidores e redução de riscos à natureza 

ao reduzir o uso de processos de obtenção de carotenoides via síntese química. 

Portanto, a presente proposta tem por objetivo fazer um trabalho de caráter 

exploratório para identificar as leveduras disponíveis em uma microrregião do bioma Amazônia 

do Brasil e avaliar a eficiência e o perfil de produção de carotenoides para futuras aplicações 

no setor industrial. 

 
2. MATERIAL E MÉTODOS 

2.1.Coleta de amostras e prospecção de leveduras produtoras de carotenoides 

 
Todas as amostras analisadas neste estudo foram provenientes do microbioma 

característico do bioma Amazônia, presente na Universidade Federal do Pará (UFPA), campus 

Belém, PA, Brasil (latitude: -1,47551; longitude: -48,45679). Para este estudo, as coletas de 

amostras foram realizadas seguindo as informações obtidas nas literaturas durante a revisão 

bibliográfica dos spots, de onde mais se obteve leveduras. As coletas foram realizadas com 

swabs esterilizados, sacolas ziplock, pá de jardinagem e caixa de isopor, todos devidamente 

sanitizados com água, sabão, álcool 70% e iluminação solar. Uma (01) amostra de solo, duas 

(02) amostras de flores (Alpinia purpurata e Syzygium malaccense), e de duas (02) amostras de 

folhas (Syzygium malaccense e Philodendron hederaceum). Foram realizadas coletas em outros 

tipos de amostras como Crescentia cujete – folha de cuieira; Ixoca coccinea - gerânio da selva; 

de Guarea guidonia – Andirobarana, de casca de árvore Calycophyllum spruceanum - Pau-

mulato, casca de bambú - Bambusoideae; porém sem presença de colônias de interesse.  

As leveduras foram isoladas a partir de amostras de solos, seguindo o protocolo de 

Carvalho et al. (2013). As amostras de folhas, flores, frutos silvestres foram coletados de acordo 

com o protocolo de Machado & Bianchi (2021), as leveduras foram coletadas com os materiais 
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anteriormente citados e água peptonada (H2Op) 1%, entre junho e novembro de 2023 e 

acondicionadas em tubos cônicos esterilizados. 

Todas as amostras foram armazenadas em caixas de isopor sanitizada, mantidas sob 

refrigeração com o auxílio de gelo, e transportadas para o Laboratório de Microbiologia 

localizado no Laboratório de Ciência, Tecnologia e Engenharia de Alimentos (LCTEA) da 

UFPA, campus Belém. 

 

2.2.Isolamento e purificação das leveduras 

 
As amostras coletadas, as quais estavam contidas em tubos cônicos com H2Op foram 

diluídas (10-1, 10-2 e 10-3), (a escolha das diluições foi baseada no número de colônias visíveis 

na placa) e as suspensões foram cultivadas em meio PDA (3,9 g em 100 mL), e PDA com 

cloranfenicol (100 mg/mL). Em seguida, as placas foram armazenadas em condição aeróbica à 

30 ºC, de 48 a 72 h (Carvalho et al., 2013). 

As colônias de leveduras que apresentaram coloração característica da produção e 

acúmulo de carotenoides (coloração entre amarelo, alaranjado e vermelho) foram submetidas à 

um novo procedimento de isolamento, pelo método de esgotamento em placa de Petri, com 

meio ágar YM (3 g/L de extrato de levedura, 3 g/L de extrato de malte, 5 g/L de peptona 

bacteriológica, 10 g/L de glicose e 25 g/L de ágar), a 30 °C por 72 h (Valduga et al., 2007), e 

PDA (30 °C por 96 h) (Carvalho et al., 2013). Foi verificado, por meio de exame microscópico, 

o grau axênico dos micro-organismos, segundo Cabral et al. (2011). 

A partir das cepas isoladas e axênicas, foram realizadas as caracterizações dos micro-

organismos utilizando em placa de Petri o meio PDA (39 g/L) contendo 100 mg/L de 

cloranfenicol (Cabral et al., 2011; Pereira et al., 2014). Os micro-organismos de interesse foram 

incubados a 30 °C por 120 h, para a confirmação da presença de leveduras. 

 

2.3.Manutenção das cepas 

 
As leveduras com aspecto pigmentado foram mantidas em tubos cônicos de 15 mL, 

contendo caldo de GYMP (glicose 2,0%, extrato de malte 1,0%, extrato de levedura 0,5% e 

NaHPO4 0,2%), com 20% de glicerol ou em tubo inclinado com ágar GYMP e óleo mineral, 

mantidas à -20 ºC para as próximas etapas. Os recultivos foram realizados a cada 1 (um) mês 

(Coelho et al., 2011; Pereira et al., 2014). 
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2.4.Ensaio de viabilidade celular 

 
Foi realizado o processo fermentativo, conforme Machado (2018) (modificado), para 

o preparo do fermentado para a suspensão celular. Em Erlenmeyer de 250 mL, foi adicionado 

1 mL de cepa em 49 mL de meio YM (3 g/L de extrato de malte, 3g/L de extrato de levedura, 5 

g/L de peptona, 10 g/L de glicose) durante 5 dias à 30 ºC e agitação a 130 rpm. 

Para a determinação da viabilidade celular, foi adotado o protocolo de Strober (2015) 

e de Riss et al. (2004), adaptado. O ensaio foi realizado em n=3 de cada isolado. O corante azul 

de metileno 0,4% em solução tampão PBS (Phosphate-Buffered Saline – solução salina 

tamponada com fosfato) – pH 7,04 foi utilizado no ensaio. Inicialmente, a suspensão celular 

contida em tubos cônicos de 2 mL , foi centrifugada por 5 min a 1609,92 x g com remoção do 

sobrenadante, seguido de nova suspensão e diluição (1:10, 1:100 e 1:1000) com PBS pH 7,04. 

Em seguida, uma alíquota de 100 µL de cada suspensão foi transferida para outro tubo cônico 

de 2 mL, adicionado de 100 µL de azul de metileno 0,4% (diluição 1:2), para posterior contagem 

em câmara de Neubauer após 5 min, a saber: 

a) Soma total de células vivas 

b) Soma total de células mortas 

c) Porcentagem de células viáveis (%cv): 
𝑛º 𝑑𝑒 𝑐é𝑙𝑢𝑙𝑎𝑠 𝑣𝑖𝑣𝑎𝑠

𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙 𝑑𝑒 𝑐é𝑙𝑢𝑙𝑎𝑠
 x 100 

 

d) Média de células por quadrante (ӯcpq): 
𝑛º 𝑑𝑒 𝑐é𝑙𝑢𝑙𝑎𝑠 𝑣𝑖𝑣𝑎𝑠

𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙 𝑑𝑒 𝑞𝑢𝑎𝑑𝑟𝑎𝑛𝑡𝑒𝑠 𝑢𝑠𝑎𝑑𝑜𝑠
  

 

e) Fator de diluição (FD): 
𝑣𝑜𝑙𝑢𝑚𝑒 𝑓𝑖𝑛𝑎𝑙 𝑜𝑢 𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙

𝑣𝑜𝑙𝑢𝑚𝑒 𝑑𝑒 𝑐é𝑙𝑢𝑙𝑎𝑠 𝑜𝑢 𝑎𝑙í𝑞𝑢𝑡𝑜 𝑑𝑎 𝑎𝑚𝑜𝑠𝑡𝑟𝑎
  

 

f) Concentração das células viáveis (Ccv) = ӯcpq x FD x 104 

 

Foi realizado o ensaio de viabilidade celular antes e após a fermentação de 5 dias a 

130 rpm, 30 ºC, sob iluminação de LED amarelo (Light Emitting Diode) (Machado, 2018; 

Valduga et al., 2007). Os resultados foram expressos em 108 cels/mL, e verificado o rendimento 

de cada isolado. 

 

 

 



84 
 

 

2.5.Reativação das cepas e preparo para extração de DNA 

 
O procedimento foi realizado com os protocolos de Machado (2018) e Valduga et al. 

(2007), com modificações. Foi preparado o caldo de YM (Yeast Malt) - 3 g/L de extrato de 

malte, 3 g/L de extrato de levedura, 5 g/L de peptona, 10 g/L de glicose – em Erlenmeyer de 

250 mL contendo 50 mL do meio. As cepas foram inoculadas e incubadas à 25 ºC, sob 

iluminação de LED amarelo durante todo o processo, a 120 rpm, por 48 h. 

Em seguida, as amostras com o meio foram transferidas para tubos cônicos (Falcon) 

de 50 mL para posterior centrifugação (1609,92 x g). Após a centrifugação, o sobrenadante foi 

retirado deixando apenas o pellet de cada amostra. Os pellets foram armazenados sob 

refrigeração (4 ºC), para no dia seguinte realizar a extração de DNA, e a corrida em eletroforese 

em gel, que foi realizada no Laboratório Engenharia Biológica (EngBio), no prédio Espaço 

Inovação localizado, no PCT Guamá (Belém, PA). 

 

2.6. Identificação molecular 

2.6.1. Extração de DNA 

 
Para essa etapa, foi utilizado o kit FastDNAtm Spin for Soil. Inicialmente, foi 

adicionado água ultrapura para resuspender os pellets para posteriormente centrifugá-los por 3 

minutos a 3.6333,5 x g, a análise celular foi realizada com o auxílio de pérolas de vidro (glass 

beads), conforme o seguinte procedimento: adicionou-se 500 µL de amostra no tubo de lise 

(Lysing Matrix E), 978 µL de tampão de fosfato de sódio e 122 µL de tampão MT, seguido de 

homogeneização por 1 min. Em seguida, centrifugou-se a 14.000 x g por 6 min para conseguir 

os debris dos pellets. 

O sobrenadante foi transferido para um tubo de microcentrifugação, adicionado de 250 

µL de PPS (Protein Precipitation Solution – Solução de Precipitação de Proteínas), seguido de 

homogeneização por inversão do tubo por 10 vezes. Após esta etapa, a suspensão foi 

centrifugada a 14.000 x g por 5 minutos para precipitar o pellet. O sobrenadante resultante foi 

transferido para outro tubo de 15 mL. Foi novamente resuspendido a suspensão da matriz de 

ligação, e adicionou-se 1 mL ao sobrenadante em tubo de 15 mL, seguido de homogeneização 

manual por 3 min. 

 O tubo contendo a suspensão foi acondicionado em estante por 3 min para permitir a 

decantação da matriz de sílica. Foi removido e descartado 500 µL do sobrenadante, tomando 
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cuidado para evitar tocar na matriz de sílica decantada. Gentilmente, a quantidade de matriz de 

sílica restante foi resuspendida, transferida aproximadamente 600 µL da mistura ao filtro Spin, 

e centrifugada a 14.000 x g por 1 min. Em seguida, o tubo foi esvaziado e adicionado a mistura 

restante ao filtro Spin e centrifugada novamente na mesma condição anterior, esvaziando-se o 

tubo novamente. Posteriormente, foi adicionado 500 µl de SWE-W, e gentilmente, o pellet foi 

resuspendido, utilizando o líquido na ponteira da micropipeta. Em seguida, a suspensão foi 

centrifugada a 14.000 x g por 1 min, sendo o tubo esvaziado e substituído por outro. Após esta 

etapa, sem qualquer adição de líquido, o tubo foi centrifugado pela segunda vez a 14.000 x g 

por 2 min para “secar” a solução de lavagem da matriz residual. Foi descartado o tubo e 

substituído por um novo e limpo, o filtro foi seco ao ar por 5 minutos, em temperatura ambiente. 

Gentilmente, foi resuspendido a matriz de ligação (acima do filtro Spin) em 70 µL de DES 

(DNase/Pyrogen-Free Water – água livre de DNase/Pirogênio), foi centrifugado a 14.000 x g 

por 1 min para trazer o DNA eluido ao tubo limpo. Foi descartado o filtro Spin. O DNA isolado 

foi utilizado para a PCR e outras aplicações downstream, e armazenado a -20 ºC para períodos 

longos de utilização ou 4 ºC para períodos curtos. 

 

2.6.2. Quantificação e preparo para a eletroforese 

 
O kit utilizado para o preparo foi o Qubit dsDNA HS Assay, Kit de 500 ensaios, 2-

1000 ng. O procedimento realizado foi o seguinte: foi preparado uma mistura de 1 µL de 

fluoróforo para 199 µL de tampão, 199 µL dessa mistura em 2 µL de DNA foi adicionada 

(purificado extraído no item anterior), realizando assim, um cálculo de concentração em ng/µL, 

ou seja, quanto há de DNA a cada microlitro em uma amostragem de 100 µL. 

A migração para a eletroforese em gel seguiu este processo: em placa de 96 poços, foi 

adicionado 3 µL de tampão de carregamento em cada poço, e 1 µL a 2 µL do DNA da amostra, 

adicionou-se as amostras e o controle positivo nos poços do gel de agarose 1% do equipamento 

de eletroforese, ligou-se o aparelho de voltagem (configuração: 100v; 150 mA). Após alguns 

minutos de corrida, o comportamento eletroforético das amostras foi analisado em 

fotoiluminador e transiluminador. 
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2.6.3. PCR 

 
O kit utilizado foi o GoTaq® Colorless Master Mix (Promega), sendo 12,5 µL de 

GoTaq colorless (DNA polimerase), 9,5 µL de água livre de nucleases (Nuclease-Free Water), 

1 µL de ITS1 (1µM) (5′-TCC GTA GGT GAA CCTG CGG-3′), 1µL de ITS4 (1µM) (5′-TCC 

TCC GCT TAT TGA TAT GC-3′) e 1 µL de DNA (10ng) da amostra. Em algumas amostras, 

utilizaram-se, também, o ITS5 (1µM) (5’-GGA AGT AAA AGT CGT AAC AAG G-3’). As 

condições no ciclo do termociclador nos 35 ciclos realizados foram: pré-aquecimento à 95 ºC 

por 2 min, desnaturação à 95 ºC por 1 min, anelamento à 55 ºC por 1 min, uma extensão à 72 

ºC por 1 min, e uma extensão final à 72 ºC por 5 min. Os amplicons foram checados em gel de 

agarose 1%, nas condições: TAE1x, e transferindos 5 µL de cada amplicon, com uma corrida 

de 20 min. Os produtos mostraram ter entre 650 e 1000 pb (pares de bases). 

 

2.6.4. Reação de sequenciamento 

 
Antes do preparo das amostras com o kit, algumas foram tratadas com ExoSAP-ITTM 

– 500 reações (Thermo Fisher, Lituânia), uma enzima responsável por limpar os produtos da 

PCR. Após isso, o kit BigDyeTM Terminator v3.1 Cycle Sequencing (Thermo Fisher, Lituânia) 

foi utilizado. Seguindo o protocolo do fabricante, para uma reação de 10 µL, foi utilizado: 1 µL 

de fluoróforo (BigDye); 1,5 µL de tampão; 0,8 µL de primer; 3,7 µL de água ultrapura e 3 µL 

de amplicon. 

As condições da corrida no termociclador foram: pré-aquecimento à 96 ºC por 1 min; 

desnaturação à 96 ºC por 15 s; anelamento à 50 ºC por 15 s, e extensão à 60 ºC por 4 min. Ao 

todo foram realizados 35 ciclos. 

 

2.6.5. Precipitação da reação 

 
Foi realizado o protocolo de etanol-EDTA com volume final de 10 µL de reação de 

sequenciamento em placa de 96 poços, com centrifugação de 5 segundos adicionado de 2,5 µL 

de EDTA (125 mM, pH 8,0); 30 µL de etanol 100% (grau de biologia molecular); incubação 

em temperatura ambiente por 15 min; centrifugação (2.25,44 x g ; 4 ºC; 45 min); lavagem com 

30 µL de etanol 70%; centrifugação por 15 min à 2.325,44 x g; nova centrifugação placa 

invertida por 5 s a 700-800 RPM; termociclador à 60 ºC por 10 min; adição de 10 µL de 
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formamida Hi-Di (altamente deionizada) em cada poço; vedação  da placa e homogeneização 

por 10 min; desnaturação à 95 ºC por 3 min. 

 

2.6.6 Análise de sequenciamento 

 
O DNA das leveduras das culturas puras foi sequenciado usando o método de 

sequenciamento de Sanger (Silva & Souza, 2022), e os protocolos adotados pelo Laboratório 

de Engenharia Biológica. Pela porção de sequenciamento e regiões ITS, foram identificados 

isolados de leveduras a níveis especiais. Para a identificação da região ITS foi amplificado 

usando os primers. A região ITS foi amplificada utilizando-se os primers ITS1 (5′-

TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3′); ITS4 (5′-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3′) e ITS5 (5’-

GGA AGT AAA AGT CGT AAC AAG G-3’). O sequenciador utilizado foi o 3500 Genetic 

Analyzer Applied Biosystems da Hitachi. O sequenciamento levou 6 h para se obter os 

resultados. As identificações foram realizadas pelo banco de dados do GenBank, fazendo 

comparações dos resultados com os BLASTs dos nucleotídeos. 

 

2.7. Preparo do inóculo e produção de carotenoides 

 
Baseada nas metodologias de Machado (2018) e Valduga et al. (2007), as colônias 

foram recultivadas em tubos inclinados contendo ágar YM e incubadas a 25 °C durante 48h, 

repetindo esse processo de repique por duas vezes. Após este período e a contagem celular com 

concentração mínima de 108 cel/mL, foi adicionado 1 mL de água peptonada estéril para 

obtenção de uma suspensão celular, ao qual foi transferida para tubos de ensaio com 9 mL de 

caldo YM, mantidas a 25 °C por 48 h. Ao final do processo, os cultivos foram homogeneizados 

e transferidos 1 mL de cada cultivo para frascos Erlenmeyers de 250 mL contendo 50 mL do 

caldo YM, previamente esterilizados a 121°C por 15 min, incubados a 150 rpm, 25 °C por 48 

h ou o tempo necessário para a contagem celular em câmara de Neubauer atingir 108 células/mL. 

Após o período de incubação, a suspensão foi centrifugada (6032 x g por 10 min), as 

células foram lavadas com água destilada e novamente centrifugadas para a remoção de 

eventuais interferentes. Após esse processo, a biomassa celular foi congelada, liofilizada, 

pesada e mantida sob atmosfera de nitrogênio a -20 °C até o procedimento de extração dos 

carotenoides. 
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2.8. Determinação da biomassa de leveduras 

 
Para a determinação da concentração de biomassa celular, foi utilizado o método 

gravimétrico segundo AOAC (1997) após 120 h de cultivo. 

 

2.9. Determinação do teor de carotenoides totais por espectrofotometria 

 
Para essa etapa, foi utilizada a metodologia de acordo com Maia et al. (2023). Foram 

pesados de 16 a 100 mg de biomassa seca, e os carotenoides presentes foram extraídos por 

maceração com celite e acetona com repetições do processo até a remoção total da pigmentação 

da biomassa. Em seguida, o extrato passou por filtração e partição em funil de separação 

contendo éter de petróleo/éter etílico (1:1, v/v), seguido de lavagem com água destilada. O 

extrato final foi evaporado à vácuo (T < 38 ºC) e resolubilizado em éter de petróleo para a 

leitura em espectrofotômetro a 450 nm (λmáx). Os resultados foram expressos em µg 

carotenoides/g de biomassa liofilizada (base seca), utilizando o coeficiente de absorção 

específico do β-caroteno em éter de petróleo (2592). 

 

2.10. Determinação do perfil de carotenoides por cromatografia 

 
O perfil de carotenoides produzidos pelas leveduras mais promissoras foi determinado 

de acordo com a metodologia de Mandelli et al. (2012) e Maia et al. (2023). As amostras foram 

analisadas em cromatógrafo líquido de alta eficiência, equipado com um detector de arranjo de 

diodos (DAD). A separação dos carotenoides foi realizada em uma coluna C30 YMC (5 µm, 

4,6 x 250 mm) com fluxo de 0,9 mL/min e temperatura da coluna ajustada em 29 ºC. Para os 

extratos de carotenoides, o gradiente linear de metanol/éter metil tert-butílico (MeOH/MTBE) 

foi de 95:5 para 70:30 em 30 min para 50:50 em 20 min, mantido a 50:50 por 10 min. Os 

carotenoides foram identificados com base na ordem de eluição na coluna C30 YMC, nas 

características do espectro UV-visível, como estrutura fina espectral (% III/II) e intensidade do 

pico cis (% AB/AII), e comparação com dados disponíveis na literatura para carotenoides de 

leveduras do gênero Rhodotorula (Maia et al., 2023). Os teores de carotenoides foram 

determinados por padronização externa através de curvas analíticas construídas com β-caroteno 

(2.5–80 μg/mL, R2 = 0.99), e os resultados foram expressos em μg/g (base seca). 
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3. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

3.1. Prospecção de leveduras em amostras coletadas no microbioma da UFPA 

 
A amostra de solo foi coletada no Parque de Ciência e Tecnologia (PCT) do Guamá 

(Figura 1) (latitude: -1.465322; longitude: -48.443703). Foi utilizado uma pá de jardinagem 

devidamente sanitizada, retirado uma quantidade e colocada em sacola ziplock também 

sanitizada. A massa retirada foi de 50 g. 

 

Figura 1 - Amostra de solo do PCT Guamá 

 
Fonte: Autor 

 

No laboratório a massa da amostra de solo foi embebida, diluída em água H20p estéril 

e misturada em vórtex, a mostra foi diluída a 10-1, 10-2 e 10-3. Foi inoculado 100 µL de cada 

diluição em placas com meio PDA (39 g/mL). As placas de 10-1 e 10-2 não apresentaram 

colônias pigmentadas, mas sim fungos filamentosos. Já na diluição 10-3, houve presença de 

colônias alaranjadas de fraca tonalidade (Figura 2). 
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Figura 2 - Placa da amostra de solo do PCT Guamá (10-3). 

 
Fonte: autor 

 

Nas amostras de água depositada nas flores da planta gengibre-vermelho (Alpinia 

purpurata), retirada com pipeta Pasteur esterilizada, e nas flores de jambo (Syzygium 

malaccense) coletadas com swabs estéreis, foram observadas colônias alaranjadas, enquanto na 

folha do jambeiro, colônias em tom avermelhado puderam ser visualizadas (Figura 3). A 

primeira foi coletada próximo ao prédio da Faculdade de Arquitetura e Urbanismo da UFPA 

(latitude: -1.47544, longitude: -48.45297), e a segunda, próxima ao prédio de Engenharia Civil 

da UFPA (latitude: -1.47443, longitude: -48.45281). 

 

Figura 3 - Amostras de gengibre-vermelho (A. purpurata) e de flor e folha de jambo (S. malaccense) juntamente 

com suas respectivas placas 

   

a b 
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a = A. purpurata; b = colônias isoladas da A. purpurata; c = flor de S. 

malaccense; d = folha de S. malaccense; e = colônias isoladas da flor de S. 

malaccense; f = colônias isoladas da folha de S. malaccense. Fonte: autor 

 

Na amostra de filodendro (Philodendron hederaceum) notou-se a presença de colônias, 

alaranjadas, avermelhadas e amareladas (Figura 4). Esta amostra foi coletada próxima ao 

portão 4 da UFPA (latitude: -1.46745, longitude: -48.44796). 

 

c d 

e f 
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Figura 4 - Amostra de filodendro (P. hederaceumi) 

 
a = P. hederaceumi; b = colônias isoladas da P. hederaceumi. Fonte: autor 

 
As placas inoculadas que previamente apresentaram presença de colônias de leveduras 

após visualização em microscópio, foram separadas para a etapa de isolamento. Após o 

isolamento foram detectados um total de 44 colônias sendo elas: 3 colônias da amostra de solo 

(placas S-2, S-4 e S-5); 8 colônias da amostra de água depositada na gengibre-vermelho – A. 

purpurata (placas B-1 à B-8); 1 colônia da folha de jambeiro (SM-1); 2 colônias em flor de 

jambo - S. malaccense (SM-2 e SM-3); 22 colônias do filodendro diluição 10-1 – P. 

hederaceum (placas da PH-1 à PH-22); 6 colônias do filodendro diluição 10-2 (placas SH-1, 

SH-2, SH-3, SH-4, SH6; dPH-7 e dPH-8) – Figuras 5, 6, 7, 8 e 9, respetivamente. Foram 

realizadas coletas em outros tipos de amostras como Crescentia cujete – folha de cuieira; Ixoca 

coccinea - gerânio da selva; de Guarea guidonia – Andirobarana, de casca de árvore 

Calycophyllum spruceanum - Pau-mulato, casca de bambú - Bambusoideae, porém sem 

presença de colônias de interesse. 

 
 

a b 
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Figura 5 - Placas da amostra de solo do PCT Guamá (diluição 10-3) em meio PDA com cloranfenicol (100 

mg/mL) 

     
Fonte: autor 

 

Figura 6 - Placas de gengibre-vermelho (A. purpurata) em meio PDA com cloranfenicol (100 mg/mL) 

      

     

   
Fonte: Autor 
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Figura 7 - Placas folha e flor de jambo (S. malaccense) em meio PDA com cloranfenicol (100 mg/mL) 

      
Fonte: autor 

 

Figura 8 - Placas das amostras de filodendro (P. hederaceum), diluição 10-1 em meio PDA com cloranfenicol 

(100 mg/mL)p 
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Fonte: autor 
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Figura 9 - Placas das amostras de filodendro (P. hederaceum), diluição 10-2 em meio PDA com cloranfenicol 

(100 mg/mL) 

      

      

 
Fonte: Autor 
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A Tabela 1 mostra as informações resumidas dos locais de coleta com o número de 

colônias. 

 

Tabela 1 - Colônias isoladas das amostras provenientes do campus da Universidade Federal do Pará (UFPA). 

Origem 
Nº de 

colônias 
Colônias 

Solo 3 S-2; S-4; S-5 

Água depositada em A. purpurata 8 B-1; B-2; B-3; B-4; B-5; B-6; B-7; B-8 

Superfície da folha de jambo 

(S. malaccense) 
1 SM-1 

Flor de jambo (S. malaccense) 2 SM-2; SM-3 

Superfície da folha de P. hederaceum 

(diluição 10-1) 
22 PH-1 até PH-22 

Superfície da folha de P. hederaceum 

(diluição 10-2) 
7 SH-1, SH-2, SH-3, SH-4, SH-6, dPH-7 e dPH-8 

 

As placas S-2, S-4 e S-5 da amostra de solo, após passarem por mais uma etapa de 

isolamento, mostraram colônias levemente amareladas. No trabalho de Zeni et al. (2011), foram 

encontradas leveduras que produziam carotenoides amarelos, entre elas, amostras de solo de 

vinícola do Rio Grande do Sul. Já no estudo de Machado et al. (2019), foi encontrado 

Rhodotorula mucilaginosa também em amostra de solo na cidade de São José do Rio Preto/SP. 

Otero et al. (2019) na região do Escudo Sul-Riograndense e na Costa Leste do Rio Grande do 

Sul encontraram leveduras em amostras de solo, 30 leveduras em tom de amarelo cujo suas 

biomassas variaram de 1,28 g/L a 11,67 g/L, e seus carotenoides totais de 0,00 µg/g a 122,82 

µg/g ou de 0,00 µg/L a 905,30 µg/L. E ainda, Vital et al. (2002) encontraram leveduras do 

gênero Rhodotorula (R. aurantiaca, R. glutinis, R. minuta e R. mucilaginosa) no solo da floresta 

Amazônica no estado de Roraima em um estudo de leveduras micocinogênicas. 

As placas B-1 a B-8 apresentaram colônias avermelhas, alaranjadas e amareladas. A 

pigmentação vermelha pode ser devido a presença de toruleno (C40H54) e torularrodina 

(C40H52O2) (Kot et al., 2018), já as colônias laranjas e amarelas podem indicar a presença de β-

caroteno (Azmi et al., 2011). Um estudo já demonstrou propriedades farmacológicas 



99 
 

 

(antioxidante, antibacteriana) além de atividades larvicida, citotóxica e vasodilatadora para 

esses carotenoides (Chan & Wong, 2015). As pigmentações apresentadas podem representar 

algumas espécies características do gênero Rhodotorula, a saber, vermelha (R. glutinis), 

amarelo (R. mucilaginosa ou R. bacarum) e laranja (R. babjevae ou R. diobovata) (Tang et al., 

2019). 

As placas SM-1, SM-2 e SM-3 apresentaram coloração amarelada e uma pigmentação 

entre o vermelho e o laranja. Todas provenientes da folha e flor de jambo. O jambo (S. 

malaccense) é uma fruta tropical da família Myrtaceae e é comumente chamada de maçã rosa 

ou jambo. Esta fruta pode ser encontrada em todo o território brasileiro (Tamiello et al., 2018). 

Já foi relatada a presença de leveduras nessa fruta na região de Cali e Neiva - Colômbia, entre 

elas, as do gênero Rhodotorula (Ramírez-Castrillón et al., 2019; Trujillo & Echeverry 

Hernández, 2015). 

As amostras de filodendro (P. hederaceum), diluições 10-1 (de PH-1 a PH-22) e 10-2 

(SH-1; SH-2; SH-3; SH-4; SH-6; dPH-7; dPH-8) foram consideradas as amostras mais 

promissoras e com maior diversidade de leveduras por apresentarem colônias distintas com 

pigmentação vermelha, laranja, rosa e amarelo. Watcharawipas & Runguphan (2023) relataram 

a mistura de carotenoides, incluindo γ-caroteno, β-caroteno, toruleno e torularrodina, nas 

leveduras de coloração avermelhada. A cor laranja de algumas leveduras está atrelada, 

majoritariamente, aos alimentos como a cenoura, sendo α-caroteno o carotenoide mais 

associado a essa pigmentação (Singh et al., 2023). A coloração rosa foi ligada à Rhodotorula 

glutinis (Hernández-Almanza et al., 2014), e a uma nova espécie (Rhodotorula portillonensis 

sp. nov.) isolada do sedimento marinho das águas rasas da Antártica (Laich et al., 2013). Ainda, 

o astaxantina é associado a essa coloração presente em animais aquáticos (salmão, camarão 

etc.) e pena de aves (flamingo) (Langi et al., 2018). 

Philodendron é o gênero Neotropical da família Araceae bastante diverso nas 

morfologias das folhas e formas de vida. A presença dele foi relatada na Amazônia, Mata-

Atlântica, Cerrado e Caatinga. Além disso, 168 espécies foram descritas (Canal et al., 2018; 

Loss-Oliveira et al., 2016). Até o momento da escrita dessa dissertação, não foram encontrados 

artigos e documentos que relacionem o P. hederaceum à presença de leveduras produtoras de 

carotenoides. 

Importante salientar, foi observada uma diferença na presença de microrganismos 

pigmentados durante o período da coleta de amostras. Nos meses de junho até agosto houve 

grande presença de colônias coloridas, mas entre setembro e novembro o oposto foi observado. 

Nessa época ocorre na região Norte do país um fenômeno denominado popularmente de “verão 
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amazônico”, o  qual tem origem na Zona de Convergência Intertropical, uma espécie de 

“cinturão de nuvens que ocorre em volta do planeta e que se desloca seguindo o movimento 

aparente do sol”, isso causa o aquecimento das águas dos oceanos e redução da precipitação de 

chuva na região. É um dos períodos mais quentes do ano podendo chegar à temperatura de 40 

ºC (Chérolet, 2023). 

Além disso, foi observada a diferença no número de colônias pigmentadas em 

momentos diferentes do dia. Após os processos de isolamento e inoculação, as colônias 

coletadas no período da manhã, quando há maior incidência de raios solares, apresentaram mais 

pigmentos, uma média de 20 colônias de interesse. Por outro lado, das colônias de amostras 

coletadas no período da tarde, após a ocorrência de chuvas, com menor intensidade de raios 

solares, apresentaram maior número de colônias brancas e opacas foram constadas (média de 

10). 

A partir dessa observação foi indagado o motivo, se porventura, a incidência de luz 

solar influenciaria ou não na presença de leveduras coloridas, e de acordo com Lababpour et al. 

(2005) e Tatsch (2008),  a incidência luminosa certamente pode influenciar na produção de 

carotenoides presentes nas leveduras e em suas colorações. Além disso, em um estudo de 

Andrade et al. (2016), a luz azul de LED (light-emitting diode), apresentou efeito positivo 

aumentando a produção de carotenoides totais (127,86 µg/g), durante 96 h, em Rhodotorula 

glutinis em meio YPD contendo glicerina 10%, licor de milho 0,8% e peptona 0,3%. 

Infelizmente, algumas colônias foram perdidas devido a contaminação por fungos 

filamentosos, dificultando a axenização das placas e posterior armazenamento. No entanto, para 

algumas colônias, foi possível axeniza-las duas vezes até total isolamento da cepa de interesse, 

e a partir do isolamento completo de tais colônias selecionadas, foi dado prosseguimento às 

demais etapas desta pesquisa. 

 

3.2. Viabilidade das leveduras isoladas antes e após a fermentação 

 
O ensaio com azul tripano foi proposto a cerca de um século e ainda é amplamente 

usado para a análise de viabilidade celular. Esse método é utilizado, normalmente, com 

hemocitômetro/câmara de Neubauer e microscópio de luz. Seu conceito é a exclusão das células 

vivas das mortas, devido ao dano na membrana plasmática. O mecanismo de coloração seletiva 

de células mortas pode envolver impermeabilidade de agregados de azul de tripano (Piccinini 

et al., 2017; Riss et al., 2004). 
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Algumas cepas tiveram um aumento expressivo de rendimento da biomassa, como as 

leveduras isoladas da planta P. hederaceum, sendo as PH-20(I) e PH-20(II) (ambas as cepas 

provenientes da axenização da placa PH-20); PH-13, dPH-07 e PH-22(II) (PH-22(II), proveniente 

axenização da placa PH-22) com maiores percentuais, indicando elevada viabilidade após a 

fermentação de 5 dias. Os valores desses percentuais: +22.757% para PH-20(I), +3.143% para 

dPH-07, +1.282% para PH-22(II) e +805% para PH-13. Por outro lado, as cepas PH-17(I) (cepa 

axenizada da placa PH-17); PH-18(I) e PH-18(II) (cepas axenixadas da placa PH-18) e dPH-8(I) 

apresentaram os menores valores -82%; -74%; -67% e -29%, respectivamente) indicando 

decréscimo em relação aos valores iniciais e viabilidade desfavorecida pela fermentação. Para 

a cepa PH-4(II) (cepa axenizada da placa PH-4), constatou-se a morte celular (Tabela 2). 

 

Tabela 2 - Concentrações das suspensões celulares das placas purificadas antes do processo fermentativo e após o 

processo, e seus rendimentos percentuais. 

ΔCb-a: Variação do número de células (contagem final – contagem inicial). Ccv: concentração de células vivas; a: 

antes da fermentação de 5 dias; b: após a fermentação de 5 dias. 

 

Diversos fatores podem afetar a viabilidade celular das leveduras, como temperatura 

(Allahkarami et al., 2021), pH (Zhao et al., 2019), oxigênio (Saenge et al., 2011), agitação 

(Bento et al., 2019), exposição à luz (Pham et al., 2020), taxa de C/N (Hien & Dao, 2020) entre 

outros, resultando em aumento ou redução da viabilidade celular. 

Cepas Fonte 

aCcv 

(x108 cel/mL) 

bCcv 

(x108 

cel/mL) 

ΔCb-a 

(x108 

cel/mL) 

Percentual de 

aumento (+) ou 

decréscimo (-) 

PH-17(I) Philodendron hederaceum 28,014 4,93 -23,08 -82,40 

PH-18(II) Philodendron hederaceum 23,04 7,68 -15,36 -66,67 

dPH-8(I) Philodendron hederaceum 9,84 6,96 -2,88 -29,27 

PH-07 Philodendron hederaceum 1,56 8,52 +6,96 81,69 

PH-20(II) Philodendron hederaceum 13,80 117,96 +104,16 88,30 

dPH-8(II) Philodendron hederaceum 4,92 44,00 +39,08 88,82 

PH-18(I)
 Philodendron hederaceum 228,114 60,03 -168,08 -73,68 

PH-18 Philodendron hederaceum 27,84 51,12 +23,28 45,54 

PH-22(II) Philodendron hederaceum 4,92 68,00 +63,08 92.76 

PH-22(I)
 Philodendron hederaceum 29,35 170,75 +141,40 82.81 

PH-13 Philodendron hederaceum 26,68 241,45 +214,17 88.95 

dPH-07 Philodendron hederaceum 11,84 384,00 +372,16 96.92 

PH-20(I) Philodendron hederaceum 0,07 16,00 +15,93 99.56 

SM-1 Syzygium malaccense 116,03 252,13 +136,10 53.98 
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Ao final da fermentação, com agitação e iluminação, notou-se uma mudança na 

coloração das cepas dPH-08(I), PH-17(I), PH-13, SM-1, PH-18(I), PH-22(I) e PH-20(II) quando 

comparadas com as colorações das mesmas cepas antes da fermentação (Figura 10). 

 

Figura 10 - Comparação da pigmentação das cepas antes e depois do processo fermentativo 

      

    
 

     
Imagens a, c, e, g, i e k = cepas antes do processo fermentativo 

Imagens b, d, f, h, j e l= cepas após o processo fermentativo 

Fonte: Autor 

 

Tais alterações na coloração foram observadas após a adoção de 30 ºC como 

temperatura de incubação, e aumento dos dias de incubação de 2 para 5 dias, mantendo as 

demais configurações. Após essas modificações, as cepas acima assumiram uma coloração com 

tons amarelos, porém opacos. Isso pode estar relacionado com a redução da síntese de 

carotenoides quando se ultrapassa a temperatura de 30 ºC (da Silva et al., 2020; Gong et al., 

2020). Durante a incubação, a temperatura variou ±1,5ºC, e apesar da adição de mais dias de 

incubação tender ao aumento do rendimento de carotenoides (da Silva et al., 2020; Grigore et 

al., 2023; Machado et al., 2019) e, consequentemente, pigmentações mais intensas, isso não 

aconteceu neste experimento. 
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3.3. Mudanças morfológicas observadas para colônias selecionadas 

 
Durante os processos de cultivo (inoculação e/ou axenização), foram observadas 

mudanças discrepantes na morfologia de algumas cepas. As cepas SM-1 e PH-13 modificaram 

em coloração e tamanho, exibindo alteração morfológica de colônias de aspecto rosadas e 

pequenas para colônias maiores a avermelhadas (Figura 11). Tais mudanças foram observadas 

durante a armazenagem sob refrigeração, quando retirada para repiques e estocagem das cepas.  

 

Figura 11- Mudanças fenotípicas das cepas SM-1 e PH-13 

   

   
Fonte: autor 

 

Tais mudanças podem ocorrer por fatores, como por exemplo, a presença de outros 

microrganismos na placa, como no caso da SM-1, um claro caso de competição, quando outros 

microrganismos, incluindo outros fungos, induzem alteração da morfologia como um 

mecanismo de defesa, ou fazem a levedura produzir algumas substâncias para inibir o 

crescimento de outros fungos (Buyuksirit & Kuleasan, 2014). Outra possibilidade pode ser pela 

mudança de temperatura; no caso da PH-13, a chamada plasticidade fenotípica que consiste na 

adaptação rápida de organismos às mudanças das condições ambientais sem alterar sua 

composição genética (Miras, 2024). 

 

PH-13 

SM-1 
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3.4. Identificação molecular das leveduras isoladas 

 
Como já mencionado, após os processos de isolamento das colônias, algumas placas 

apresentaram contaminação por fungos filamentosos, não sendo possíveis suas recuperações e 

foram descartadas. No entanto, algumas colônias foram aproveitadas e recuperadas devido ao 

protocolo de axenização, que nada mais é que a repetição da inoculação em meio sólido. Dessa 

forma, todas as cepas axênicas (Figura 12) foram armazenadas em meio GYMP e realizadas 

suas manutenções mensalmente. 

 

Figura 12 - Aspecto das cepas após a purificação 

  
Fonte: autor 

 

Essas cepas axênicas foram encaminhadas ao EngBio para as etapas até a obtenção da 

identificação de cada uma, confirmação de suas espécies e quais pertenciam ao gênero 

Rhodotorula. Após todos os protocolos, a identificação detalhada pode ser visualizada na 

Tabela 3 logo abaixo. As identificações foram realizadas pelo banco de dados do GenBank, 

fazendo comparações dos resultados com os BLASTs dos nucleotídeos. 

 
 

Tabela 3 - Identificação molecular das cepas após comparação de nucleotídeos dos dados do GenBank. 

Cepa Primer Espécies ID da cepa 

Ident. 

Percent. 

(%) 

Cobertura 

de 

Consulta 

(%) 

Acesso 

dPH-7 ITS1 Meyerozyma guilliermondii CBS 2030 96,46 97 NR_111247.1 

dPH-7 ITS4 Meyerozyma guilliermondii CBS 2030 97,39 97 NR_111247.1 

dPH-8(I) ITS1 Rhynchogastrema noutii CBS 8364 97,65 45 NR_111072.1 

dPH-8(I) ITS4 Hannaella pagnoccae CBS 11142 98,06 99 NR_155180.1 

dPH-8(II) ITS4 Leucosporidium egoroviorum KBP MSU Y-6804 94,41 17 NR_186988.1 

dPH-8(II) ITS5 

Lyomyces mascarensis 

Lyomyces allantosporus 

Lyomyces gatesiae 

KAS GEL4833 

FR 0249548 

MEL LWZ20180515-3 

90,79 

90,79 

90,79 

23 

23 

23 

NR_154136.1 

NR_154135.1 

PH-4(II) ITS4 XX XX XX XX XX 

PH-13 

 

PH-17(I) 
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      continuação 

PH-4(II) ITS5 Waltergamsia pilosa CBS 124.70 87,93 18 NR_163809.1 

PH-7(I) ITS1 Rhodotorula paludigena CBS 6566 96,92 94 NR_073265.1 

PH-7(I) ITS4 Rhodotorula paludigena CBS 6566 96,66 70 NR_073265.1 

PH-7(II) ITS4 Rhodotorula paludigena CBS 6566 97,02 94 NR_073265.1 

PH-7(II) ITS5 Rhodotorula paludigena CBS 6566 98,48 96 NR_073265.1 

PH-7(II) ITS1 Rhodotorula paludigena CBS 6566 97,04 100 NR_073265.1 

PH-7(II) ITS4 Rhodotorula paludigena CBS 6566 97,93 100 NR_073265.1 

PH-13 ITS1/ITS5 XX XX XX XX XX 

PH-17(I) ITS1 Rhodosporidiobolus ruineniae CBS 5001 95,35 99 NR_155707.1 

PH-17(I) ITS4 Rhodosporidiobolus ruineniae CBS 5001 97,77 100 NR_155707.1 

PH-18 ITS1 Candida orthopsilosis ATCC 96139 94,16 99 NR_130661.1 

PH-18 ITS4 Scheffersomyces jinghongensis NYNU 17926 96,84 41 NR_130661.1 

PH-18(I)
 
 ITS1 Rhodosporidiobolus ruineniae CBS 5001 97,70 99 NR_155707.1 

PH-18(I)
  ITS4 Rhodosporidiobolus ruineniae CBS 5001 98,19 100 NR_155707.1 

PH-20(I) ITS1 Hannaella pagnoccae CBS 11142 99,04 100 NR_155180.1 

PH-20(I) ITS4 Hannaella pagnoccae CBS 11142 97,91 99 NR_155180.1 

PH-20(II) ITS1 Hannaella pagnoccae CBS 11142 98,06 99 NR_155180.1 

PH-20(II) ITS4 Hannaella pagnoccae CBS 11142 96,85 99 NR_155180.1 

PH-22(I) ITS1 
Rhodotorula araucariae 

Rhodotorula kratochvilovae 

CBS 6031 

CBS 7436 

92,29 

92,29 

99 

99 

NR_073277.1 

NR_073282.1 

PH-22(I) ITS4 Rhodotorula glutinis CBS 20 93,28 92 NR_073294.1 

PH-22(II) ITS1 Rhodotorula diobovata CBS 6085 91,87 92 NR_073271.1 

PH-22(II) ITS4 Rhodotorula glutinis CBS 20 91,20 99 NR_073294.1 

SM-1 ITS1/ITS5 XX XX XX XX XX 

XX- Similaridade significante não encontrada 

 

As cepas PH-7(I) e PH-7(II), PH-22(I) e PH-22(II), foram identificadas, preliminarmente, 

como pertencentes ao gênero Rhodotorula. Todas as cepas são provenientes da folha de 

filodendro (P. hederaceumi). O gênero Philodendron é um grupo Neotropical altamente diverso 

em sua morfologia, pertencente à família Arcacea e com ampla distribuição geográfica 

(Correia-da-Silva et al., 2014; Nah et al., 2024). Podem estar presentes na América Central, 

região caribenha e América do Sul (Croat et al., 2019). Foi relatada a existência de 482 espécies 

do gênero no mundo e 168 espécies no Brasil, sendo considerado um bom contribuinte para a 

formação das florestas brasileiras, inclusive a amazônica (Lourenço & Bove, 2019). 

Apesar de espécies do gênero Rhodotorula serem frequentemente encontradas em 

superfície de folhas (Lima et al., 2013; Osman et al., 2022; Otero et al., 2019; Zeni et al., 2011), 

até o presente momento, não foram encontrados estudos que reportassem a presença de 

leveduras do gênero Rhodotorula na superfície de folhas de P. hederaceumi. 

As cepas PH-22(I) e PH-22(II) mostraram similaridade com espécies do gênero 

Rhodotorula. A cepa PH-22(I) com Rhodotorula araucariae (CBS 6031) e Rhodotorula 

kratochvilovae (CBS 7436) no ITS1, e ambas com similaridade de 92,29%. No ITS4 a 
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similaridade foi com a espécie Rhodotorula glutinis (CBS 20), com 93,28%. E a cepa PH-22(II) 

com Rhodotorula diobovata (CBS 6085) e Rhodotorula glutinis (CBS 20), exibindo 

similaridades de 91,87% no ITS1 e de 91,20% no ITS4. 

A R. diobovata (CBS 6085) é uma levedura oleaginosa e carotenogênica é uma ótima 

produtora de lipídios com potencial aplicação industrial (Fakankun et al., 2021). Quando 

cultivada em melaço de beterraba, seu rendimento lipídico pode chegar a 4,98 g/L com teor 

lipídico de 43,57%, já com melaço de beterraba sacarina os teores aumentam para 8,36 g/L de 

rendimento lipídico e 46,68% de teor lipídico. Além disso, esta espécie é capaz de utilizar 

melaço de sacarose como fonte de carbono, bem como tolerar altas concentrações do melaço 

com grande potencial de acumulação de lipídios, podendo atingir concentrações acima de 45%. 

Adicionalmente, seu perfil de ácidos graxos a caracteriza como espécie promissora 

para a produção de biodiesel (Osman et al., 2022). Um estudo apresentou resultados sobre R. 

diabovata como ótimo agente de biorremediação e de tratamento de efluentes de águas residuais 

(Civiero et al., 2018). R. diabovata possui a capacidade de produzir carotenoides com 

pigmentos avermelhados e rosa-avermelhado (Peng et al., 2021; Schieber & Weber, 2016), 

confirmado nesse estudo após a axenização da placa PH-22. No estudo de Peng et al. (2021), a 

torularrodina foi o carotenoide majoritário (298,3 mg/L) nessa espécie, seguida de quantidades 

menores de γ-caroteno e toruleno, com valores menores que 50 mg/L. Ainda, a produção de 

biomassa mais significante foi de 10,53 g/L quando cultivado com 40 g/L de glicerol, a 

concentração de carotenoides totais em sua biomassa foi de 31,5 mg/g peso de célula seca por 

120 h pi. 

A espécie Rhodotorula glutinis (CBS 20) é uma levedura pigmentada, considerada 

uma levedura patogênica emergente devido ser frequentemente isolada de infecções humanas 

(Mussagy et al., 2022), apesar disso, a R. glutinis é particularmente importante para as indústrias 

alimentícias devido ao seu potencial biotecnológico e implicações de segurança. Pode ser 

encontrada no solo, na filosfera, em produtos do queijo e do leite (Hernández-Almanza et al., 

2014). Alguns compostos de interesse produzidos por ela são os lipídios (Cheirsilp et al., 2012), 

ácidos graxos (Easterling et al., 2009), óleos (Lopes da Silva et al., 2011), lipase 

(Papaparaskevas et al., 1992), timina hidroxilase (Neidigh et al., 2009), tanase, pectinase (E. 

Taskin & Dursun, 2012), invertase (Canli et al., 2011) e carotenoides (M. Taskin et al., 2011). 

Os carotenoides mais comumente sintetizados por R. glutinis são o licopeno e o β-caroteno 

(Malisorn & Suntornsuk, 2009) e suas colônias apresentam uma coloração vermelho-alaranjado 

(Mussagy et al., 2022) ou laranja-rosado (Uludag Altun et al., 2014), o que foi detectado nas 

cepas PH-22(I) e PH-22(II) axenizadas nesse estudo. 
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Rhodotorula kravtochvilovae (CBS 7436), teve similaridade com a cepa PH-22(I). R. 

kravtochvilovae, é classificada como levedura oleaginosa e anteriormente nomeada de 

Rhodosporidium kratochvilovae e foi isolada do solo da Etiópia (Jiru et al., 2018; Q.-M. Wang 

et al., 2015). As literaturas apontam uma coloração salmão, e em condições ótimas de biorreator 

a espécie pode chegar a 15,34 g/L de biomassa; 8,6 g/L de rendimento lipídico e 56,06% de teor 

de lipídios; exibindo os ácidos graxos majoritários: ácidos oleico, palmítico, linoleico, 

esteárico, linolênico e palmitoleico, com a concentração de ácido graxos saturados e 

monoinsaturados somando 78,63% (Jiru et al., 2017, 2018). Isso indica que a espécie é uma 

ótima matéria-prima para a produção de biodiesel, o que corrobora com dados de estudos 

anteriores informando que os microrganismos oleaginosos são capazes de acúmulo de lipídios 

entre 20% e 70% de sua biomassa seca (Ratledge & Wynn, 2002). 

 Estudos mostraram a produção de carotenoides totais variando de 1,64 mg/L (através 

da fermentação submersa usando soro de queijo) a 2,59 mg/L (fermentação com meio a base 

de glicose; taxa de C/N de 80 após 39h), concentração de biomassa entre 9,3 g/L e 10,9 g/L 

(Sereti et al., 2023, 2024). Os carotenoides detectados na R. kravtochvilovae, até então, foram 

o licopeno e o β-caroteno como majoritários, e γ-caroteno, torularrodina e toruleno como 

minotirários (Guo et al., 2022; Sereti et al., 2023, 2024). Ainda, outros estudos constataram 

aumento da produção de carotenoides sob privação de glicose devido a super expressão do gene 

acetil-CoA oxidase, enzima limitante da β-oxidação de ácidos graxos peroxissomais, e aumento 

de enzimas antioxidantes (He et al., 2023), e as baixas temperaturas (15 ºC) aumentaram a 

biossíntese de carotenoides e os níveis de espécie reativa de oxigênio (ROS) mas reduziram a 

taxa de crescimento celular (Guo et al., 2022), e a histidina quinase híbrida, a principal proteína 

sensora dos fungos, induziu a produção parcial dos genes RKCrtI (fitoeno desaturase) e 

RKCrtYB (fitoeno sintase e licopeno ciclase) em baixas temperaturas (15 ºC) para eliminar o 

excesso de ROS (He et al., 2022). Até o presente momento, não há outros relatos da presença 

de R. kravtochvilovae na filosfera do bioma Amazônia. 

A cepa PH-22(I) mostraram também similaridade a Rhodotoula auracariae (CBS 

6031), cuja coloração rosada é atribuída a essa espécie, foi originalmente isolada de uma árvore 

apodrecida, a Araucaria araucana (Grinbergs & Yarrow, 1970), o que deu origem ao seu nome. 

No estudo de Squina & Mercadante (2003), a R. araucatiae o teor de carotenoides totais 

alcançado foi 113,2 µg/g (de massa seca), em que os majoritários foram toruleno+neurosporeno 

(49,3 µg/g), torularrodina (31,5 µg/g) e β-caroteno (24,6 µg/g). Até a conclusão desse atual 

estudo, não houve pesquisas relatando a presença de R. araucariae em superfície de folhas. 



108 
 

 

Rhodotorula paludigena é uma das leveduras vermelhas produtoras de carotenoides, 

reconhecida por sua alta produtividade de β-caroteno, mas podendo produzir astaxantina 

(Hoondee et al., 2024; Sriphuttha et al., 2023; Thumkasem et al., 2023). Na literatura, foi 

mencionado o isolamento em flores de calêndula (Tagetes erecta) (Hoondee et al., 2024), de 

amostras marinhas, incluindo sedimento do fundo do oceano (M. Wang et al., 2019), de solo e 

água de mangue (Hoondee et al., 2019), néctar de plantas (Canto et al., 2017) e de manonas 

(Ricinus communis) (Gosalawit et al., 2021), pântanos (Sampaio, 2011), folhas de milho (Into 

et al., 2020) e de cana-de-açúcar (Srisuk et al., 2019). 

No Brasil, a R. paludigena já foi encontrada em folhas, flores e vagens de cacau 

(Theobroma cacao L.) no sul do estado da Bahia e usado como agente de controle biológico 

(ACB), principalmente para “vassoura de bruxa” e “doenças da podridão da vagem gelada” 

causadas por Moniliophthora perniciosa e Moniliophthora roreri, respectivamente. Isso por 

meio dos mecanismos antagonísticos: co-cultivo do meio de cultivo, compostos orgânicos 

voláteis inibindo o crescimento micelial, células livres e compostos termoestáveis, e capacidade 

de produção de biofilme (Estrela Junior et al., 2022; Neto et al., 2021). 

No estudo de Hoondee et al., (2019), a R. paludigena exibiu o maior teor de astaxantina 

de 0,033 mg/g peso de biomassa seca e 2,149 mg/L. Ao utilizar 1,92 g/L de nitrato de potássio 

(KNO3) como fonte de carbono juntamente com 10 g/L de glicose, o teor do mesmo carotenoide 

aumentou para 0,420 mg/g e 2,558 mg/L. O efeito da temperatura de 20 ºC (a condição ótima) 

resultou em 2,381 mg/L de rendimento de astaxantina. No pH 6,5 o rendimento aumentou para 

2,461 mg/L e por fim, o tempo de incubação ótimo de 5 dias atingiu 0,534 mg/g e 3,689 mg/L 

de produção de astaxantina. Resumindo, nesse estudo as condições ótimas para um bom 

rendimento de astaxantina foram 10 g/L de glicose, 1,92 g/L de KNO3, 20 ºC, pH 6,5 durante 5 

dias. Em uma investigação de Thumkasem et al., (2023), para otimizar o crescimento de R. 

paludigena e sua produção de β-caroteno, mostrou os teores de 17,71 g/L de biomassa e 40,29 

mg/L de β-caroteno em biorreator de 5 L nas condições: 30 ºC, 6,2 g/L de sulfato de amônio 

((NH₄)₂SO₄), 75 mg/L de cloreto férrico (FeCl3) e taxa específica de crescimento de 0,22/h . No 

estudo de Sriphuttha et al. (2023), a R. paludigena exibiu teor de 15,39 mg carotenoides totais/g 

células liofilizadas, sendo o β-caroteno (10,16 mg/g) o mais predominante. Em isolados de 

camarão, a espécie basiônima Rhodosporidium paludigenum, apresentou teores de 305,9 µg 

carotenoides totais/g, e 2,83 mg/L para o rendimento de carotenoides totais e 9,3 g/L para o 

rendimento de biomassa (Yang et al., 2011). 
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3.5. Rendimento de biomassa das leveduras isoladas 

 
Após 5 dias de fermentação, os rendimentos de biomassa das leveduras isoladas neste 

estudo foram determinados, e podem ser visualizados na Tabela 4. 

 

Tabela 4 - Liofilização da biomassa dos fermentados 

 Biomassa 

(peso bruto) 

(mg) 

Biomassa 

(peso líquido) 

(mg) 

Rendimento (%) 

SM-1 (1) 12.994 131,2 1,00 

SM-1 (2) 12.962,7 195,4 1,51 

PH-7(I) 12.883,2 169,8 1,32 

PH-7(II) 12.766,7 112,0 0,88 

PH-13 (1) 12.773,8 26,5 0,21 

PH-13 (2) 12.937,3 98,4 0,76 

PH-17(I) (1) 12.914,1 74,6 0,58 

PH-17(I) (2) 12781,0 36,8 0,29 

PH-17(II) 12.650,0 122,7 0,97 

PH-18 12.882,6 146,1 1,13 

PH-18(I) (1) 12.842,6 70,6 0,55 

PH-18(I) (2) 12.777,5 32,8 0,26 

PH-18(I) (3) 12.671,8 96,1 0,76 

PH-20(I) (1) 13.029,2 141,3 1,08 

PH-20(I) (2) 12.775,5 102,9 0,81 

PH-20(II) 13.105,4 224,1 1,71 

PH-22(I) 12.839,5 160,5 1,25 

PH-22(II) (1) 12.836,8 116,3 0,91 

PH-22(II) (2) 12.683,5 236,7 1,87 

dH-7 12.898,2 169,1 1,31 

dH-8(I) (1) 12.947,8 123,9 0,96 

dH-8(I) (2) 12.997,1 55,9 0,43 

dH-8(II) (1) 12.771,5 45,3 0,35 

dH-8(II) (2) 12.893,6 144,0 1,12 

 Média 120.74  

 Desvio 57.41  

 CV (%) 47.55  
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De acordo com os dados da tabela acima, as cepas PH-22(II) (2), PH-20(II) e SM-1 (2) 

obtiveram mais massa em relação as demais após o processo fermentativo, com 236,7 mg; 224,1 

mg e 195,4 mg, respectivamente. Porém, a PH-13 (1), a PH-18(I) (2), a PH-17(I) (2) e a dH-8(II) 

(1), mostraram as piores, sendo as biomassas de 26,5 mg; 32,8 mg; 36,8 mg e 45,3 mg. 

 

3.6. Teor de carotenoides totais produzido pelas leveduras isoladas 

 
Após 5 dias de fermentação, os teores de carotenoides totais acumulados nas 

biomassas das leveduras isoladas neste estudo foram determinados, e podem ser visualizados 

na Tabela 5. 

As biomassas liofilizadas provenientes do procedimento fermentativo (5 dias – 120h; 

30 ºC; 130 RPM; exposição à luz de LED) apresentaram valores de teores de carotenoides totais 

variando de 3,55 a 139,70 μg/g de biomassa seca. Os maiores valores de carotenoides totais 

foram de PH-18(I), PH-13(I), dPH-8(I) e dPH-8(II) com 139,70; 60,50; 54,26 e 52,71 μg/g de 

biomassa seca, respectivamente, enquanto os menores valores de PH-13(II), PH-20(I), dPH-7, 

PH-18 e PH-17(II) com 3,55; 3,86; 5,24; 5,41 e 8,03 μg/g de biomassa seca, respectivamente. 

 

Tabela 5 - Teor de carotenoides totais nas biomassas liofilizadas de leveduras. 

Número das amostras Amostra 
Carotenoides Totais (µg/g 

biomassa seca) 

1 SM-1(I) 14,76 ± 0,05 

2 SM-1(II) 32,24 ± 0,04 

3 PH-7 16,56 ± 0,10 

4 PH-7(II) 15,05 ± 0,11 

5 PH-13(I) 60,50 ± 0,31 

6 PH-13(II) 3,55 ± 0,10 

7 PH-17(I) 12,36 ± 0,08 

8 PH-17(II) 8,03 ± 0,02 

9 PH-18 5,41 ± 0,03 

10 PH-18(I) 139,70 ± 0,04 

11 PH-20(I) 3,86 ± 0,01 

12 PH-20(II) 12,59 ± 0,03 

13 PH-22(I) 14,92 ± 0,13 

14 PH-22(II) 44,98 ± 0,03 

15 dPH-8(I) 54,26 ± 0,04 

16 dPH-8(II) 52.71±0,02 

17 dPH-7 5.24±0,04 
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No estudo de Otero et al. (2019) na região do Escudo Sul-Riograndense e na Costa 

Leste do Rio Grande do Sul foram encontradas leveduras em amostras de solo, casca de árvore, 

flores, folhas e frutas cujos seus carotenoides totais variaram de 0,00 µg/g a 122,82 µg/g, 

utilizando resíduos agroindustriais no cultivo da biomassa. Logo os valores adquiridos na atual 

pesquisa foram similares ao de Otero e colaboradores, mas chegando a ultrapassar o valor 

máximo dele de 122,82 µg/g, e chegando a 139,70 μg/g de biomassa seca, isso sem a utilização 

de insumos para aumentar a produção. 

Assim, mediante esses números, foram selecionadas as amostras PH-18(I), PH-13(I), 

dPH-8(I), dPH-8(II) e PH-22(II) com os melhores teores para a próxima etapa, e excluíram-se 

aqueles com teor menor que 40 µg/g biomassa seca, pois abaixo dessa concentração o 

equipamento utilizado não conseguiu identificar os perfis. 

 

3.7. Perfil de carotenoides produzido pelas leveduras isoladas 

 
O cromatograma HPLC-DAD (Figura 13) mostrou a presença de três carotenoides 

que foram identificados (Tabela 6) nos extratos obtidos da biomassa de leveduras cultivadas na 

fermentação proposta nesse estudo. Apenas as cepas PH-18(I), dPH-8(I), dPH-8(II) e PH-22(II) 

mostraram resultados expressivos e com carotenoides. 
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Figura 13 - Perfil cromatográfico dos carotenoides por HPLC-DAD 

 

 
Nota: As atribuições de pico são apresentadas na Tabela 6 

 

 

Tabela 6 - Características cromatográficas, UV-visíveis e teores de carotenoides da biomassa liofilizada de leveduras, obtidos 

por HPLC-DAD 

       Concentração (µg/g biomassa) 

Pico Carotenoidea 
tR 

(min)c 
max (nm)d 

%III/ 

II 

%AB 

/AII 

 
PH-18(I)

b dPH-8(I)
b dPH-8(II)

b PH-22(II)
b 

1 13Z-β-Caroteno 25,8-25,9 338, 422, 446, 468 20 35  24,6 ± 1,7 26,6 ± 0,6 33,7 ± 0,2 25,95 ± 0,7 

2 (all-E)-β-Caroteno 33,6-33,9 420, 450, 477 18 0  63,0 ± 1,9 53,1 ± 5,9 50,8 ± 2,6 46,7 ± 2,4 

3 9Z-β-Caroteno 34,4-34,5 338, 420, 446, 472 25 8  27,4 ± 1,1 29,0 ± 1,2 34,1 ± 2,1 28,7 ± 0,7 

Soma dos carotenoides identificados  115 ± 2,3 108,7 ± 7,7 118,7 ± 4,9 101,3 ± 3,8 

Atividade Vitamina A (µg RAE/g biomassa)  7,6 ± 0,2 6,7 ± 0,6 7,1 ± 0,3 6,2 ± 0,3 

a = Identificação provisória com base em UV-Visível, tR = tempos de retenção relativos de HPLC e dados publicados. b = Média ± 

desvio padrão (n = 3, peso seco).  c =Tempo de retenção na coluna C30. d = Gradiente linear de metanol/MTBE. Todos os picos foram 

quantificados com o padrão comercial autêntico de β-caroteno. RAE = atividade de retinol equivalente. 

 

O fator de conversão NAS-IOM foi utilizado para calcular o valor de vitamina A, 

considerando 12 μg de (all-E)-β-caroteno e 24 μg de (9Z)-β-caroteno e (13Z)-β-caroteno 
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correspondendo a 1 μg de atividade de retinol equivalente (RAE), sendo os maiores valores de 

RAE observados para as leveduras que apresentaram maiores teores de β-caroteno na 

composição. A atividade utilizada foi de 100% para (all-E)-β-caroteno e 50% para (9Z)-β-

caroteno e (13Z)-β-caroteno (NAS-IOM, 2001). 

O pico 1, identificado como 13Z-β-caroteno, exibiu valores de 24,6 a 33,7 µg/g 

biomassa, enquanto o pico 3 foi identificado como 9Z-β-caroteno, com variação no teor de 27,4 

a 34,1 µg/g biomassa. Por outro lado, o pico 2, identificado como o carotenoide majoritário 

(all-E)-β-caroteno, apresentou teores de 46,7 a 60,0 µg/g biomassa, representando entre 43% e 

55% dos carotenoides identificados. 

A cepa PH-18(I) a qual teve similaridade de 97,70% no ITS1 e 98,19% no ITS 4 com 

Rhodosporidiobolus ruineniae, mostrou ser capaz de sintetizar os três carotenoides (13Z-β-

Caroteno, (all-E)-β-Caroteno e 9Z-β-Caroteno, sendo a primeira vez que esses carotenoides são 

relacionados à espécie. A R. ruineniae já isolada do solo de plantações de chá de Assam 

(Camellia sinensis var. assamica) no norte da Tailândia (Kumla et al., 2020), da polpa de jambo 

(Syzygium malaccense) em Santiago de Cali, Colômbia (Ramírez-Castrillón et al., 2019), em 

iniciador de cerveja de arroz chamado “emao” na Índia e que apresentou atividade 

antibacteriana contra E. coli, P. aeruginosa e S. aureus  (Boro & Narzary, 2022), em grãos de 

café na Costa do Marfim que apresentou indícios de mecanismos de inibição contra o 

crescimento fúngico (Rodríguez et al., 2024), de flores e frutas da Tailândia (Phuengjayaem et 

al., 2023), este último indicando que essa espécie é produtora de astaxantina (teores de 

0,011±0,10 a 0,067±0,14 mg/g; e rendimentos de 0,076±0,001 a 0,545±0,001 mg/L). Até o 

fechamento desse estudo não houve pesquisas anteriores que relatassem a presença dessa 

espécie em biomas brasileiros e nem ao filodendro. Assim, é o primeiro estudo que relata a 

presença dessa espécie no Brasil. 

A cepa dPH-8(II) no ITS4, apontou similaridade de 94,41% à espécie Leucosporidium 

egoroviorum. A L. egoroviorum é uma nova espécie anamórfica das leveduras basidiomicetas, 

já isolada dos frutos de Cucurbita pepo subsp. pepo (abobrinha) na Rússia, e pertencente ao 

gênero Leucosporidium, principalmente, psicrófilas, que ocorrem em materiais vegetais, solos 

e ambientes marinhos de latitudes altas e moderadas (Kachalkin et al., 2023). 

Já para a mesma cepa, mas no ITS5 houve a similaridade com as espécies Lyomyces 

mascarensis, Lyomyces allantosporus e Lyomyces gatesiae com 90,79% semelhança para as 

três. 

Lyomyces mascarensis e Lyomyces allantosporus já foram localizadas na Ilha da 

Reunião – França. É um pequeno gênero corticioide com basidiomata odontióide efusivo, 
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branco ou pálido, fino, liso ou minuciosamente odontoide. O gênero é geralmente considerado 

como parte de Hyphodontia sensu lato (Yurchenko et al., 2017). 

Lyomyces gatesiae, basidiósporos amplamente elipsóides ou ovóides, com uma grande 

gota oleosa, hialina, lisa, de paredes finas, acianofilosa, inamilóide, indextrinóide. Já foi 

encontrada na Austrália e Tasmânia (X.-W. Wang et al., 2021). 

Apesar dessas espécies não serem os alvos principais desse trabalho, os resultados 

adquiridos foram interessantes, pois elas apresentaram carotenoides (Tabela 6) e foram isoladas 

de amostras da microrregião do bioma Amazônia. 

 A cepa PH-8(I) confirmou similaridade de 98,06% no ITS4 COM A Hannaella 

pagnoccae. A H. pagnoccae sp. nov. foi descoberta por Landell et al. (2014) após análises de 

sequenciamento de isolados do Rio Grande do Sul (RS), Minas Gerais (MG), Rio de Janeiro 

(RJ), Tocantins (TO), Oklahoma (USA), Hsinchu (Taiwan) e Bangkok (Thailand). Pertencente 

ao gênero Hannaella, essa espécie é recorrente na filosfera (a superfície das folhas) de plantas 

(Boekhout et al., 2011; Llanos-Gómez et al., 2024; Q.-M. Wang & Bai, 2008) e foi isolada de 

locais distantes com climas tropicais à subtropicais semelhantes, associados a diferentes plantas 

e solos. A espécie pode ainda estar associada a substratos ricos em matéria orgânica em 

decomposição (Landell et al., 2014). Até o fechamento do levantamento bibliográfico desse 

trabalho não foi encontrado trabalhos relatando produção de carotenoides ou pigmentos nessa 

espécie. 

Logo, com os resultados das espécies citadas acima nesse presente trabalho, foi a 

primeira vez relatada a presença de carotenoides nelas e isoladas da filosfera de Philodendron 

hederaceum. 

A cepa de dPH-8(I) apontou similaridade no IT1 de 97,65% e cobertura de 45% com a 

espécie Rhynchogastrema noutii. Seu basiônimo Bandoniozyma noutii já foi isolado de 

exsudatos vegetais de nespereira - Eriobotrya japonica (Rosaceae), na floresta da Tijuca, RJ, 

Brasil; e é capaz de fermentar sacarose e rafinose, os açúcares mais comuns em exsudatos 

(Valente et al., 2012). Todavia, não há relatos de espécie ou de seu basiônimo na filosfera de 

filodendro ou de alguma síntese de carotenoides. Assim, esse estudo foi primeiro a relatar tais 

associações. 

Apesar dessas espécies não serem os alvos principais desse trabalho, os resultados 

adquiridos foram interessantes, pois elas apresentaram carotenoides (Tabela 6) e foram isoladas 

de amostras da microrregião do bioma Amazônia. 

Por exemplo, a cepa PH-18(I) apesar de apresentar um rendimento de -73,68% na 

viabilidade celular (Tabela 2) e variar o rendimento da biomassa de 0,26% a 0,76% na 
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determinação de biomassa no processo fermentativo de 5 dias (Tabela 4), foi a cepa que teve o 

maior teor de carotenoides totais (139,70 ± 0,04 µg/g biomassa seca) (Tabela 5) e a segunda 

maior no teor de carotenoides por HPLC-DAD (115 ± 2,3 µg/g biomassa seca) (Tabela 6). 

Como já mencionado, diversos fatores podem afetar a viabilidade celular, rendimento e 

determinação da biomassa das leveduras, como temperatura (Allahkarami et al., 2021), pH 

(Zhao et al., 2019), oxigênio (Saenge et al., 2011), agitação (Bento et al., 2019), exposição à 

luz (Pham et al., 2020), taxa de C/N (Hien & Dao, 2020) entre outros. Por outro lado, mesmo 

com esses números adversos, a cepa ainda teve ótimos números nos teores de carotenoides 

totais e no perfil deles em HPLC-DAD. Logo, somente alguns ajustes nos parâmetros 

fermentativos seriam necessários para melhorar a biomassa. 

As cepas dPH-8, sendo a dPH-8(I) apresentou -29,27% de rendimento na viabilidade 

celular; variou de 0,43% a 0,96% no rendimento da determinação de biomassa; 54,26±0,04 

µg/g biomassa seca no teor de carotenoides totais; e 108,7±7,7 µg/g biomassa seca no na soma 

de carotenoides identificados por HPLC-DAD. A cepa dPH-8(II) apresentou o rendimento na 

viabilidade celular de 88,82%; no rendimento da biomassa de 0,35% a 1,12%; no teor de 

carotenoides totais de 52,71±0,02 µg/g biomassa seca; e na soma de carotenoides identificados 

por HPLC-DAD de 118,7±4,9 µg/g biomassa. A dPH-8(I) teve uma viabilidade muito menor se 

comparado com a dPH-8(II), mas com o comportamento na determinação semelhantes, em 

ambas a biomassa aumentou após o processo fermentativo e sobre o perfil dos carotenoides, a 

dPH-8(II), números maiores também. Essas cepas e a PH-18(I) podem ter uma boa aplicação 

biotecnológica, se trabalhadas corretamente. 

Ainda, pontos em comum com a maioria das espécies identificadas das cepas PH-18(I), 

dPH-8(I), dPH-8(II) e PH-22(II) acima são a ausência de carotenoides e o não isolamento de folhas 

como da espécie Philodendron hederaceum, além de não estarem presentes no bioma 

amazônico, são o caso da Hannaella pagnoccae e Rhynchogastrema noutii, Leucosporidium 

egoroviorum, Lyomyces mascarensis, Lyomyces allantosporus, Lyomyces gatesiae com 

excessão espécie da Rhodosporidiobolus ruinenia, a qual produz astaxantina, de acordo com as 

literaturas. Até o encerramento desta pesquisa, não houve relatos nas literaturas sobre as 

espécies H. pagnoccae, R. noutii L. egoroviorum, L. mascarensis, L. allantosporus e L. gatesiae 

com síntese de carotenoides. Assim, seria bem interessante futuros trabalhos com aplicações 

biotecnológicas com elas. 

A cepa PH-22(II) que apresentou similaridade no ITS1 de 91,87% para Rhodotorula 

diabovata e no ITS4 de 91,20% para Rhodotorula glutinis. Essa cepa teve uma ótima 

viabilidade celular após 5 dias de fermentação, chegando 92,76% mostrando ótima atividade e 
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longevidade das células. Os rendimentos da biomassa foram 11,63% e 23,67% (n=2); o teor 

total de carotenoides foi de 44,98±0,03 µg/g biomassa seca e de 101,3±3,8 µg/g biomassa seca 

na soma dos carotenoides identificados em HPLC-DAD. No estudo de Peng et al. (2021), a 

torularrodina foi o carotenoide majoritário (298,3 mg/L) nessa espécie, seguida de quantidades 

menores de γ-caroteno e toruleno, com valores menores que 50 mg/L. Logo, os carotenoides 

13Z-β-Caroteno; (all-E)-β-Caroteno e 9Z-β-Caroteno são uma novidade para R. diabovata. 

Para R. glutinis, o licopeno e o β-caroteno foram majoritários (Malisorn & Suntornsuk, 

2009) e suas colônias apresentam uma coloração vermelho-alaranjado (Mussagy et al., 2022) 

ou laranja-rosado (Uludag Altun et al., 2014), o que foi detectado na cepa PH-22(II) isolada 

nesse estudo. 

 

4. CONCLUSÃO 

 
Nesse trabalho de bioprospecção de espécies de leveduras presentes na microrregião 

do bioma Amazônia com potencial para a produção de carotenoides se conseguiu encontrar 

espécies do gênero Rhodotorula com considerável síntese desses compostos bioativos, sendo 

elas a Rhodotorula araucariae, a Rhodotorula diobovata, a Rhodotorula glutinis, a 

Rhodotorula kravtochvilovae e a Rhodotorula paludigena, além disso, também se descobriu 

espécies que produziram esses carotenoides, uma descoberta que ainda não foi reportada em 

estudos anteriores a esse, sendo as espécies Hannaella pagnoccae, Leucosporidium 

egoroviorum, Lyomyces mascarensis, Lyomyces allantosporus, Lyomyces gatesiae e 

Rhynchogastrema noutii com excessão Rhodosporidiobolus ruinenia, a qual produz 

astaxantina. Todas as leveduras selecionadas neste estudo apresentaram o mesmo perfil de 

produção de carotenoides, conforme HPLC-DAD, exibindo o (all-E)-β-caroteno como 

carotenoide majoritário, seguido dos seus isômeros Z (13Z-β-Caroteno, e 9Z-β-Caroteno), 

sendo as leveduras isoladas em dPH-8(II) e PH-18(I), as que produziram os maiores 

concentrações, 118,7 ± 4,9 µg/g e 115 ± 2,3 µg/g, respectivamente. 

Os resultados encontrados neste estudo destacam uma perspectiva muito promissora 

para futuras prospecções de micro-organismos produtores de pigmentos no bioma Amazônia, 

principalmente leveduras, assim como futuras aplicações biotecnológicas desses 

microrganismos nas diversas indústrias, principalmente no setor de alimentos, de fármacos e de 

cosméticos. Portanto, novos estudos com essas cepas devem ser aprofundados com o intuito de 

melhor conhecer e aumentar o potencial de aplicação industrial, otimizando os parâmetros de 

fermentação com foco na produção de elevados teores de biomassas e teor de carotenoides de 
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interesse, podendo assim vir a substituir o processo de obtenção dos carotenoides por via 

sintética ou por exploração de fontes vegetais. 
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