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RESUMO 

 

Algumas espécies de leveduras conseguem gerar substâncias de interesse biotecnológico; 

como as do gênero Rhodotorula, conhecidas por produzirem carotenoides, com diferentes 

tonalidades entre vermelho, laranja, amarelo e rosa; como o β-caroteno, toruleno e 

torularodina. Os pigmentos naturais produzidos por microrganismos se destacam pela 

possibilidade de produção a baixo custo, em maior quantidade, menor tempo e dispor de 

atividades biológicas. O objetivo desse trabalho foi otimizar a produção e investigar as 

atividades biológicas de pigmento obtido por fermentação submersa de Rhodotorula spp., 

utilizando como substrato para fermentação casca de maracujá - amarelo (Passiflora edulis). 

Para a otimização as variáveis independentes foram: casca de maracujá-amarelo (CMA), em 

gramas (g) como meio de cultivo, pH e tempo de fermentação, em dias. O estudo da produção 

do pigmento e sua otimização foi realizado através da matriz de Doehlert, as condições fixas 

foram 30ºC e 150 rpm. As atividades biológicas investigadas foram antimicrobiana por 

concentração inibitória mínima (MIC) e concentração bactericida mínima (MBC), contra 

Staphylococcus aureus ATCC 29213, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Klebsiella 

pneumoniae e Escherichia coli., larvicida contra larvas do mosquito A. aegypti e 

citotoxicidade em células tumorais HCT116 (carcinoma de colón humano), HepG2 

(carcinoma hepatocelular humano), B16-F10 (melanoma murino) e MRC-5 (fibroblasto de 

pulmão humano) in vitro. A maior quantidade de pigmentos totais e carotenoides totais 

produzidos pela R. minuta foi 28,0±0,01 mg/L e 72,8±0,026 µg/g, respectivamente; enquanto 

que para R. mucilaginosa a produção de pigmentos totais foi 37,0±0,002 mg/L e de 

carotenoides totais 236,8±0,013 µg/g. O ponto ótimo de produção de pigmentos totais para R. 

minuta foi 2,3g de CMA, pH 6,5 e 5 dias e para R. mucilaginosa 2,5g de CMA, pH 6 e 5 dias. 

Nas amostras de pigmentos totais foi identificada a presença 0,29mg/L de β-caroteno para R. 

minuta e 0,83 mg/L para R. mucilaginosa. Quanto a investigação das atividades biológicas o 

pigmento da R.minuta apresentou ação bactericida contra Staphylococcus aureus ATCC 

29213, enquanto que o pigmento produzido pela R.mucilaginosa foi bactericida contra 

Staphylococcus aureus ATCC 29213 e bactericida e bacteriostático contra Klebsiella 

pneumoniae. A atividade larvicida dos pigmentos foi identificada na amostra das duas 

espécies, com destaque para o pigmento da R.minuta que apresentou essa característica em 

menor tempo de exposição das larvas. Não foi identificado efeito citotóxico dos pigmentos 

contra as células tumorais. Dessa forma, foi possível otimizar a produção de carotenoides por 

Rhodotorula spp e concluir que a casca de maracujá-amarelo pode ser utilizada como fonte de 

nutriente para crescimento das Rhodotorula spp e produção de pigmento com carotenoides 

totais e β-caroteno em sua composição. Esses pigmentos apresentaram atividades biológicas 

promissoras que podem estimular novas pesquisas e uma aplicabilidade dentro do contexto da 

indústria alimentícia, cosmética, farmacêutica e de rações.  

 

Palavras-chave: Bioprocessos; β-caroteno; Larvicida; Antimicrobiano, Citotoxicidade. 
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ABSTRACT 

 

Some yeast species manage to generate substances of biotechnological interest; such as those 

of the genus Rhodotorula, known for producing carotenoids, with different shades of red, 

orange, yellow and pink; such as β-carotene, torulene and torularodine. The natural pigments 

produced by microorganisms stand out for the possibility of production at low cost, in greater 

quantity, less time and having biological activities. The objective of this work was to optimize 

the production and investigate the biological activities of pigment obtained by submerged 

fermentation of Rhodotorula spp., using yellow passion fruit peel (Passiflora edulis) as a 

substrate for fermentation. For the optimization, the independent variables were: yellow 

passion fruit peel (CMA), in grams (g) as a culture medium, pH and fermentation time, in 

days. The study of the pigment production and its optimization was carried out through the 

Doehlert matrix, the fixed conditions were 30ºC and 150 rpm. The biological activities 

investigated were antimicrobial by minimal inhibitory concentration (MIC) and minimal 

bactericidal concentration (MBC), against Staphylococcus aureus ATCC 29213, 

Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Klebsiella pneumoniae and Escherichia coli, 

larvicidal against A. aegypti mosquito larvae and cytotoxicity in tumor cells HCT116 (human 

colon carcinoma), HepG2 (human hepatocellular carcinoma), B16-F10 (murine melanoma) 

and MRC-5 (human lung fibroblast) in vitro. The highest amount of total pigments and total 

carotenoids produced by R. minuta was 28.0±0.01 mg/L and 72.8±0.026 µg/g, respectively; 

while for R. mucilaginosa the production of total pigments was 37.0±0.002 mg/L and of total 

carotenoids 236.8±0.013 µg/g. The optimum point of production of total pigments for R. 

minuta was 2.3g of CMA, pH 6.5 and 5 days and for R. mucilaginosa 2.5g of CMA, pH 6 and 

5 days. In the samples of total pigments, the presence of 0.29mg/L of β-carotene was 

identified for R. minuta and 0.83 mg/L for R. mucilaginosa. As for the investigation of 

biological activities, the R.minuta pigment showed bactericidal action against Staphylococcus 

aureus ATCC 29213, while the pigment produced by R.mucilaginosa was bactericidal against 

Staphylococcus aureus ATCC 29213 and bactericidal and bacteriostatic against Klebsiella 

pneumoniae. The larvicidal activity of the pigments was identified in the sample of both 

species, with emphasis on the R.minuta pigment, which showed this characteristic in a shorter 

time of exposure of the larvae. No cytotoxic effect of the pigments against tumor cells was 

identified. Thus, it was possible to optimize the production of carotenoids by Rhodotorula spp 

and to conclude that the yellow passion fruit peel can be used as a source of nutrient for the 

growth of Rhodotorula spp and pigment production with total carotenoids and β-carotene in 

its composition. These pigments showed promising biological activities that can stimulate 

new research and applicability within the context of the food, cosmetic, pharmaceutical and 

feed industries. 

 

Keyword: Bioprocesses; β-carotene; Larvicidal; Antimicrobial, Cytotoxicity. 
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INTRODUÇÃO 

  

 Os pigmentos naturais podem ser produzidos por plantas, insetos e microrganismos 

(MAPARI et al., 2005). Existe uma demanda pela substituição de pigmentos sintéticos por 

naturais, já que se encontra consolidado a existência de efeitos nocivos dos pigmentos 

sintéticos quando consumidos pelo ser humano, as fontes alternativas, como a via  

microbiológica são uma alternativa promissora (ROSTAMI et al., 2016; PARASAR et al., 

2020).  

 Dentro desse contexto, as espécies de leveduras produtoras de pigmentos do gênero 

Rhodotorula são conhecidas pela capacidade de produzirem carotenoides e por serem viáveis 

para produção desse pigmento através de fermentação, possuirem tempo de ciclo curto e 

baixo custo para serem cultivas (TANG et al., 2019) e apresentam potencial para produção em 

escala industrial (LAU et al., 2018). 

 Nesse sentido, estudos têm sido realizados nessa vertente com o intuito de ampliar a 

produção de carotenoides pelo gênero Rhodotorula voltados para melhorar rendimento, 

otimização de meios e condições de cultivo (TANG et al., 2019). Quanto a otimização do 

cultivo para aumentar a produção de pigmento, sabe-se que Rhodotorula spp tem a produção 

de carotenoides influenciada pelo estresse osmótico (sais), físico por luz ultravioleta (UV) e 

de luz com fotoperíodos diferentes (GARCIA-CORTES et al., 2021). Ainda sobre otimizar a 

produção de pigmento por combinações de variáveis, fonte de carbono, nitrogênio, tempo de 

incubação (ZOHARI et al., 2021), temperatura e pH (SILVA et al., 2020) também são 

variáveis que interferem na produção, a aeração e intensidade de irradiação da luz devem ser 

consideradas para formação de células e produção de carotenoides (VARMIRA et al., 2017).  

 Diante da necessidade de encontrar alternativas que diminuam o custo e ampliem a 

produção de pigmentos, o uso de resíduos agroindustriais para constituir meio de cultivo é 

uma alternativa, agrega valor ao produto e minimiza os danos causados ao meio ambiente 

pelo descarte desse resíduo (PANESAR et al., 2015, VENIL et al., 2017, MISHRA et al., 

2019). Até porque os resíduos agroindustriais são produzidos em grande quantidade, trata-se 

de resíduos e subprodutos oriundos das etapas de processamento dos produtos (RODRIGUES 

et al., 2014), na literatura a produção de pigmento por Rhodotorula spp foi verificada 

utilizando diferentes resíduos como: bagaço de mandioca (MANIMALA e MURUGESAN, 

2017), bagaço de laranja (Citrus sinensis) com melaço de cana de açúcar (MACHADO et al., 

2019), água residual de batata e fração de glicerol (KOT et al., 2019), caldo de cana (LOBO et 

al., 2021). 
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 Ressalta-se que leveduras do gênero Rhodotorula podem produzir mais de um tipo de 

carotenoide, dentre eles: β-caroteno, fitoeno, toruleno e torularodina (SHARMA e 

GHOSHAL, 2020). Os carotenoides se destacam em relação aos outros pigmentos, pois além 

da possibilidade de colorir, apresentam diversas finalidades em relação ao uso, podem ser 

utilizados na indústria de alimentos, cosméticos, farmacêutica e como aditivos em rações 

(TANG et al., 2019).  

 Os carotenoides são precursores da vitamina A e auxiliam na melhora de algumas 

funções biológicas, fortalecendo o sistema imunológico, diminuído o risco de doenças 

degenerativas, especialmente relacionadas à visão; como degeneração macular e catarata 

(SILVA, 2004; MESQUITA et al., 2017). Há estudos que destacam atividade antioxidante 

(GERELMAA et al., 2018), antimicrobiana (YOLMEH e KHOMEIRI, 2017), antitumoral 

(SHARMA e GHOSAL, 2020) e antinflamatória de carotenoides produzidos por Rhodotorula 

spp (ROSTAMI et al., 2016). 

O objetivo desse estudo foi otimizar a produção e investigar as atividades biológicas 

de pigmento obtido por fermentação submersa de Rhodotorula minuta e Rhodotorula 

mucilaginosa utilizando como substrato a casca de maracujá – amarelo (Passiflora edulis). 
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2 OBJETIVOS 

 

2.1 OBJETIVO GERAL 

 

Otimizar a produção e investigar as atividades biológicas de pigmento obtido por 

fermentação submersa de Rhodotorula minuta e Rhodotorula mucilaginosa utilizando como 

substrato a casca de maracujá – amarelo (Passiflora edulis). 

 

2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

 Adquirir resíduo da casca de maracujá - amarelo (Passiflora edulis) e realizar análise da 

composição centesimal; 

 Obter as espécies Rhodotorula minuta URM 5197 e Rhodotorula mucilaginosa URM 

7409 e realizar manutenção das leveduras; 

 Otimizar a produção de pigmento através da utilização da casca de maracujá - amarelo 

(Passiflora edulis) como substrato, por meio de matriz de Doehlert com variação da 

quantidade de substrato (gramas), pH e tempo (dias); 

 Identificar as condições e o ponto ótimo de produção do pigmento pela metodologia de 

superfície de resposta, considerando os resultados encontrados pela matriz de Doehlert 

para produção do pigmento;  

 Verificar qual das duas espécies de Rhodotorula (Rhodotorula minuta URM 5197 e 

Rhodotorula mucilaginosa URM 7409) melhor produz pigmentos com a casca de 

maracujá – amarelo (Passiflora edulis); 

 Quantificar β-caroteno no extrato do pigmento através da Cromatografia Líquida de Alta 

Eficiência (CLAE); 

 Avaliar as atividades biológicas do pigmento produzido pela R. minuta e R.mucilaginosa. 
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3. DESENVOLVIMENTO  
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Produção de carotenoides pelo gênero Rhodotorula utilizando resíduos agroindustriais 

 

Resumo 

 

Algumas espécies de leveduras conseguem gerar substâncias de interesse biotecnológico, como as do gênero 

Rhodotorula, conhecidas por produzirem carotenoides intracelulares, dentre eles: o β-caroteno, toruleno e 

torularodina. Os carotenoides são metabólitos secundários que despertam o interesse de diferentes setores como 

a indústria alimentícia, farmacêutica, cosmética e avícola, pois além de possuirem propriedades colorantes, são 

precursores da vitamina A e podem apresentarem atividades biológicas atrativas para o mercado. Essas leveduras 

também são reconhecidas por se adaptarem a diversos meios de cultivo, como os resíduos agroindústrias e 

crescerem em uma ampla faixa de temperatura entre 25 e 37°C. Por estarem presentes naturalmente em 

diferentes ambientes como água, solo, trato gastrointestinal, bem como ambientes extremos dentre eles o mar 

Morto ou em elevadas altitudes como na Patagônia, conseguem se ajustar a diferentes condições de cultivo. 

Nesse sentido, o objetivo dessa revisão foi demonstrar os principais avanços quanto à produção de pigmentos por 

diferentes espécies desse gênero utilizando resíduos agroindustriais como substrato para crescer.  

 

Palavras-chave: Bioprocesso; Fermentação; Pigmentos 

 

1. Introdução 

 

 Os pigmentos naturais podem ser obtidos por meio de plantas, animais e microrganismos (Heer & 

Sharma, 2017). Este último grupo tem despertado interesse, pois conseguem disponibilizar o pigmento de 

maneira mais rápida, não depende de um momento temporal específico e ainda existe a possibilidade de 

expansão da produção, utilizando menor espaço físico e substratos alternativos, como os resíduos agroindustriais 

(Venil et al., 2013; Sen et. al., 2019; Manimala & Murugesan, 2017). Se as condições ideais de cultivo forem 

encontradas, está pode ser uma opção mais viável financeiramente quando comparada a produção de pigmentos 

por outras fontes (Sharma & Ghoshal, 2020). 

 Os resíduos agroindustriais surgem durante a colheita, beneficiamento e produção agroindustrial, 

podem se apresentar em diferentes estados físicos, o que gera uma grande demanda quanto ao custo para coletar, 

descartar e tratar esses substratos. Dentro desse cenário ocasiona-se perda de matérias-primas, visto que as 

mesmas estão disponíveis em grande quantidade e possuem compostos com possibilidade de serem empregados 

em outros processos, indicando a perspectiva de um reaproveitamento de resíduos, o que desperta interesse do 

econômico e ambiental (Panesar, Kaur & Panesar, 2015).      

 Considerando os microrganismos produtores de pigmentos, as leveduras se sobressaem e apresentam 

um elevado potencial de produção, como as do gênero Rhodotorula sp e Sporidiobolus sp e as espécies Phaffia 

rhodozyma e Sporobolomyces roseus (Malik et al., 2012, Rodrigues et al., 2019; Machado & Burket, 2014). 

 Os processos fermentativos se destacam dentro desse panorama por proporcionar condições de cultivo 

de microrganismos e produção de metabólitos de interesse industrial. Inicialmente a escolha do agente biológico 

adequado é definidor; seguido com a transformação da matéria-prima, em condições que podem exigir 

esterilização, aeração e controle das variáveis do processo como pH e temperatura, sendo finalizado com a 
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separação e purificação do produto final (Malajovich, 2004).  

Rhodotorula é um gênero de leveduras que consegue crescer e produzir carotenoides em meios de 

cultivo alternativos como: bagaço de mandioca (Manimala & Murugesan, 2017), glicerina residual da produção 

de biodiesel (Silva et al, 2020) e caldo de cana (Lobo, Brandão & Assis, 2021). Nessa perspectiva os 

carotenoides se destacam em relação aos outros pigmentos, pois apresentam diversas finalidades em relação ao 

uso, podem ser utilizados na indústria de alimentos, cosméticos, farmacêutica e ração. Além desses pigmentos 

servirem para colorir, podem também enriquecer os alimentos, por serem precursores da vitamina A e auxiliam 

na melhora de algumas funções biológicas fortalecendo o sistema imunológico, diminuído o risco de doenças 

degenerativas, especialmente relacionadas à visão; como degeneração macular e catarata (Tuli et al., 2014; 

Mesquita et al., 2017; Aruldas et al., 2018). 

 Diante da importância dos carotenoides e as perspectivas biotecnológicas que estão inseridos referente a 

sua produção através de bioprocessos e aplicabilidade em diferentes setores da indústria, o objetivo dessa revisão 

foi demonstrar os principais avanços quanto à produção de pigmentos por diferentes espécies desse gênero 

utilizando resíduos agroindustriais como substrato para crescer. 

  

2.  Materiais e Métodos 

 

 Este trabalho é uma revisão narrativa da literatura. Os estudos citados foram identificados por meio de 

pesquisas eletrônicas na Scientific Electronic Library Online (SCIELO), Science Direct e Google Scholar, os 

descritores utilizados foram: pigments, microbial pigments, submerged fermentation, Rhodotorula, yeast and 

pigments, agroindustrial wastes, microbial carotenoids, β-carotene, torularhodin, torulene, bioprocess, natural 

pigments, carotenoid production e Rhodotorula mucilaginosa. Para essa revisão foram selecionados trabalhos 

científicos, cuja temática envolvia fermentação, espécies do gênero Rhodotorula e a produção do pigmento com 

o uso de resíduo agroindustrial como meio de cultivo disponíveis nas bases de dados citadas. Para a comparação 

entre os diferentes trabalhos foram excluídos estudos que abordavam a produção de pigmento por outras 

leveduras, fungos e bactérias.  

 

3. Resultados e Discussão 

 

Leveduras do gênero Rhodotorula 

  

 De forma geral, as leveduras são unicelulares, de cor branca ou avermelhada, seu tamanho varia de 1 a 

5 µm de diâmetro e 5 a 30 µm de comprimento; quanto à forma podem apresentar-se esféricas, elípticas ou quase 

filamentosas. Possuem uma membrana citoplasmática formada por lipídeos e proteínas que regula as trocas com 

o meio externo e uma parede celular rígida. As leveduras são células eucarióticas, pois apresentam o núcleo 

separado do citoplasma, envolvido por uma membrana chamada carioteca. A reprodução pode ser sexuada, com 

formação de esporos ou assexuada, por brotamento, divisão binária ou formação de artroconídios (Hoog et al., 

2000). 

 Rhodotorula são leveduras germinativas, assexuadas, consideradas basidiomicetos anamórficos, 

pertencentes a dois subfilos. A Pucciniomycotina, com 43 espécies, das quais 29 pertencentes a classe 
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Microbotryomycetes e as 14 restantes, a classe Cystobasidiomycetes. O outro subfilo é o Ustilagomycotina, 

constituído por três espécies (Coelho et al., 2011; Sampaio, 2011).  

 Quanto ao formato, as Rhodotorula spp possuem forma polifilética, podem ser subglobosas, ovoides, 

elipsoidais e alongadas (Tang et al., 2019). Esse gênero apresenta capacidade fermentativa baixa, não formam 

esporos, e em algumas situações podem formar pseudomicelios rudimentares, se reproduzindo por gemação 

multipolar. São leveduras que produzem pigmentos de diferentes tonalidades, entre vermelho, laranja, amarelo e 

rosa. Por conta da coloração característica, podem ser identificadas visualmente entre 24 a 48 horas após 

incubação, seu aspecto pode ser liso ou mucoso e conseguem crescer em um intervalo de temperatura de 25 a 

37ºC (Fell et al., 2000; Gan et al., 2017; Hoog et al., 2000; Kwon-Chung e Bennett, 1992).  

No que diz respeito ao local onde são encontradas, as Rhodotorula spp normalmente estão distribuídas 

na natureza, tanto em ambientes com água, no próprio solo, como no trato gastrointestinal do ser humano (Costa, 

1992). Podem também ser encontradas em ambientes extremos, como nos níveis mais profundos do mar, a 

exemplo o mar Morto, conhecido pela grande quantidade de sal dissolvido em suas águas, em elevadas altitudes 

como na Patagônia; no solo e vegetação, presente na Antártida (Querol e Fleet, 2006; Wirth & Goldani, 2012). 

 Além dos ambientes citados, existe relato da presença do gênero Rhodotorula em infecções 

hospitalares, especialmente por infecção da corrente sanguínea em imunodeprimidos (Loss et al., 2013). Os 

relatos de infecções hospitalares decorrentes desse gênero passaram a ser relatadas depois de 1985, 

provavelmente porque após esse ano houve uma ampliação de tratamentos intensivos e uso do cateter central nos 

hospitais (Miceli, Díaz & Lee, 2011). Além do uso de cateter central (Ioannou, Vamvoukaki & Samonis, 2018), 

existem outros fatores de risco para desenvolvimento de infecção por Rhodotorula spp como imunossupressão, 

exposição a antifúngicos e a presença de câncer sólido ou hematológico (Potenza et al., 2018). 

 Apesar de existirem algumas espécies patogênicas, sabe-se que a espécie R. mucilaginosa se destaca 

por produzir carotenoides em maior quantidade se comparada a outras espécies do mesmo gênero, isso indica a 

possibilidade de seu uso para este fim (Gan et. al., 2017). Esse grupo de leveduras também tem a capacidade de 

produzir outras substâncias como: lipídeos por R. toruloides (Lopes et al., 2020), R.glutinis R4 (Maza et al., 

2020), R. glutinis LOCKR13, R. mucilaginosa ATCC 66034 e R. gracilis ATCC 10788 (Kot et al., 2019); 

biosurfactante  por R. babjevae YS3 (Sen et al., 2017); e  polissacarídeo extracelular por R. mucilaginosa YL-1 

(Li et al., 2020) e R. minuta ATCC 10658 (Samadlouie, Jahanbin & Jalali, 2020). 

 É possível notar que o gênero Rhodotorula está presente em diversos ambientes e apresenta potencial 

para produção de diferentes metabólitos em distintas condições de cultivo, com possibilidade de aplicação em 

vários segmentos da indústria alimentícia, farmacêutica e cosmética. Esse panorama influencia pesquisadores a, 

estudarem bioprocessos com o intuito de otimizar a produção de biomoléculas, bem como obter a substância 

desejada com o menor custo possível, visando uma produção em escala industrial.  

  

Bioprocessos: Tipos de Fermentação 

 

 Bioprocesso se refere a um conjunto de etapas envolvidas na obtenção de determinado produto, 

sintetizado por células vivas inteiras de animais, plantas, microrganismos ou enzimas, em condições previamente 

estabelecidas e controladas, onde ocorre a biotransformação de matéria-prima em produto; o qual é separado e 

purificado finalizando o processo (Aquarone et al., 2001; Pereira, Bon & Ferrara, 2008). 

https://onlinelibrary.wiley.com/action/doSearch?ContribAuthorRaw=Vamvoukaki%2C+Rodanthi
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 Os bioprocessos relacionados ao uso de microrganismos ocorrem através da fermentação. Essa técnica é 

uma via de degradação anaeróbia da glicose, bem como de outros nutrientes orgânicos, com a finalidade de obter 

energia, conservada na forma de adenosina trifostato (ATP); já que a molécula de glicose ou mesmo outro tipo 

de substrato que tenha carboidrato, seja quebrado para gerar o piruvato. Durante o processo de evolução, a 

sequência de reações químicas dessa via foi conservada, há similaridade entre as enzimas glicolíticas em 

diferentes seres vivos, apesar de haver algumas diferenças em relação a regulação e o destino metabólico do 

piruvato que se forma (Nelson & Cox, 2014). 

 Existem dois tipos principais de cultivo: fermentação em estado sólido (FES) e a fermentação submersa 

(FS). A FES pode ser definida como uma técnica onde o crescimento dos microrganismos acontece no interior 

de partículas porosas úmidas, no qual o líquido contido na matriz sólida deve ser mantido em valores de 

atividade de água, que assegure o crescimento e metabolismo celular; desde que não ultrapasse a capacidade 

máxima de retenção de água na matriz (Pandey, 2003). Já a FS é uma técnica na qual um microrganismo é 

introduzido em um meio liquido na forma de inóculo, geralmente permanecem em fermentadores com agitação e 

aeração controlados, correção de pH e temperatura, propiciando maior acessibilidade dos nutrientes por parte dos 

microrganismos, por serem inseridos em um meio de cultivo homogêneo (Malajovich, 2004; Wanderley, Neves 

& Andrade, 2011).  

 Os sistemas de FES e FS oferecem vantagens e desvantagens. Comparando a FES com a FS, as 

principais vantagens são a alta produtividade e concentração dos produtos facilitando a sua extração, menor 

requerimento de espaço e energia, além da possibilidade de utilizar meio de cultivo simples que pode ser similar 

as condições de crescimento do microrganismo na natureza, risco de contaminação menor por utilizar quantidade 

reduzida de água e necessita de menor investimento financeiro. Apesar dessas vantagens existem algumas 

desvantagens que devem ser consideradas como a dificuldade para controle de algumas variáveis dentre elas pH, 

temperatura, umidade e crescimento celular, além de necessitar de grandes volumes de inoculo (Pandey, 2003; 

Leite et al., 2021). 

  Dentre as vantagens do processo da FS comparado a FES se destaca a facilidade para manipular maior 

volume de meio de cultura, submersão total da massa de microrganismo no meio uniformemente, melhor 

absorção dos nutrientes pelo microrganismo e excreção de metabólitos de forma mais eficiente, diminuindo o 

tempo de fermentação e influenciando a produtividade (Pereira Jr, Bon & Ferrara, 2008). Entretanto, apesar das 

vantagens descritas, a FS apresenta algumas desvantagens, especialmente o fato de ser mais susceptível a 

contaminação, porque tem uma maior quantidade de água livre. Outro fator que deve ser considerado é a 

viabilidade econômica, pois ao ser comparada com a FES, a FS apresenta um maior custo para ser realizada, isso 

em algumas situações, pode ser um fator inviabilizador do processo (Pinheiro, 2006).  

Nesse sentido, considerando que todo processo tem vantagens e desvantagens, cabe ao pesquisador 

avaliar qual técnica melhor se adequa ao seu experimento considerando o microrganismo e o que pretende obter 

através do processo fermentativo. A maioria dos estudos envolvendo a produção de pigmento pelo gênero 

Rhodotorula utiliza a fermentação submersa como meio de cultivo (Manimala & Murugesan, 2017; Rodrigues et 

al., 2019; Machado et al., 2019; Kot et al., 2020; Sharma & Ghoshal, 2020; Lobo, Brandão & Assis, 2021). 

Além de verificar a possibilidade da levedura crescer em diferentes substratos e produzir o pigmento, 

também ocorrem abordagens de otimização nas condições de cultivo que envolvem a escolha do substrato para 
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crescimento e combinação de váriveis como: regulação da luz, temperatura, adição de íons metálicos e pH que 

podem interagir e ocasionar uma melhor produção do pigmento (Silva et al., 2020; Tang et al., 2019). 

 

Pigmentos naturais produzidos por Rhodotorula spp  

 

 Os pigmentos naturais são oriundos de plantas, insetos ou microrganismos e tem maior aceitabilidade 

quando comparados aos pigmentos sintéticos, pois são mais estáveis, seguros e apresentam maior rendimento 

(Mapari et al., 2005). Dessa maneira, a produção de pigmentos naturais, a partir de bioprocessos tem se tornado 

uma área promissora, especialmente pela possibilidade de produzir em escala industrial. Nesse sentido, para 

produção de substâncias aliadas a processos biotecnológicos se faz necessário conhecer as condições de cultivo 

adequadas, pois as mesmas afetam o crescimento celular e a produção do pigmento (Liu & Wu, 2007).  

 Considerando as fases do crescimento de um microrganismo, o gênero Rhodotorula é formado por 

leveduras aeróbicas estritas que conseguem produzir glicogênio durante a fase de crescimento e grande 

quantidade de lipídios e carotenóides na fase estacionária (Dworecka-Kaszak & Kizerwetter-Swida, 2011; 

Hernández-Almanza et al., 2014), diante disso, esse grupo de leveduras é conhecido pela biossíntese intracelular 

de carotenoides (Tang et al., 2019). 

 Os carotenoides são isoprenóides, mais especificamente tetraterpenos com quarenta carbonos, formados 

por oito unidades de isoprenos (5C), com um sistema de duplas ligações conjugadas organizadas em um padrão 

de união cabeça-cauda. A ordem da dupla ligação invertida apenas na parte central da molécula influencia suas 

propriedades químicas, físicas e bioquímicas, sendo possível que as cadeias apresentem grupos terminais 

cíclicos, com a presença do oxigênio (Gómez-Garcia e Ochoa-Alejo, 2013). As duplas ligações conjugadas na 

molécula, são o cromóforo que permite a absorção da luz e consequentemente dão cor ao composto (Uenojo, 

Maróstica Junior & Pastore, 2007). 

 O processo biossintético de produção de carotenoides em leveduras é dividido em três momentos: o 

caminho do mevalonato, a biossíntese de isopreno e o caminho carotenogênico (Frengova & Beshkova, 2009; 

Miziorko, 2011; Hernández-Almanza et al., 2014). Na figura 1 ocorre a representação dessa via biossintética da 

produção de carotenoides por leveduras. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S2212429213000849#bib21
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Figura 1 - Biossíntese de carotenoides em leveduras. 

 

 

Fonte: Adaptado de Frengova & Beshova (2009). 

 

 Na primeira etapa duas moléculas de Acetil-CoA se unem e formam o Acetoacetil-CoA, que se une a 

mais uma molécula de Acetil-Coa originando o 3-hidroximetil-3-glutaril-CoA (HMG-CoA). Esse composto 

forma posteriormente o Ácido Mevalônico (MVA), com seis carbonos, que se transforma em Mevalonato-

fosfato (MVP), iniciando a segunda etapa da síntese de carotenoides por leveduras. A biossíntese de isopreno 

ocorre a partir da transformação do MVA em MVP. Ao fim da sequência de reações ocorre a formação do 

Isopentenil – pirofosfato (IPP) e subsequentemente em Dimetilalil pirofosfato (DMAPP). O que se sabe, é que a 

adição em sequência de moléculas de IPP, à DMAPP formam o Geranil-pirofosfato (GPP) com dez carbonos, o 

Farnesil-pirofosfato (FPP) com quinze carbonos e ao fim, o Eranilgeranil-pirofosfato (GGPP), com 20 carbonos. 

A terceira e última fase se inicia quando ocorre a condensação de duas moléculas de GGPP originando o fioteno 

que é o primeiro caroteno com 40 carbonos, esse sofre dessaturação para formar para formar o neurosporeno, 

que se transforma em licopeno ou β-zeacaroteno.  Ambos formam o γ-caroteno, que se subdivide e pode formar 

o β – caroteno, que se continuar as reações origina a astaxantina ou toruleno; que pode gerar torularrodina ou 

seguir outra via, formando também a astaxantina (Frengova & Beshkova, 2009; Miziorko, 2011; Hernández-

Almanza et al., 2014). 

 De forma geral os carotenoides principais produzidos por diferentes espécies de Rhodotorula 

(R.glutinis, R. rubra, R. araucariae, R.lactosa, R.minuta) são torularrodina, toruleno, γ-caroteno e β-caroteno 

(Squina & Mercadante, 2003). Sabe-se que diferentes espécies de Rhodotorula produzem carotenoides, variando 

o subtipo entre as espécies.  A R. glutinis e a R. mucilaginosa produzem em maior quantidade torularrodina, β-

caroteno e toruleno, enquanto que a R. graminis apenas toruleno. A R. rubra produz o β - caroteno (Valduga et 

al., 2009).  

 A depender das condições de cultivo Rhodotorula spp podem sintetizar os pigmentos em proporções 
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diferentes. A Rhodotorula mucilaginosa em pH 5 e temperatura de 25°C produz 28,8% de β-caroteno, 48% de 

toruleno e 23,2% de torularodina (Cheng & Yang, 2016). Enquanto que no estudo de Kot et al. (2019) houve um 

aumento significativo na proporção de β-caroteno quando a levedura foi submetida a baixa temperatura e 

estresse osmótico. Os mesmos autores identificaram que ao serem submetidas a um estresse oxidativo as 

leveduras do gênero Rhodotorula produzem mais toruleno do que nas condições controles. Por fim a irradiação 

promoveu uma maior produção de torularodina para R. glutinis e R.mucilaginosa e toruleno para R.gracilis.  

 Nota-se que o gênero Rhodotorula consegue se adaptar, crescer e produzir carotenoides em diferentes 

condições de temperatura, sob estresse e ainda em diferentes meios de cultivo, isso demonstra a versatilidade 

desse microrganismo. 

 

Produção de carotenóides por Rhodotorula spp utilizando resíduos agroindustriais 

 

 De acordo com a norma brasileira NBR 10004/2004, os resíduos agroindustriais podem ser sólidos ou 

semissólidos, oriundos da indústria, domicílios, ambiente hospitalar, comércios e atividade agrícola (ABNT, 

2004). Dentro desse contexto, o resíduo é algo decorrente de um processamento e a priori não se tem uma 

aplicação. 

 As agroindústrias apresentam relevância econômica no planeta, mas existe um contraponto que se 

refere à produção em grande escala de resíduos e subprodutos que advém das etapas que envolvem o 

processamento dos produtos (Rodrigues et al., 2014). Por não apresentarem valor financeiro, os resíduos são 

vistos apenas como sobras de um processamento, podem passar por tratamento e são descartados pelas 

indústrias. Já os subprodutos se diferem dos resíduos, pelo fato de serem sobras que podem ter uma aplicação 

posterior referente a elaboração de outros produtos. Apesar dessa diferença, também não apresentam valor 

comercial considerável (Biff & Silva, 2016). 

 Em relação à composição, tanto os resíduos como os subprodutos são constituídos basicamente por 

carbono, nitrogênio e alguns minerais oriundos da matéria-prima utilizada (Xue et al., 2010). De forma geral, 

resíduos agrícolas e subprodutos possuem muita matéria orgânica e por consequência elevado teor de demanda 

química de oxigênio (DQO) e demanda bioquímica de oxigênio (DBO), o que requer tratamento antes do 

descarte no meio ambiente, gerando custos para as empresas. Entretanto, o que ocorre na maioria das vezes é um 

descarte inadequado gerando diversos impactos ambientais (Markou & Georgakakis, 2011).  

 As degradações e impactos ambientais advém em algumas situações do descarte inadequado de resíduos 

gerados por diferentes setores, e se faz necessário encontrar maneiras para reverter esse cenário. Para tanto, 

alternativas são estudadas para que seja possível o aproveitamento econômico de forma sustentável (Menezes et 

al., 2012). 

 Diversos resíduos agroindustriais têm sido utilizados como substratos para produção de metabolitos 

com alto valor agregado, sendo esses: proteínas, ácidos orgânicos, etanol, enzimas e pigmentos (Sanchés, 2009). 

As leveduras conseguem crescer a partir de diversos resíduos agroindustriais como substrato, sendo o mesmo de 

baixo custo e grande disponibilidade, como exemplo: o caldo ou melaço de cana-de-açúcar, soro do leite, mosto 

de uva, farinha de feijão hidrolisada, extratos de soja, farinha de milho e salmoura de rabanete (Schneider et al., 

2013). 

 Vale ressaltar que a composição do meio de cultivo é determinante para a produção da substância de 
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interesse, portanto, deve apresentar em sua composição macronutrientes assimiláveis, representados por fontes 

de carbono e nitrogênio, bem como micronutrientes (ferro, manganês, entre outros) e fatores de crescimento 

como as vitaminas (Wanderley et al., 2011). 

 Alguns estudos publicados em revistas cientificas, sobre o crescimento de leveduras e produção de 

pigmentos através de meios alternativos, demonstram que diferentes fontes de carbono e nitrogênio podem ser 

utilizadas como substrato para crescimento do microrganismo (Tabela 1). 

 

Tabela 1. Produção de pigmentos por Rhodotorula spp utilizando resíduos agroindustriais como substrato. 

Microrganismo Meio de Cultivo 

(Substrato) 

Pigmento 

Produzido 

Autores 

Rhodotorula glutinis DBVPG 

6439 

Mosto de uva 

 

Carotenoides totais  (Buzzini & Martini, 

2000) 

Rhodotorula glutinis 

 

Farinha hidrolisada de 

resíduo feijão + extrato de 

batata doce 

Carotenoides Totais 

 

 

(Tinoi et al., 2005) 

Rhodotorula glutinis DM28 Salmoura rabanete 

fermentada  

β-caroteno 

 

(Malisorn & 

Suntornsuk , 2008) 

Rhodotorula glutinis MT- 5 

 

Peptona de penas de 

galinha 

Carotenoides Totais (Taskin et al., 2011) 

Rhodotorula glutinis, 

Rhodotorula aurantiaca, 

Rhodotorula mucilaginosa 

Resíduos de glicerol da 

produção de biodiesel ou 

mistura de glicerol e 

glicose 

Pigmentos Totais (Petrik et al., 2013) 

Rhodotorula sp RA2; Rhodotorula 

minuta RY1; Rhodotorula minuta 

RAI3; Rhodotorula acheniorum 

RC2. 

Água de coco ou arroz Pigmentos Totais (Yadav & Prabha, 

2014) 

Rhodotorula mucilaginosa F-1 

 

Sobra de alimentos 

(ketchup, melaço de cana  

e bebidas saudáveis). 

Carotenoides Totais 

 

 

(Cheng & Yang, 

2016) 

Rhodotorula mucilaginosa Bagaço de mandioca  Carotenoides Totais  (Manimala & 

Murugesan, 2017) 

Rhodotorula marina Glicerina bruta e levedura 

de cerveja usada. 

 

Carotenoides Totais (Rodrigues et al., 

2019) 

Rhodotorula mucilaginosa Bagaço de laranja (Citrus 

sinensis) + melaço de 

cana de açúcar 

  Carotenoides 

Totais  

(Machado et al., 

2019) 
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Rhodotorula minuta URM 6693 e 

Rhodotorula glutinis URM 6695 

Glicerina residual da 

produção de biodiesel  

Carotenoides Totais 

e β-caroteno 

(Silva et al., 2020) 

Rhodotorula gracilis ATCC 10788 Água residual de batata e 

fração de glicerol 

Carotenoides Totais 

e β-caroteno 

(Kot et al., 2020) 

Rhodotorula 

mucilaginosa (MTCC-1403) 

 

Cascas de cebola, batata, 

feijão e vagens de ervilha 

Carotenoides Totais (Sharma & Ghoshal, 

2020) 

Rhodotorula mucilaginosa Caldo de cana Carotenoides Totais 

e β-caroteno 

(Lobo, Brandão & 

Assis, 2021) 

Rhodotorula minuta e  

Rhodotorula mucilaginosa 

Casca de maracujá -

amarelo (Passiflora 

edulis) 

Pigmentos Totais, 

Carotenoides Totais 

e e β-caroteno 

(Silva et al., 2021) 

  

 Esses estudos indicam que a possibilidade de utilizar diferentes resíduos agroindustriais como fonte de 

carbono e nitrogênio em bioprocessos e na produção de metabólitos. O gênero Rhodotorula demonstrou uma 

adaptabilidade considerável, pois em diferentes composições de meio, cresceu e produziu pigmentos. Além 

disso, o uso de meio de cultivo alternativo diminui o custo de produção e os impactos ambientais decorrentes do 

descarte desses resíduos, oriundos dos processos industriais. Existe ainda a possibilidade de utilizar a biomassa 

celular produzida através de um processo fermentativo, após retirada dos solventes, na composição de ração 

animal, visto que esta é constituída basicamente por proteínas e polissacarídeos (Kot et al., 2016). 

  Apesar desses benefícios, existem dificuldades relacionadas ao processo de extração do pigmento, uma 

vez que a produção dos carotenoides é intracelular. É de conhecimento geral que a estrutura da parede celular 

confere resistência e rigidez a célula, atuando também como uma espécie de obstáculo quando se pretende 

acessar os compostos produzidos. Por isso, busca-se o isolamento e purificação, dos mesmos, a partir de técnicas 

de ruptura celular (Squina e Mercadante, 2003; Michelon et al., 2012; Monks et al., 2013). 

 Dentre as metodologias de extração sobressaem a extração mecânica, química e supercrítica. Na 

extração mecânica há uma ruptura por abrasão da parede celular com pérolas de vidro ou mesmo com o uso do 

ultrassom (Medeiros et al., 2008). A extração química ocorre por meio de solventes (etanol, isopropanol, butanol 

e acetona) capazes de romper a parede celular do microrganismo e permitir o acesso aos biocompostos 

intracelulares (Monks et al., 2013) e a extração supercrítica é baseada na extração através da exposição da 

substância a altas temperaturas e pressões, sendo esses valores superiores ao ponto crítico, existe a formação do 

fluido supercrítico (Taylor, 1996). 

 Park et al. (2007) ao estudarem o efeito de diferentes solventes para recuperar os carotenoides, testaram 

vários solventes, os que apresentaram melhor resultado quanto a extração do pigmento foram o éter de petróleo, 

DMSO e a acetona. Dessa forma, a tentativa de se extrair o máximo de pigmentos utilizando diferentes 

metodologias, conduz os pesquisadores a aperfeiçoar o processo de extrações e recuperar o máximo de pigmento 

produzido, principalmente quando se pensa na produção biotecnológica de carotenoides a nível industrial. 
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4. Conclusões 

 

 A produção de carotenoides intracelulares por leveduras, é de grande importância para a indústria e para   

pesquisadores que tem uma linha voltada para obtenção de produtos naturais por bioprocessos, uma vez que o 

maior interesse desse setor é a produção em grande quantidade da substância estudada, com o mínimo de 

recursos materiais possíveis. Nesse contexto, o gênero Rhodotorula tem se destacado, por produzir uma série de 

substâncias bioativas, ressaltando-se os carotenoides e pelo fato de se adaptarem a diversos meios de cultivo 

constituídos apenas por resíduos agroindustriais que conseguem atender as demandas de nitrogênio e carbono 

para o crescimento do microrganismo. Dentro desse gênero, a R.glutinis e R.mucilaginosa são estudadas na 

maioria dos trabalhos científicos atuais, pois possivelmente tem uma melhor adaptação a diferentes meios de 

cultivo e produzem uma maior quantidade de pigmento, então, além da produção deve ser levado em conta a 

quantidade produzida para que o microrganismo seja considerado adequado para estudos sobre uma produção 

industrial. Portanto, outra questão fundamental a ser considerada nesse processo é a forma de extração do 

pigmento, já que o objetivo é aproveitar o máximo possível do pigmento otimizando sua extração, a combinação 

entre extração mecânica e por solventes tem demostrando melhor recuperação da susbtância. São necessários 

mais estudos com outras espécies desse gênero, para elucidar quais realmente tem um melhor potencial de 

produção e recuperação do pigmento através dos métodos de extração, bem como quais seriam os melhores 

resíduos agroindustriais para o crescimento dessas leveduras e quais seriam as atividades biológicas dos 

diferentes pigmentos produzidos. 
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Otimização da produção de pigmentos por Rhodotorula minuta URM 5197 e Rhodotorula mucilaginosa 

URM 7409 utilizando casca de maracujá - amarelo (Passiflora edulis)  

 

Resumo  

 

O objetivo desse trabalho foi produzir e otimizar a produção de pigmentos por Rhodotorula minuta e 

Rhodotorula mucilaginosa através de fermentação submersa, utilizando a casca de maracujá - amarelo 

(Passiflora edulis), como único substrato. As variáveis independentes avaliadas em relação a otimização foram: 

casca de maracujá-amarelo (CMA), em gramas (g) como meio de cultivo, pH e tempo de fermentação, em dias. 

O estudo da produção do pigmento e sua otimização foi realizado através da matriz de Doehlert, com quinze 

condições experimentais, das quais treze apresentavam diferentes combinações e duas repetiam o ponto central. 

As variáveis fixas foram 30ºC e 150 rpm. A análise dos dados foi realizada a partir do Software Statistica versão 

10.0. A maior quantidade de pigmentos totais e carotenoides totais produzidos pela R. minuta foi 28±0.01 mg/L 

e 72.8±0.026 µg/g, respectivamente; enquanto que para R. mucilaginosa a produção de pigmentos totais foi 

37±0.002 mg/L e de carotenoides totais 236.8±0.013 µg/g. O ponto ótimo de produção de pigmentos totais para 

R. minuta foi 2,3g de CMA, pH 6,5 e 5 dias e para R. mucilaginosa 2,5g de CMA, pH 6 e 5 dias. Nas amostras 

de pigmentos totais foi identificada a presença 0,29mg/L de β-caroteno para R. minuta e 0,83 mg/L para R. 

mucilaginosa. É possível concluir que a casca de maracujá-amarelo pode ser utilizada como fonte de nutriente 

para crescimento das Rhodotorula spp e produção de pigmento com carotenoides totais e β-caroteno em sua 

composição. 

 

Palavras-chave: Bioprocessos; Carotenoides; Resíduos Agroindustriais; Superfície de resposta 

 

1. Introdução 

 

 Os pigmentos naturais podem ser obtidos por meio de plantas, animais e microrganismos (Heer & 

Sharma, 2017). Esse último grupo tem despertado interesse, quando comparado com os outros, pois consegue 

disponibilizar o pigmento de maneira imediata, não depende da sazonalidade, viabiliza expansão da produção, 

utiliza menor espaço físico e pode ser cultivado em substratos alternativos, como os resíduos agroindustriais 

(Venil et al., 2013; Manimala & Murugesan, 2017; Sen et al., 2019). 

 Estes substratos, na maioria das vezes surgem do processamento de frutas destinadas a produção de 

polpas, e podem ser constituídos por casca, caroço, sementes e bagaço (Viana & Cruz, 2016). Sabe-se que 

degradações e impactos ambientais advém em algumas situações do descarte inadequado de resíduos gerados por 

diferentes setores, o que torna necessário encontrar alternativas viáveis para reverter esse cenário (Menezes et 

al., 2012). 

 Alguns estudos relatam, a possibilidade de reutilizar resíduos da indústria para o crescimento de 

microrganismos e produção dos metabólitos de interesse, onde ao mesmo tempo que esse substrato atua como 

fonte de carbono e nitrogênio, age na preservação e mitigação do meio ambiente (Panesar et al., 2015; Kot et al., 

2016). Nesse contexto, o Brasil é um dos maiores produtores de maracujá do mundo e 95% deste produto é 

destinado as indústrias de sucos que geram muitos resíduos de cascas do fruto (Cavalcante & Melo, 2019).  
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 Com relação a produção de pigmentos por microrganismos, o gênero Rhodotorula é conhecido por 

produzir pigmentos naturais denominados carotenoides que podem apresentar-se em tonalidade amarela, laranja 

e vermelha; e são utilizados na indústria farmacêutica, química, alimentícia e de rações, pois além de colorir, 

atuam como precursores da vitamina A e podem apresentar atividades biológicas (Guzman et al., 2010; Mata-

Gómez et al., 2014; Mussagy et al., 2018; Aruldas et al., 2018; Manimala & Murugesan, 2018; Nabi et al., 

2020). 

 Nesse contexto, os carotenoides são considerados isoprenóides, mais especificamente tetraterpenos com 

quarenta carbonos, constituídos por oito unidades de isoprenos (5C); com um sistema de duplas ligações 

conjugadas, que seguem um determinado padrão de união cabeça-cauda (Delgado-Vargas & Peredes-López, 

2002). A ordem da dupla ligação invertida apenas na parte central da molécula, interfere diretamente em suas 

propriedades químicas, físicas e bioquímicas, sendo possível que as cadeias apresentem grupos terminais 

cíclicos, com a presença do oxigênio (Gómez-Garcia & Ochoa-Alejo, 2013). As duplas ligações conjugadas na 

molécula, são o cromóforo que permite a absorção da luz e por consequência, dão cor ao composto, sendo essa 

facilmente visualizada (Weedon & Moss, 1995).  

 Dessa maneira, esse estudo avaliou a possibilidade de produzir e otimizar a produção de pigmentos 

totais por R. minuta e R. mucilaginosa através de fermentação submersa, utilizando a casca de maracujá - 

amarelo (Passiflora edulis) como único substrato. 

 

2. Metodologia 

 

2.1 Coleta e Preparo do Resíduo 

  

 A matéria-prima utilizada foi a casca de maracujá - amarelo (Passiflora edulis), resíduo gerado durante 

processamento para produção de sorvetes. O resíduo foi obtido na cidade de Itapetinga, BA, Latitude: 15° 15′ 

23” Sul, Longitude: 40° 15′ 27” Oeste. Após higienização foi reduzido a partes menores e seco (72 horas, 50°C) 

em estufa (SOLAB – SL 102). Posteriormente foi triturado em moinho de facas Willey (ACB LABOR), com 

granulometria de 2 mm.  

 

2.2 Composição Centesimal do Resíduo de Casca de Maracujá - Amarelo (Passiflora edulis) 

 

 A análise da composição centesimal do resíduo foi realizada pelo Laboratório de Forragicultura, da 

Universidade Estadual do Sudoeste da Bahia, Campus de Itapetinga-BA. Foi utilizada a metodologia de Van 

Soest et al. (1991) e AOAC (2016). 

 

2.3 Obtenção dos Microrganismos e Técnicas de Manutenção 

 

 As leveduras R. minuta (isolada da ração da bandeja do recinto de psitacídeos) e R. mucilaginosa 

(isolada do solo) foram adquiridas da Coleção de Cultura de Microrganismos da Universidade Federal de 

Pernambuco - Micoteca URM – UFPE. Para garantir a viabilidade das espécies foram utilizadas quatro técnicas 

de manutenção: repicagem continua - (método de curto prazo), óleo mineral - (método de médio prazo), água 
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esterilizada - (método de médio prazo) e congelamento comum - (método de médio prazo) (Sola et al., 2012). 

 

2.4 Planejamento Experimental: Matriz de Doehlert 

 

 No planejamento experimental, os efeitos avaliados em relação a produção de pigmentos pelas 

leveduras foram: Casca de maracujá-amarelo (g) como meio de cultivo, pH e tempo de fermentação, em dias. O 

estudo da produção do pigmento e sua otimização foi realizado através da matriz de Doehlert, com quinze 

condições experimentais, das quais treze apresentaram diferentes combinações e duas repetições no ponto 

central. As variáveis fixas foram 30ºC e 150 rpm. As quinze condições experimentais foram determinadas a 

partir de testes preliminares e realizadas em triplicata. A análise dos dados foi realizada a partir do Software 

Statistica versão 10.0.  

 

2.5 Preparo do Inóculo, Meio de Cultura e Padronização do pH 

 

 A obtenção do inóculo ocorreu através do cultivo da R.minuta e da R.mucilaginosa, em Erlenmeyers 

(250 mL), com 100 mL do caldo YM; sob agitação de 150 rpm, a 30°C, por 48 horas. Os inóculos foram 

transferidos para o meio de cultura (total 100ml), a uma concentração de 10% (v/v) e uma biomassa inicial 

estimada de 108 UFC/ml (Silva et al., 2020). Para cultivo das leveduras foi utilizado meio de cultivo composto 

apenas por casca de maracujá - amarelo (Passiflora edulis), de acordo com as combinações propostas pela matriz 

de Doehlert. O pH do meio de cultivo de todos os ensaios foi padronizado com ácido sulfúrico (2M) ou 

hidróxido de sódio (2M). 

 

2.6 Extração dos pigmentos  

 

 A extração do pigmento foi realizada a partir de uma adaptação da proposta por Moliné et al. (2012), 

em quatro etapas. Na primeira etapa ocorre uma centrifugação (Centrífuga refrigerada - CIENTEC 6000R) do 

fermentado após filtração, a 3000xg, por 5 minutos.  O meio de cultivo foi retirado e o “pellet” foi separado com 

água destilada estéril e o sobrenadante descartado. Na segunda etapa foi utilizado 1mL de DMSO (Dimetil 

sulfóxido), associado ao “pellet” e submetidos a agitação em vórtex (AP 56 - Phoenix Luferco), por 1 minuto. A 

mistura foi incubada em banho-maria (CT - 266 - CIENTEC), por 1 hora, a 55°C. Em seguida centrifugada a 

3000xg, por 5 minutos. O sobrenadante foi retirado e armazenado a -20°C, em tubos Falcon, com proteção 

contra a luz. Para terceira etapa foi adicionado 1mL de acetona P.A ao “pellet”, seguido de agitação em vórtex, 

por 1 minuto e posterior centrifugação 3000xg, por 5 minutos.  A segunda e terceira etapa foram repetidas até 

extração exaustiva. A última etapa uniu as frações de acetona e DMSO. Em seguida foi adicionado 2 mL de éter 

de petróleo (35°C – 65°C) e 0,5mL de solução saturada de NaCl, a 5°C. A mistura foi agitada em vórtex, por 15 

segundos e submetida a centrifugação 3000xg, por 10 minutos; a uma temperatura de 5°C.  Foi coletada a fase 

éter de petróleo com os pigmentos e armazenada em tubos Falcon, enrolados em papel alumínio. Os tubos 

Falcon permaneceram em temperatura ambiente até evaporação total do éter e obtenção do extrato. 
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2.7 Métodos Analíticos  

2.7.1 Determinação de carotenoides totais 

 

 Após obtenção do extrato de pigmentos totais, a determinação da concentração de carotenoides totais 

foi realizada em espectrofotômetro, a uma absorbância de 448 nm. Os resultados da concentração de 

carotenoides totais foram obtidos através da Equação (1), expressos em termos de seu principal carotenoide, o β-

caroteno (absortividade específica em éter de petróleo de 2592, obtido experimentalmente) (Davies, 1976; 

Moriel et al., 2005).  

 

TC =           A x V x 106____ 

 

           A1cm x 100 x mamostra                                                                                                                                                                                                                                       
 

Onde: TC = carotenoides totais (μg.g− 1); A = absorbância; V = volume (mL); mamostra = massa celular seca (g); 

A1cm = absortividade específica. Para calcular os carotenoides totais (μg.L− 1) com os resultados da concentração 

específica e da concentração de biomassa, foi realizada a conversão de unidades. 

 

2.7.2 Identificação e quantificação do β - caroteno por Cromatografia Líquida de Alta Eficiência (CLAE) 

 

 O β-caroteno foi identificado e quantificado por CLAE de acordo com adaptação da metodologia 

utilizada por Silva et al. (2020). Os extratos obtidos foram suspensos em 1mL de metanol e acetona HPLC (9:1) 

e transferidos para frascos de 2mL com tampa e embrulhados em folha de alumínio para limitar o acesso à luz e 

minimizar a degradação dos carotenoides. Uma alíquota de 20µL de cada amostra foi injetada manualmente no 

HPLC analítico Shimadzu, com bomba binária. A coluna utilizada foi do tipo C18 Supelco (25cm x 4,6mm x 5 

µm) e a fase móvel foi de acetonitrila/acetato de etila/metanol, pré-sonificada, numa proporção de 10:40:50 

(v/v/v), mantida até o final da corrida de 25 minutos/amostra, sob um fluxo de 0,6mL/min, com comprimento de 

onda de 460nm, a temperatura ambiente. A curva de calibração para quantificação do β-caroteno foi construída 

com diferentes concentrações do padrão submetidas a CLAE através dessa metodologia.  

 

2.8 Análise Estatística  

 

 Os valores encontrados para a produção de pigmentos foram analisados através do programa Statistica 

10, por meio da análise de variância (ANOVA), diagrama de Pareto e gráfico de superfície de resposta. 

 

3. Resultados e Discussão 

 

 A composição centesimal do resíduo escolhido indica que a casca de maracujá amarelo pode ser 

utilizada como fonte de nitrogênio e de carboidrato para o crescimento do microrganismo, pois possui 12,93% de 

proteína bruta, 1% de extrato etéreo, 7,35% de material mineral, 49,09% de fibra detergente neutro - FDN 

(8,94% lignina + 29,5% celulose + 10,65% hemicelulose), 38,44% de fibra detergente ácido - FDA (8,94% 

lignina + 29,50% celulose) e 0,36% cinzas. 

 Com essa composição, a casca de maracujá - amarelo, foi efetiva como substrato para o crescimento das 

1% 

1% 
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duas espécies de leveduras estudadas. Sabe-se que o resíduo com uma maior quantidade de compostos 

lignocelulósicos (lignina, celulose e hemicelulose) tem um maior potencial para gerar açúcares fermentáveis 

funcionando como substrato para o crescimento da levedura e produção dos pigmentos (Silva et al., 2020).  

 Estudos anteriores, demonstram que o gênero Rhodotorula é capaz de crescer e produzir pigmentos em 

diferentes meios de cultivo alternativos, dentre eles: salmoura de rabanete fermentada (Malisorn & Suntornsuk, 

2008); peptona de penas de galinha (Taskin et al., 2011); resíduos de glicerol da produção de biodiesel com 

glicose (Petrik et al., 2013); água de coco ou arroz (Yadav & Prabha, 2014); glicerina bruta e levedura de cerveja 

usada (Rodrigues et al., 2019), bagaço de laranja (Citrus sinensis) com melaço de cana de açúcar (Machado et 

al., 2019) e água residual de batata e fração de glicerol (Kot et al., 2020). Isso demonstra que na presença de 

substratos alternativos, cuja composição apresente proteínas e carboidratos, há possibilidade da levedura do 

gênero Rhodotorula crescer e produzir o pigmento. 

 Os resultados obtidos para a produção de pigmentos (mg/L) e carotenoides totais pela R. minuta e R. 

mucilaginosa, conforme as condições propostas na matriz de Doehlert podem ser vistos na Tabela 1.  Os valores 

da resposta dos pigmentos e carotenoides totais, são a média do valor triplicado realizado nos ensaios. 

 

Tabela 1. Produção de pigmentos totais e carotenoides totais de acordo com matriz de Doehlert para R. minuta e 

R. mucilaginosa. 

(C)*: Ponto Central; CMA: Casca de maracujá – amarelo (Passiflora edulis); T: Tempo; PT: Pigmentos Totais; 

RMI: R.minuta; RMU: R.mucilaginosa; CT: Carotenoides Totais. Fonte: autores. 

 

 De acordo, com os resultados apresentados na matriz de Doehlert houve diferença em relação a 

quantidade de pigmentos e carotenoides totais produzidos entre as diferentes espécies. A R. minuta produziu 

28±0.01 mg/L de pigmentos totais utilizando apenas a casca de maracujá-amarelo (Passiflora edulis) como 

Ensaio CMA(g) pH   T 

(dias) 

      PT RMI 

      (mg/L) 

PT RMU 

(mg/L) 

CT RMI 

(µg/g) 

CT RMU 

(µg/g) 

1 (C)* 

2 

3 

4 

5 

6 

7 

8 

9 

10 

11 

12 

13 

14 (C)* 

15 (C)* 

3 

3 

5 

3 

1 

2 

4 

4 

2 

2 

4 

4 

2 

3 

3 

6 

4 

6 

8 

6 

5 

5 

7 

7 

5 

5 

7 

7 

6 

6 

5 

5 

5 

5 

5 

6 

6 

6 

6 

4 

4 

4 

4 

5 

5 

26.80±0.010 

21.00±0.020 

13.10±0.005 

26.00±0.001 

23.20±0.005 

23.85±0.040 

12.25±0.005 

7.50±0.002 

25.40±0.056 

22.20±0.325 

19.90±0.010 

20.15±0.060 

24.95±0.001 

27.15±0.023 

28.00±0.010 

31.50±0.005 

15.45±0.025 

11.75±0.022 

27.25±0.012 

24.10±0.003 

24.20±0.025 

6.75±0.030 

4.50±0.020 

26.25±0.005 

17.50±0.030 

14.25±0.060 

15.05±0.002 

2.55±0.001 

35.50±0.001 

37.00±0.002 

69.68±0.026 

54.60±0.052 

34.06±0.013 

67.60±0.002 

60.32±0.013 

62.01±0.103 

31.08±0.013 

19.50±0.005 

66.04±0.144 

57.72±0.838 

51.74±0.026 

52.39±0.155 

64.87±0.003 

70.59±0.059 

72.80±0.026 

201.60±0.032 

98.88±0.159 

75.20±0.140 

174.40±0.076 

154.24±0.019 

154.88±0.159 

43.20±0.191 

28.80±0.127 

168.00±0.032 

112.00±0.191 

91.20±0.384 

96.32±0.013 

16.32±0.006 

227.2±0.006 

236.8±0.013 
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substrato, já a R. mucilaginosa apresentou melhor produção de pigmentos totais obtendo 37±0.002 mg/L quando 

comparada a R. minuta. Em relação a produção de pigmentos totais, Buzzini & Martini (2000) utilizaram mosto 

de uva como substrato para produção de pigmento por R. glutinis DBVPG 6439 e obtiveram 5,95mg/L. 

Enquanto Squina et al. (2002) trabalharam com R. rubra e R. glutinis utilizando caldo de cana como substrato, 

extrato de levedura e peptona encontraram uma produção de pigmento de 4,4 mg/L para R. rubra e 6,7 mg/L 

para R. glutinis.  

 Nesse mesmo contexto, Tinoi et al. (2005) utilizaram farinha hidrolisada de resíduo de feijão e extrato 

de batata doce como substrato para a R. glutinis obtiveram 3,48±0,02 mg/L de pigmentos totais. Cheng & Yang 

(2016) utilizaram a R. mucilaginosa F-1 e como substrato para seu crescimento comida desperdiçada incluindo 

katchup, melaço de cana e bebidas saudáveis; os autores encontraram uma concentração de pigmentos de 2,23 

mg/L quando utilizaram katchup, 2,61 mg/L com melaço de cana e 1,10 mg/L com a bebida saudável.  

 Apesar das espécies diferirem entre os estudos citados, pertencem ao mesmo gênero. Os valores 

encontrados são bem próximos entre si e inferiores aos encontrados no presente estudo. Dentre os autores 

estudados, apenas Taskin et al. (2011) ao utilizarem a espécie mutante R. glutinis MT-5 encontraram um valor 

superior ao do presente estudo, 92mg/L de pigmentos totais ao utilizar como substrato 8g/L de peptona de penas 

de galinha.  

 Dessa forma, o resultado encontrado para produção de pigmentos totais pelas duas espécies destaca-se 

por ser um valor superior ao encontrado nos estudos que utilizaram levedura sem mutações e resíduo 

agroindustrial como único substrato. 

 Quanto a produção de carotenoides totais, a R.minuta produziu 72.8±0.026 µg/g, valor inferior ao 

produzido pela R.mucilaginosa que foi 236.8±0.013µg/g. Ao comparar esse resultado das duas espécies obtido 

no presente estudo, com o encontrado por Machado et al. (2019), identifica-se valores próximo já que os autores 

também utilizaram a R.mucilaginosa para produção de pigmentos e encontraram uma produção de carotenoides 

totais de 252.99 µg/g, variando a quantidade de extrato de levedura, peptona e pH inicial da fermentação.  

 Ainda sobre a produção de carotenoides totais Silva et al. (2020) obtiveram uma produção de 

carotenoides totais de 179.66 µg/g produzidos por R. mucilaginosa, com bagaço de sisal como substrato 

principal, variando suplementação do meio de cultivo, pH e temperatura. Em outro estudo ao utilizarem a R. 

mucilaginosa F-1, os autores variaram os meios de cultivo e encontraram uma produção de 315.9 µg/g quando 

utilizaram o meio YM (10g/L de glicose, 5g/L de peptona, 3g/L de extrato de levedura, 3g/L de extrato de 

levedura), 376.3 µg/g com ketchup, 268.6 µg/g com melaço e 245 µg/g com bebida saudável (Cheng & Yang, 

2016). 

 Ao utilizar outra espécie do mesmo gênero, nesse caso a R.glutinis R12 com diferentes meios de 

cultivo, a produção de carotenoides totais encontrada foi de 283.71 µg/g, entretanto os três meios de cultivo 

utilizados no estudo não eram constituídos por resíduo agroindustrial, eram formados por compostos que 

normalmente estão presentes em meios de cultivo padrão para levedura (Gerelmaa et al., 2018). 

 Dessa forma, ao comparar os diferentes estudos e a produção de carotenoides totais pode-se observar 

que os valores encontrados são bem próximos, independente do meio de cultivo ser constituído de resíduo 

agroindustrial ou padrão, pois em ambos a levedura consegue acessar nutrientes que permitam seu crescimento e 

produzir pigmentos; o que consolida a possibilidade de diminuir o custo de produção e ainda permite uma 

aplicação para o resíduo agroindustrial.  
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 De acordo com Silva et al. (2020) o pH é uma variável que pode influenciar na produção de pigmentos 

e  carotenoides totais, o que permite inferir a presença de uma resposta adaptativa em Rhodothorula ssp. Estudos 

realizados por Machado et al. (2019), destacam que o pH inicial da fermentação influencia positivamente a 

produção volumétrica de carotenoides; o que corrobora com outros estudos (Nahas et al., 1982; Peñalva & Arst, 

2004; Freitas et al., 2007) que demonstraram o protagonismo do pH em microrganismos, ressaltando sua 

versatilidade fisiológica e a existência de um  monitoramento extra celular que não só regula o pH homeostático 

como também a síntese /secreção de biomoléculas ocorram apenas em valores de pH que funcionem 

efetivamente (Caddick et al., 1986; Maccheroni et al., 1991).  

 Os valores experimentais encontrados para os pigmentos totais foram utilizados para a elaboração de 

ajustes estatísticos para gerar modelos significativos, conforme Tabela 2. 

 

Tabela 2. Análise de Variância (ANOVA) para a produção de pigmentos totais por R. minuta e R. mucilaginosa 

pela matriz de Doehlert. 

R. minuta  

Fonte de variação SQ GL QM F calculado F tabelado 

Regressão 489.3298 9 54.3699 10.50 3.31 

Resíduo 25.8792 5 5.1758   

Falta de ajuste 25.1175 3 8.3725 21.98 9.16 

Puro erro 0.7617 2 0.3808   

SQ total 515.2090 14 
   

R2 95%     

R. mucilaginosa  

Fonte de variação SQ GL QM F calculado F tabelado 

Regressão 1.499,586 9 166.62 5.27 3.31 

Resíduo 158,153 5 31.6306   

Falta de ajuste 141.986 3 47.3285 5.86 9.16 

Puro erro 16.167 2 8.0833   

SQ total 1657.739 14 
   

R2 90%     

SQ = Soma dos Quadrados, GL = Grau de Liberdade; QM = Quadrado Médio; F = Teste de Fisher; R
2 

= 

Coeficiente de Determinação. Fonte: autores. 

 

 A ANOVA realizou uma avaliação da qualidade do ajuste dos modelos gerados por meio do teste 

Fisher (teste F), significância de regressão, falta de ajuste e do coeficiente de determinação múltipla. Há 

significância estatística para os efeitos quando o valor de p é menor do que 0,05. 

 Considerando o teste de Fisher para a produção de pigmentos totais da R. minuta o F calculado (10,50) 

é maior do que o F tabelado (3,31) quando se considera a regressão, isso significa que é possível confiar nos 

dados obtidos. Ao analisar a falta de ajuste, o F calculado (21,98) foi maior do que o F tabelado (9,16), indicando 

que houve falta de ajuste, o R2 foi igual a 95%, demonstrando que 95% dos resultados encontrados são 

explicados pelo modelo experimental. 

 Para a produção de pigmentos totais pela R. mucilaginosa, no que se refere a regressão, o F calculado 
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(5,27) é maior do que o F tabelado (3,31), portanto é possível confiar nos dados. Quanto a falta de ajuste o F 

calculado (5,86) é menor do que o F tabelado (9,16) indicando que não houve falta de ajuste, os resultados 

encontrados não são aleatórios, o R2 foi 90%, isso significa que 90% dos resultados encontrados são explicados 

pelo modelo experimental. 

 Na Figura 1 está apresentado o Diagrama de Pareto que demonstra a significância estatística dos termos 

quadráticos e lineares e sua interação no que se refere a produção de pigmentos totais pela R. minuta e R. 

mucilaginosa.  

 

Figura 1. Diagrama de Pareto para produção de pigmentos totais (mg/L) para R.minuta (a) e R. mucilaginosa 

(b). 

 (a) 

(b) 

Fonte: autores. 

 No diagrama de Pareto para produção de pigmentos totais, as três variáveis apresentaram significância 

estatística (p valor <0,05). Ao se analisar a correlação entre as variáveis, para R. minuta houve significância 

estatística para produção de pigmento a relação entre casca de maracujá – amarelo e pH (p valor 0,037) e casca 
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de maracujá – amarelo e tempo (p valor 0,006) (Figura 1a). Enquanto que para R. mucilaginosa ao se verificar as 

correlações entre as variáveis, houve significância estatística apenas para casca de maracujá – amarelo e tempo 

(p valor 0,02) (Figura 1b). É possível afirmar que a casca de maracujá-amarelo tem influência sobre a produção 

de pigmento; nas duas espécies existe uma correlação entre casca de maracujá- amarelo e tempo (dias) com 

significância estatística.  

 As figuras 2 e 3 apresentam a superfície de resposta indicando o ponto ótimo para produção de 

pigmentos totais pela R. minuta e R. mucilaginosa.  
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Figura 2. Gráficos de superfície de resposta para produção de pigmentos totais por R. minuta, mostrando os 

efeitos das interações de (a) pH e casca de maracujá - amarelo, (b) tempo (dias) e casca de maracujá - amarelo e 

(c) tempo (dias) e pH. 

   (a) 

 (b)  

  (c) 

Fonte: Autores. 
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Figura 3. Gráficos de superfície de resposta para produção de pigmentos totais por R. mucilaginosa, mostrando 

os efeitos das interações de (a) pH e casca de maracujá - amarelo, (b) tempo (dias) e casca de maracujá - amarelo 

e (c) tempo (dias) e pH. 

 

(a) 

(b) 

(c) 

Fonte: Autores. 

 

 A partir dos resultados apresentados nas Figuras 2 e 3, através da superfície de resposta foi encontrado 

um ponto ótimo de produção de pigmentos totais para R. minuta (2,3g de CMA, pH 6,5 e 5 dias) e R. 

mucilaginosa (2,5g de CMA, pH 6 e 5 dias). A determinação de um ponto ótimo de produção tem como intuito 
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indicar as melhores condições de cultivo para produzir um quantitativo maior de pigmento.   Dessa forma, 

observou-se na otimização da produção de pigmentos que a quantidade de substrato, pH e tempo foram próximos 

para ambas as espécies.  A interação dessas variáveis, nessas condições especificas, contribuíram para o acesso 

de nutrientes pela levedura, monitoramento celular, produção e secreção de biomoléculas. Ainda pode-se 

observar que ambientes ácidos não são premissa para uma boa produção de pigmentos por Rhodotorula spp. O 

pH neutro, em torno de 6, demonstrou sua funcionalidade no que tange uma resposta adaptativa das leveduras a 

um sensoriamento celular, permitindo ponto ótimo de produção dos pigmentos totais, tanto para R. minuta 

quanto a R. mucilaginosa. 

 A equação que descreve o comportamento da resposta referente a produção de pigmentos totais (mg/L) 

produzido por R. minuta e R. mucilaginosa em função das variáveis, está descrita na Equação 2 e 3, 

respectivamente.    

 

Produção de Pigmentos Totais RMI (g/L) = - 208.00 + 30.800 (CMA) - 2.292 (CMA)2 + 19.238 (pH)- 0.954 

(pH)2 +56.233 (T) - 4.546 (T)2 - 1.100 (CMA) (pH) - 2.800 (CMA)(T)                                                                                                                    

Equação 2                 

                                                                                             

Produção de Pigmentos Totais RMU (g/L) = - 468.33 + 43.39 (CMA) - 4.18 (CMA)2 + 27.52 (pH) - 3.33 (pH)2 + 

141.96 (T) - 13.27 (T)2 + 1.744 (pH)(T)                                                                                                                                               

Equação 3 

 

Onde: CMA: Casca de maracujá-amarelo, T: Tempo em dias, RMI: R. minuta, RMU: R. mucilaginosa 

  

 Por meio da cromatografia líquida de alta eficiência (CLAE) representada pelos cromatogramas (Figura 

4) foi possível identificar a quantidade de β-caroteno presente nas amostras de pigmentos totais produzidas pela 

R. minuta (Figura 4a) e R. mucilaginosa (Figura 4b). 
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Figura 4. Cromatogramas obtidos por CLAE considerando a resposta do detector (mV) x tempo (min), para β-

caroteno obtido por R.minuta (a) e R.mucilaginosa (b). 

 (a) 

 

 (b) 

Fonte: Autores. 

 

 Em relação aos cromatogramas obtidos por CLAE, pode-se afirmar que os pigmentos totais obtidos por 

R. minuta (0,29mg de β-caroteno por litro) e R. mucilaginosa (0,83 mg de β-caroteno por litro) apresentam β-

caroteno em sua composição. A quantidade de β-caroteno foi determinada através de equação da reta obtida pela 

curva de β-caroteno padrão em diferentes concentrações conhecidas e a área correspondente ao pico de β-

caroteno realizada por CLAE, identificada entre 18 a 19 minutos para o pigmento produzido por R.minuta e 19 a 

20 minutos para pigmento produzido por R.mucilaginosa. 

 Dessa forma, a equação obtida foi: Y β-caroteno= 648.868X- 113.258. Onde: Y= Área obtida no pico de β- 

caroteno por CLAE e X= Concentração em mg/L de β – caroteno. 
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  No estudo publicado por Silva et al. (2020) ao verificar a produção de β-caroteno pela cromatografia 

liquida de alta eficiência por R.glutinis URM 6692, R.minuta URM 6693 e R.glutinis URM 6695 utilizando 

glicerina residual como substrato, identificaram uma produção de 0,56mg/L, 1,02mg/L e 0,13 mg/L, 

respectivamente. Esses valores demonstram similaridade com os resultados encontrados no presente estudo.  

 Diante dos ensaios realizados, observa-se e destaca-se a R. mucilaginosa por apresentar um maior 

quantitativo de carotenoides totais e β-caroteno nas amostras de pigmentos totais, quando comparada a R. 

minuta..Dessa forma a R. mucilaginosa se apresenta como uma espécie promissora no que tange a adaptabilidade 

celular frente a R. minuta para produção de pigmentos. Apresentar e produzir de forma diferenciada esse tipo de 

substância, é relevante, pois os carotenoides se sobressaem em relação aos outros pigmentos, por apresentarem 

diversas finalidades, em relação ao uso que atendem as demandas de diferentes setores da indústria; podendo ser 

definidor em um momento de escolha no início de uma produção em larga escala. 

    

 4. Considerações finais  

 

 Os resultados deste estudo indicam que a casca de maracujá-amarelo pode ser utilizada como substrato 

para crescimento das Rhodotorula spp e produção de pigmento com carotenoides totais e β-caroteno, em sua 

composição. Com a otimização das condições de cultivo, as quais as espécies foram submetidas, foi possível 

determinar as condições ótimas para a produção de pigmentos totais. Isso demonstra a versatilidade das 

leveduras que utilizam resíduos como substratos para produção de biomoléculas relevantes, como os pigmentos. 

 A presença de carotenoides nesses pigmentos fomenta e direciona estudos posteriores para purificação e 

verificação das possíveis atividades biológicas (antimicrobiana, antioxidante, citotóxica, toxicidade, antifúngica), 

com o intuito do uso do pigmento não apenas com a finalidade de colorir alguma substância, mas para utilização 

na indústria de alimentos, farmacêutica e cosmética.  
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Resumo  

Pigmentos naturais produzidos por microrganismos se destacam pela possibilidade de 

produção a baixo custo, em maior quantidade, menor tempo e apresentar atividades 

biológicas. Nesse cenário, os carotenoides produzidos pelo gênero Rhodotorula sobressaem. 

O objetivo desse estudo foi investigar as atividades biológicas (antimicrobiana, larvicida e 

citotóxica) dos pigmentos produzidos por R.minuta e R. mucilaginosa. A atividade 

antimicrobiana foi verificada por concentração inibitória mínima (MIC) e concentração 

bactericida mínima (MBC), contra Staphylococcus aureus ATCC 29213, Pseudomonas 

aeruginosa ATCC 27853, Klebsiella pneumoniae e Escherichia coli. A atividade larvicida 

dos pigmentos foi estudada contra larvas de A. aegypti.  O efeito citotóxico foi realizado 

contra linhagens de células tumorais HCT116 (carcinoma de colón humano), HepG2 

(carcinoma hepatocelular humano), B16-F10 (melanoma murino) e MRC-5 (fibroblasto de 

pulmão humano). O pigmento da R.minuta apresentou ação bactericida contra Staphylococcus 

aureus ATCC 29213, enquanto que o pigmento produzido pela R.mucilaginosa foi bactericida 

contra Staphylococcus aureus ATCC 29213 e bactericida e bacteriostático contra Klebsiella 

pneumoniae. O potencial larvicida foi observado para o pigmento das duas espécies, com 

destaque para o pigmento produzido pela R.minuta. Não foi identificado efeito citotóxico dos 

pigmentos contra as células tumorais nas concentrações avaliadas. Dessa forma, os pigmentos 

apresentaram atividades biológicas promissoras diferentes, esses resultados podem estimular 

novas pesquisas relacionadas as atividades biológicas encontradas. 
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Introdução 

  

 Os pigmentos naturais são coloridos, insolúveis em água, sólidos, com aspecto de pó, 

disponíveis em diversas cores e não apresentam efeitos tóxicos quando ingeridos pelo ser 

humano (Dawoud, 2020). Esses pigmentos podem ser obtidos através de plantas, algas, 

insetos e microrganismos. Há destaque para sua produção por microrganismos, devido à 

facilidade de cultivo, alta taxa de crescimento, possibilidade de crescimento em meio de 

cultura de baixo custo, por ser tolerante a interferências climáticas e dispor de uma ampla 

variedade de cores (Mesquita et al. 2017). 

 Quando comparados aos pigmentos sintéticos que comprovadamente causam alergias 

e toxicidade (Lopez e Ligabue-Braun, 2021), os pigmentos naturais sobressaem, pois não 

possuem essas características, e além de colorirem como os sintéticos, podem apresentar 

atividades biológicas - potencial antimicrobiano, anticâncer, antioxidante e antiproliferativo 

(Lagashetti et al. 2019), o que agrega valor ao produto final, no qual essa substância pode ser 

inserida. 

 Conderando a síntese de pigmentos por microrganismos, as espécies de leveduras do 

gênero Rhodotorula são conhecidas pela produção de pigmentos naturais conhecidos por 

carotenoides (Cipolatti et al. 2017). Os carotenoides são utilizados pela indústria alimentícia, 

cosmética, farmacêutica e de rações, além de atuarem como colorantes, são precursores da 

vitamina A e demonstram atividades biológicas (Mesquita et al., 2017). 

 Dentro desse contexto, o objetivo do presente estudo foi investigar as atividades 

biológicas (antimicrobiana, larvicida contra Aedes aegypti e citotoxicidade) de pigmentos 

obtidos de R. minuta URM 5197 e R. mucilaginosa URM 7409, utilizando casca de maracujá- 

amarelo (Passiflora edulis), como substrato para crescimento dos microrganismos. 
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Materiais e Métodos 

Obtenção do Microrganismo 

 As leveduras utilizadas no presente estudo foram cedidas pela Coleção de Cultura de 

Microrganismos da Universidade Federal de Pernambuco - Micoteca URM – UFPE. A 

Rhodotorula minuta URM 5197 foi isolada de ração presente na bandeja de psitacídeos, 

enquanto que a R. mucilaginosa URM 7409 foi isolada de solo. 

  

Preparação do inóculo e da fermentação submersa 

 Para obter o inóculo, a espécie foi cultivada em Erlenmeyers de 250 mL, com 100 mL 

meio de cultivo Yeast Malt – YM (1% de glicose, 0,5% de peptona, 0,3% de extrato de malte 

e 0,3% de extrato de levedura) por 48 horas, a 150 rpm e 30°C. O inóculo foi transferido para 

o meio de cultura contendo 3% de casca de maracujá - amarelo (Passiflora edulis) em 100 ml 

de água destilada estéril, com biomassa inicial estimada de 108 UFC/ml (Silva et al., 2021). 

As leveduras permaneceram a 150 rpm, 30°C por 5 dias. 

 

Extração do pigmento com solventes orgânicos 

A extração do pigmento ocorreu conforme metodologia descrita por Silva et al. (2021) 

adaptada da metodologia utilizada por Moliné et al. (2012) e Silva et al. (2020). 

 

Determinação da Atividade Antimicrobiana 

 As cepas bacterianas utilizadas foram Staphylococcus aureus ATCC 29213, 

Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Klebsiella pneumoniae e Escherichia coli. Os 

microrganismos foram cedidos pelo Laboratório de microbiologia, da Universidade Federal 

de Alfenas – Minas Gerais. A atividade antibacteriana das amostras de pigmento foi 

determinada pela concentração inibitória mínima (MIC) e a concentração bactericida mínima 
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(MBC), de acordo com metodologia do Instituto de Padrões Clínicos e Laboratoriais (CLSI, 

2006; Cunha et al. 2013).  

As bactérias foram cultivadas em caldo cérebro coração (BHI), por 24 horas a 37°C. 

Posteriormente, a suspensão de bactérias foi diluída em caldo BHI estéril, até 0,5 da escala 

McFarland. Após obter esse valor, as bactérias foram incubadas com soluções do extrato dos 

pigmentos em concentrações que variaram de 25 a 1000µg/mL. As bactérias foram 

plaqueadas em microplacas de 96 poços. O controle negativo utilizado foi o metanol, pois foi 

empregado para dissolver o pigmento.  

Após incubação por um período de 24 horas, a 37°C, para determinação da MIC foi 

considerada a menor fração do extrato do pigmento que não permitiu o crescimento visível 

após a incubação com 60 μL do corante resazurina, a 0,01% (Sigma-Aldrich), por 30 minutos, 

em temperatura ambiente.  Para isso a coloração do poço deveria permanecer na cor azul. Já o 

MBC foi determinado cultivando 10 µL de cada poço incubado antes de adicionar a 

resazurina, no ágar Müller-Hinton, a 37°C, pelo período de 24 horas. Para o MBC observou-

se a menor concentração de cada amostra sem crescimento visível de colônias em placas de 

ágar (Cunha et al., 2013).  

 

Atividade larvicida dos pigmentos contra larvas de A. aegypti 

Diluição das amostras do pigmento 

 O pigmento resultante da extração foi armazenado em eppendorfs, para realização do 

experimento foram utilizados 0,5g de cada pigmento produzido por R. minuta e R. 

mucilaginosa. Um dia antes dos ensaios biológicos foi realizada a diluição do pigmento em 

água, para diluição foi necessária a aplicação de agentes surfactantes comumente usados para 

experimentos com larvas do A. aegypti, são eles o DMSO (Dimetilsulfóxido/C2H6OS) e 

TWEEN80 (Polisorbato 80/C64H124O26). Para a diluição do pigmento da R. minuta foram 
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utilizados 0,3ml de DMSO + 0,4ml de Tween80, enquanto que para diluição do pigmento da 

R. mucilaginosa foram utilizados 0,1ml de Tween80.  

 Após a diluição os pigmentos foram colocados em 2 diferentes balões volumétricos de 

200ml, o qual foi completado com água deionizada até a linha do menisco. Nos dois casos o 

volume foi fracionado em um balão de 100ml, o volume restante no balão de 200ml foi 

acrescido novamente de água deionizada, esse processo foi repetido mais uma vez. Essa 

diluição gerou 3 graduações dos pigmentos nas concentrações de 0,25mg/ml-1, 0,125mg/ml-1 e 

0,062mg/ml-1 para cada amostra de pigmento das diferentes leveduras, ambas as 

concentrações com 100ml cada. Os controles foram preparados utilizando a mesma medida de 

soluções surfactantes que foram utilizadas na diluição da fração maior de cada pigmento, ou 

seja, o controle do pigmento da R.minuta com 0,3ml de DMSO + 0,4ml de Tween80 para 

cada 100ml de água e o controle do pigmento da R.mucilaginosa contou com 0,1ml para cada 

100ml de água. O produto dessas diluições foi armazenado para realização dos ensaios no dia 

posterior. 

 

Manutenção das Larvas 

 As larvas de A. aegypti para realização dos ensaios biológicos foram obtidas através 

da colônia estabelecida no Laboratório de Pesquisa de Inseticidas Naturais (LAPIN) na UESB 

de Itapetinga com ovos oriundos da linhagem Rockfeller doados pela Fundação Oswaldo 

Cruz (Fiocruz), do Rio de Janeiro. Os ovos foram submersos em recipientes de polipropileno, 

aproximadamente mil ovos para cada litro de água deionizada em temperatura de 

aproximadamente 26 C° para eclosão, a alimentação das larvas foi pesada em um grama de 

ração de peixe (Alcon Basic) por vasilha. As larvas utilizadas estavam em 2º e 3º instar de 

desenvolvimento. 
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Ensaios Biológicos 

 O ensaio biológico foi realizado utilizando 30 larvas em cada recipiente de vidro com 

30ml dos tratamentos, sendo estes tratamentos: 3 concentrações para cada pigmento, 2 

controles com os diluentes e controle com água, todos realizados em triplicata. As vasilhas 

foram reorganizadas de forma aleatória espacialmente sobre a bancada após o início do 

experimento. As observações foram realizadas com 1h, 2h, 4h, 6h, 8h, 10h, 24h após o início 

do experimento. O ensaio teve início às 8:00am e foram avaliadas a temperatura e umidade 

relativa do ar durante todo o experimento, a iluminação seguiu ciclo natural, diurno e noturno. 

Para avaliação da sensibilidade à luz foi utilizada iluminação direcionada sobre as larvas 

durante as observações, a atividade das larvas foi observada e no caso de baixa reatividade foi 

utilizado um bastão para promover vibrações nos recipientes com leves toques no vidro, no 

caso de mortalidade, as larvas mortas foram removidas do recipiente e contabilizadas. 

 

Analises Estatísticas 

 As análises estatísticas foram realizados no software Pacote Estatístico de Ciências 

Sociais IBM 21.0. As médias de mortalidade larval foram submetidos à análise de variância 

(ANOVA) e as diferenças comparadas pelo pós teste Tukey a 5% de significância (P < 0,05). 

As diferenças entre as médias de mortalidade em relação aos controles foram comparadas 

pelo pós teste Dunnett (P < 0,05).  

 

Determinação de citotoxicidade em linhagens de células tumorais in vitro 

Preparo das amostras e células 

As amostras (extrato dos pigmentos) foram diluídas em DMSO puro estéril na 

concentração de 10 mg/mL, para obtenção dos extratos. Os efeitos antiproliferativos foram 

determinados nas linhagens de células HCT116 (carcinoma de colón humano), HepG2 
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(carcinoma hepatocelular humano), B16-F10 (melanoma murino) e MRC-5 (fibroblasto de 

pulmão humano), obtidas da American Type Culture Collection (ATCC). Todas as linhagens 

de células foram cultivadas em garrafas para cultura de células (75 cm3, volume de 250 mL). 

Os meios utilizados foram RPMI 1640 (mistura de sais enriquecidos com aminoácidos, 

vitaminas e outros componentes essenciais para o crescimento celular), suplementados com 

10% de soro bovino fetal. A manutenção das linhagens ocorreu em incubadoras com 

atmosfera de 5 % de CO2 e temperatura de 37ºC. O acompanhamento do crescimento celular 

era realizado todos os dias, através da utilização de microscópio de inversão. A troca do meio 

ocorreu quando o crescimento celular atingia confluência necessária para renovação de 

nutrientes. Para manter as células aderidas utilizou-se tripsina (0,25%), para despregarem das 

paredes das garrafas. As culturas de células apresentavam negativas para microplasma, 

conforme avaliado pela coloração com Hoechst (Mycoplasma Stain Kit, Cat. MYC1, Sigma-

Aldrich®, St Louis, MO, USA). 

 

Ensaio de citotoxicidade 

Para avaliar a citotoxicidade dos pigmentos, o ensaio do alamar blue foi realizado após 

72 horas de exposição com os pigmentos. O alamar blue (O'brien et al., 2000) apresenta 

propriedades redox e atua como indicador fluorescente/colorimétrico. Com os sais de 

tetrazólio, o alamar blue reduz-se em células em proliferação. A forma oxidada é azul (não 

fluorecente/célula não viável) e a forma reduzida é rósea (fluorescente/célula viável). Se 

ocorrer redução do alamar blue houve proliferação celular, essa característica de maneira 

inicial foi utilizada para indicar crescimento e/ou viabilidade celular no monitoramento de 

proliferação de linfócitos (Ahmed et al., 1994) e atualmente apresenta várias aplicações.  

Inicialmente, as linhagens de células HCT116, HepG2, B16-F10 e MRC-5 foram 

plaqueadas em microplacas de 96 poços (100µL/poço de uma solução de 0,7x105 células/mL). 
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Após 24 horas de incubação, os pigmentos dissolvidos em DMSO foram adicionados em cada 

poço e incubados por 72 horas. A doxorrubicina foi utilizada como controle positivo. O 

controle negativo recebeu a mesma quantidade de DMSO. Quatro horas antes do final do 

período de incubação que correspondeu a 24 horas, 20 µL da solução estoque (0,312 

mg/mL) de alamar blue (resazurina) foram adicionados em cada poço. As absorbâncias foram 

mensuradas nos comprimentos de onda de 570 nm (reduzido) e 595 nm (oxidado) utilizando 

uma leitora de placa (Ahmed et al., 1994).  O cálculo da porcentagem de inibição foi realizado 

registrando a percentagem de inibição x log da concentração e determinado suas IC50 

realizado a partir de regressão não-linear, utilizando o programa Prisma versão 5.0 (GraphPad 

Software).  

 

Resultados e Discussão  

A atividade antimicrobiana dos extratos dos pigmentos obtidos por R.minuta URM 

5197 e R.mucilaginosa URM 7409 foram determinadas pelos ensaios de microdiluição com 

hexano e metanol (8:2), no qual a Concentração Inibitória Mínima (MIC) e a Concentração 

Bactericida Mínima (MBC) foram apresentadas na Tabela I.  

Tabela I 

Concentração Inibitória Mínima (MIC) e Concentração Bactericida Mínima (MBC) 

para pigmento produzido por R.minuta URM 5197 e R.mucilaginosa URM 7409. 

Cepas Bacterianas PRMI(µg/mL) PRMU(µg/mL) 

 MIC MBC MIC MBC 

Klebsiella pneumoniae 100 >1000 500 1000 

Pseudomonas 

aeruginosa ATCC 

27853 

>1000 >1000 >1000 >1000 

Escherichia coli >1000 >1000 250 1000 

Staphylococcus aureus 

ATCC 29213 

1000 1000 500 500 

PRMI = Pigmento R.minuta URM 5197 , PRMU= Pigmento R. mucilaginosa URM 7409. 

 

 De acordo com Tanaka e Silva (2005) a MIC > 1000 µg/mL indica atividade inativa, 
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MIC=500 a 1000 µg/mL atividade fraca, MIC = 100 a 500 µg/mL atividade moderada e 

MIC< 100 µg/mL atividade boa.  

Quando a razão MBC/MIC para qualquer composto, está entre 1:1 e 2:1 essa 

substância pode ser bactericida, entretanto, se essa relação for maior ou igual 2:1 o composto 

pode ser bacteriostático (Faria, 2012). Observando os resultados apresentados, o extrato do 

pigmento da R.minuta URM 5197 apresentou uma proporção de 1:1 característica de um 

agente antibacteriano, com ação bactericida nas cepas de Staphylococcus aureus ATCC 

29213. Em relação ao pigmento obtido de R.mucilaginosa URM 7409 foi identificada a 

proporção  de 1:1 para Staphylococcus aureus ATCC 29213 demonstrando ação bactericida e 

2:1 para Klebsiella pneumoniae indicando ação bactericida e bacteriostática do extrato do 

pigmento para essa cepa. 

Yolmeh et al. (2016) ao estudarem a atividade antimicrobiana de pigmento produzido 

por Rhodotorula glutinis utilizando MIC e MBC encontram que para a MIC, considerando as 

concentrações do pigmento 2mg/mL a 128 mg/mL, a menor MIC ocorreu com 8mg/mL para 

B.cereus e Streptococcus pyogenes. De acordo com os autores isso indica ação bacteriostática. 

Quanto ao teste de MBC com concentrações de 8mg/mL a 128 mg/mL, o menor valor 

encontrado foi em 32mg/mL para B.cereus, Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes, 

S.pyogenes e Enterococcus faecalis, sugerindo ação bactericida. 

 Rostami et al. (2016) testaram a atividade antimicrobiana de pigmento produzido por 

Micrococcus roseus e Rhodotorula glutinis. Considerando a MIC para o pigmento do 

M.roseus a menor concentração foi 16mg/mL para B.cereus, S. aureus e S.pyogenes e a MBC 

32mg/mL para B.cereus, S.aureus, S.pyogenes e E.faecalis. Em relação ao pigmento obtido 

pela Rhodotorula glutinis, a menor MIC foi 8mg/mL para B.cereus e S.pyogenes e a MBC 

32mg/mL para B.cereus, S. aureus, L.monocytogenes, S.pyogenes e E.faecalis. 

 Acredita-se que o melhor perfil antimicrobiano dos pigmentos produzidos por 
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leveduras é verificado quando são testados contra cepas de bactérias gram-positivas, isso 

porque as bactérias gram-negativas possuem lipopolissacarídeos na parede celular e isso 

impediria o influxo desses compostos ativos para a membrana citoplasmática das bactérias 

(McKeegan et al., 2002).  

 Entretanto, no presente estudo foi identificado potencial bacteriostático e bactericida 

contra bactérias gram-negativas e bactericida para bactéria gram-positiva em menores 

concentrações do que as realizadas em outros estudos, indicando uma possível ação 

antimicrobiana dos pigmentos obtida em pequenas concentrações. Esse resultado demonstra a 

possibilidade de aplicação do pigmento para esse fim, em pequena quantidade, o que implica 

em um menor custo de produção, já que nos outros estudos para ter uma atividade semelhante 

foi necessária uma maior concentração. 

 Os resultados da atividade larvicida dos pigmentos de Rhodotorula minuta e 

Rhodotorula mucilaginosa sobre larvas de Aedes aegypti estão representados na Tabela II.  
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Tabela II 

Atividade larvicida dos pigmentos de Rhodotorula minuta URM 5197 e Rhodotorula 

mucilaginosa URM 7409. 

Sobre larvas de Aedes aegypti: Médias das concentrações seguidas com letras diferentes nas colunas, diferem 

significativamente pelo pós teste Tuke (P < 0,05). Para comparação com os controles, nas colunas, empregou-se 

o teste estatístico de Dunnett (* p<0,05 e ** p>0,05).  

 

 Os pigmentos das leveduras R. minuta e R. mucilaginosa demonstraram atividade 

larvicida sobre as larvas de Aedes aegypti. Com 1 hora de exposição houve mortalidade larval 

nas concentrações de 0,25 mg mL-1 e 0,125 mg mL-1 para o pigmento de R. minuta, não houve 

diferença significativa (P > 0,05). No mesmo período não ocorreu mortalidade larval nas 

diferentes concentrações do pigmento de R. mucilaginosa, isso foi observado apenas a partir 

de 6 horas de exposição na concentração de 0,25 mg mL-1 e a partir de 10 horas nas menores 

concentrações.   

Em relação ao pigmento de R. minuta a mortalidade larval continuou aumento, foi 

observado para a concentração de 0,0625 mg mL-1 a partir de 4 horas. A concentração de 0,25 

mg mL-1 foi mais significativa (P < 0,05), causando mortalidade superior a 50% em 8 horas e 

      Mortalidade das larvas de Aedes aegypti (%) 

 

Concentrações (mg/mL) 1 hora 2 

horas 

4 

horas 

6 

horas 

8 

horas 

10 

horas 

24 

horas 

         

Rhodotorula 

minuta 

0,25 4,4a* 13,3a* 26,6a* 37,7a* 55,5a* 73,3a* 100a* 

 0,125 2,2ab** 3,3b** 9,9b* 15,5b* 26,6b* 41,1b* 95,5a* 

 0,0625 0,0b** 0,0b** 5,5b* 15,5b* 25,5b* 27,7b* 37,7b* 

         

Rhodotorula 

mucilaginosa 

0,25 0,0b** 0,0b** 0,0c** 2,2c** 4,4c** 9,9c** 54,4b* 

 0,125 0,0b** 0,0b** 0,0c** 0,0c** 0,0c** 6,6c** 48,8b* 

 0,0625 0,0b** 0,0b** 0,0c** 0,0c** 0,0c** 6,6c** 43,3b* 

Controles         

DMSO + 

TWEEN 80 

 0,0** 0,0** 0,0** 0,0** 0,0** 0,0** 0,0** 

TWEEN 80  0,0** 0,0** 0,0** 0,0** 0,0** 0,0** 0,0** 

Água deionizada  0,0** 0,0** 0,0** 0,0** 0,0** 0,0** 0,0** 
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100% em 24 horas, não diferindo neste último horário de observação apenas da sua 

concentração de 0,125 mg. mL-1 (P > 0,05), a qual ocasionou 95,5% de mortalidade. No 

entanto, a concentração de 0,125% diferiu significativamente da concentração de 0,0625 mg 

mL-1 (P< 0,05) apenas na observação de 24 horas.  

Já o pigmento de R. mucilaginosa, apesar de ter ocorrido aumento de mortalidade na 

concentração de 0,25 mg. mL-1 em 8 e 10 horas atingiu mais de 50% de mortalidade em 24 

horas, estes aumentos não apresentaram diferenças significativas com suas demais 

concentrações em nem um dos últimos períodos de avaliação (P > 0,05).  

Esses resultados indicam que o pigmento da R. minuta é mais tóxico as larvas de A. 

aegypti quando comparado ao pigmento de R. mucilaginosa, visto que a mortalidade larval foi 

identificada desde as primeiras horas de observação com a possibilidade de atingir 95,5 e 

100% em 24 horas, a depender da concentração. Estudos voltados para o potencial larvicida 

de pigmentos oriundo de fungos sobre larvas de mosquitos vetores são escassos e até o 

desenvolvimento desta pesquisa, não foram encontrados estudos de mesma natureza que 

envolvessem espécies do gênero Rhodotorula. Este estudo é o primeiro relato 

de atividade larvicida de pigmento de espécies pertencente a este gênero sobre larvas de A. 

aegypti.  

No entanto, a toxicidade que pigmentos de fungos podem apresentar sobre larvas de 

insetos vetores é apoiado pelo estudo desenvolvido por Pradeep et al. (2015), que 

demonstraram que o pigmento do tipo isoquinolina sintetizado pelo fungo Fusarium 

moniliforme J. Sheld. (1904) apresentou atividade larvicida contra larvas de A. aegypti e 

Anopheles stephensi (Liston, 1901). Além disto, o estudo desenvolvido por Gajalakshmi et al. 

(2019), também demonstraram o potencial larvicida do pigmento produzido por Monascus 

purpureus, o qual ocasionou mortalidade sobre larvas de Culex sp. 

Levando em consideração que uma substância com potencial neurotóxico em larvas de 
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insetos pode ocasionar o funcionamento inadequado do corpo e consequentemente a morte 

(Ragavendran et al, 2019), infere-se que a toxicidade dos pigmentos dos fungos R. minuta e R. 

mucilaginosa, estejam relacionadas a tal via. A pouca mobilidade das larvas e mortes 

observadas no presente estudo, corroboram com esta hipótese. O estudo realizado por 

Ragavendran et al. (2019) demonstraram efeitos similares sobre larvas de A. aegypti, como 

também em Culex quinquefasciatus (Say, 1823), mas não com pigmentos e sim com extrato 

de micélio do fungo Penicillium sp. 

 Em relação aos grupos controles, não houve mortalidade, o que confirma atividade 

larvicida dos pigmentos. Contudo, os resultados obtidos demonstraram que o pigmento de R. 

minuta possui efeitos mais significativos sobre as larvas de A. aegpti, indicando o potencial 

do pigmento como uma substância promissora para ser utilizado no sistema integrado desse 

vetor, o que demanda a continuidade dos estudos.  

  Para a determinação de citotoxicidade em linhagens de células tumorais in vitro os 

valores foram expressos em IC50 conforme tabela III. 

 

Tabela III 

Valores de IC50 para a atividade citotóxica em linhagens de células tumorais versus não 

tumorais.  

Amostras HCT116 HepG2 B16-F10 MRC-5 

PRMI 38,75 

24,11 – 45,30 

34,57 

29,61 – 40,35 

33,96 

29,98 – 38,46 

33,52 

27,57 – 40,75 

PRMU >50 >50 >50 >50 

DOX 0,06 

0,03 – 0,12 

0,04 

0,02 – 0,06 

0,05 

0,04 – 0,06 

1,39 

1,18 – 1,65 
A tabela apresenta os valores de IC50 (concentração inibitória média) e o respectivo intervalo de confiança de 

95% obtido a partir de três experimentos independentes realizados em duplicata pelo método do Alamar blue, 

após 72 horas de exposição com as células HCT116 (carcinoma de colón humano), HepG2 (carcinoma 

hepatocelular humano), B16-F10 (melanoma murino) e MRC-5 (fibroblasto de pulmão humano) obtidos por 

regressão não-linear através do programa GraphPad Prisma versão 5.0. Doxorrubicina (DOX) foi usada como 

controle positivo. PRMI = Pigmento R.minuta URM 5197, PRMU= Pigmento R. mucilaginosa URM 7409. 

 

 No presente estudo, os pigmentos produzidos por R.minuta e R.mucilaginosa não 

apresentaram atividade citotóxica promissora nas concentrações estudadas, contra células 
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normais e tumorais. O gênero Rhodotorula é conhecido por produzir diferentes carotenoides, 

dentre eles: β-caroteno, toruleno e torularodina (Moliné et al., 2012), esses dois últimos são 

conhecidos pelas propriedades anticancerígenas (Kot et al., 2018). É provável que na amostra 

do pigmento, as proporções desses carotenoides tenham sido menores e isso tenha afetado o 

resultado desse teste.  

 Sharma e Ghoshal (2020) ao trabalharem com o pigmento de Rhodotorula 

mucilaginosa MTCC-1403, conseguiram identificar atividade anticancerígena contra células 

tumorais humanas MCF-7 (câncer de mama). Apesar de alguns carotenoides apresentarem 

características antitumorais, isso não se aplica a todos e também podem ter esse efeito em 

células tumorais especificas.   

 Dessa maneira, é possível afirmar que os pigmentos produzidos por microrganismos 

podem apresentar composições diferentes e isso impactar nas suas atividades biológicas. No 

presente estudo os resultados corroboram para essa conclusão, pois ao realizar diferentes 

testes foi possível notar que o pigmento produzido por leveduras do mesmo gênero, mas de 

espécies diferentes nas mesmas condições de cultivo apresentaram diferentes atividades 

biológicas.  
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4. CONCLUSÃO  

   

 Diante dos resultados encontrados no presente estudo, é possível afirmar que a 

produção de pigmentos naturais, especialmente de carotenoides por bioprocessos é 

promissora, principalmente quando se almeja a produção em escala industrial. Portanto, 

conseguir identificar as melhores condições de cultivo, temperatura, agitação, pH, fonte de 

carbono, proteínas, minerais e vitaminas necessárias são o primeiro passo para domínio da 

produção de pigmentos por microrganismos. Nesse sentido, não basta saber o microrganismo 

que produz pigmentos, é necessário encontrar as melhores condições para isso.   

 Sendo assim, é fato que existe uma nova demanda por parte da indústria para produção 

desses pigmentos naturais e os microrganismos se destacam por apresentarem baixo custo de 

manutenção, produção, tempo de cultivo e não sofrem influencias do tempo, além de 

ocuparem pouco espaço.   

 Outro fator que impulsiona o estudo e aplicação dos bioprocessos, se refere a 

possibilidade de utilizar resíduos agroindustriais como fonte de carbono, e a depender da 

composição até mesmo fonte de nitrogênio. Assim, ao mesmo tempo que se deseja produzir 

um pigmento natural, existe a possibilidade de utilizar resíduos que até então seriam 

dispensados no meio ambiente sem nenhum tipo de preocupação ou cuidado.  

 Assim, o pigmento natural sobressai em relação ao pigmento sintético, porque sua 

funcionalidade não se restringe a coloração, podem apresentar atividades biológicas e serem 

destinados a outras finalidades. A identificação de atividades biológicas nos pigmentos 

obtidos impulsionou investigações sobre as possibilidades de aplicação dos mesmos, sejam na 

indústria alimentícia, cosmética, farmacêutica e de rações. Dessa forma, estudos que 

investiguem as melhores condições de cultivo, os melhores residuos agroindustriais e que 

analisem a substância produzida, em busca de uma aplicabilidade são fundamentais e 

relevantes para o avanço científico e tecnológico.  
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ANEXOS  

Anexo 1 - Guia para elaboração de trabalhos acadêmicos (com base na ABNT – NBR 14724 

e Regimento Geral do PMBqBM. 
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APRESENTAÇÃO 

 

Segundo documento da ABNT - NBR 14724, “dissertação é o documento que 

representa o resultado de um trabalho experimental ou exposição de um estudo científico 

retrospectivo, de tema único e bem delimitado em sua extensão, com o objetivo de reunir, 

analisar e interpretar informações. Deve evidenciar o conhecimento de literatura existente 

sobre o assunto e a capacidade de sistematização do candidato. É feito sob coordenação de 

um orientador (doutor), visando à obtenção do título de mestre.” A tese é o “documento 

que representa o resultado de um trabalho experimental ou exposição de um estudo científico 

de tema único e bem delimitado. Deve ser elaborado com base em investigação original, 

constituindo-se em real contribuição para a especialidade em questão. É feito sob a 

coordenação de um orientador (doutor) e visa a obtenção do título de doutor, ou similar.” 

Este guia contém os itens básicos relativos a apresentação escrita do trabalho do 

exame de qualificação do mestrado, dissertação e tese. As informações sobre os prazos e 

procedimentos encontram-se nas normas internas do PMBqBM. 

Para um maior detalhamento consultar o documento original da ABNT. 
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ESTRUTURA DO TRABALHO 

 

A estrutura do trabalho (que será descrita mais detalhadamente adiante) é 

composta por partes obrigatórias e opcionais. De acordo com a ABNT/NBR-14724, o 

trabalho compreende três elementos: pré-textuais, textuais e pós-textuais. 

 

ELEMENTOS PRÉ-TEXTUAIS 

Capa – Obrigatório (Modelo 1) 

Folha de rosto – Obrigatório 

(Modelo 2) Ficha catalográfica – 

Obrigatória 

Folha de aprovação – Obrigatória 

(Modelo 3) Dedicatória – Opcional 

Agradecimentos – 

Obrigatório Epígrafe – 

Opcional 

Resumo – Obrigatório 

Abstract – Obrigatório 

Sumário – Obrigatório 

(Modelo 4) Lista de Figuras – 

Obrigatório Lista de Anexos – 

Obrigatório 

Lista de Apêndices – Obrigatório, quando 

houver Lista de abreviaturas e siglas – 

Obrigatório 

 

TEXTUAIS 

Introdução – Obrigatório 

Objetivos – Obrigatório 

Desenvolvimento – 

Obrigatório Conclusão – 

Obrigatório Próximos 

trabalhos – Opcional 

Próximas etapas e cronograma – Para exame de qualificação 

 

 

PÓS-TEXTUAIS 

Referências – Obrigatório 
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Apêndices – Opcional 

Anexos – Opcional 
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1. CONFIGURAÇÃO DAS PÁGINAS 

 

 

Tamanho do papel: padrão A4 (210 x 297 mm) 

Margens: As folhas devem apresentar margem esquerda e superior a 3 cm; direita e 

inferior de 2 cm 

Espaçamento entrelinhas: 1,5 cm 

Recuo de primeira linha: 1,25 cm 

Tamanho e forma da letra do texto: Times New Roman, tamanho 12 ou Arial 

tamanho 12. Nomes científicos, em latim e língua estrangeira devem ser escritos em 

itálico. Os títulos de cada seção devem ser em caixa alta, centralizados e em negrito. 

Paginação: a numeração deve figurar no canto superior direito da folha, em 

algarismos romanos minúsculos nas páginas preliminares (pré-textuais), com exceção da 

página de rosto, que não deve ser numerada, porém contada. Na parte textual a 

numeração, em sequência, é colocada em algarismos arábicos. Segundo norma da ABNT: 

“todas as folhas do trabalho, a partir da folha de rosto, devem ser contadas 

sequencialmente, mas não numeradas. A numeração é colocada, a partir da primeira folha 

da parte textual, em algarismos arábicos, no canto superior direito da folha, a 2 cm da 

borda superior, ficando o último algarismo a 2 cm da borda direita da folha. Havendo 

apêndice e anexo, as suas folhas devem ser numeradas de maneira contínua e sua 

paginação deve dar seguimento à do texto principal”. 

Cabeçalho: opcional. Deve conter o nome do autor, ano e parte do título do 

trabalho. 



92 

 

 

2. ESTRUTURA DO TRABALHO 

 

ELEMENTOS PRÉ TEXTUAIS 

 

Capa: obrigatória. Deve conter a instituição, autor, título, e na base da página 

local (município e Estado) e data (mês e ano) (Modelo 1). 

    Folha-de-rosto: obrigatória. Dados utilizados na elaboração da ficha 

catalográfica: autor, título, finalidade do trabalho (em letra tamanho 10, abaixo do título e 

concentrada à direita (Modelo 2): 

“Dissertação apresentada ao Programa Multicêntrico em Bioquímica e 

Biologia Molecular, da Universidade Estadual do Sudoeste da Bahia, como requisito 

parcial para a obtenção do grau de Mestre” 

“Tese apresentada ao Programa Multicêntrico em Bioquímica e Biologia 

Molecular, da Universidade Estadual do Sudoeste da Bahia, como requisito parcial para 

a obtenção do grau de Doutor” 

“Trabalho de qualificação de mestrado apresentado ao Programa Multicêntrico 

em Bioquímica e Biologia Molecular, da Universidade Estadual do Sudoeste da 

Bahia, como requisito parcial para a obtenção do grau de Mestre” 

Ficha catalográfica: obrigatória. Deve ser colocada no verso da folha-de-rosto, 

sendo elaborada por profissional especializado (bibliotecário, a partir das informações 

fornecidas pelo autor), sendo enquadrada num retângulo de 8,0 x 12,5 cm. O discente 

deverá consultar a Biblioteca setorial sobre os procedimentos de emissão da ficha 

catalográfica. Dispensável para o trabalho do exame de qualificação. 

Folha de Aprovação: obrigatória. Deve constar logo após a folha de rosto, na 

versão final do trabalho após a defesa, e ser assinada pelos componentes da banca 

examinadora, sendo três assinaturas para os exames de qualificação e mestrado e cinco 

para defesas de tese (Modelo 3). Dispensável para o trabalho do exame de qualificação. 

Dedicatória: opcional. Página na qual o autor presta uma homenagem ou dedica o 

seu trabalho a outras pessoas, texto em itálico. 

Agradecimentos: obrigatório. Manifestação de agradecimento a pessoas e 

instituições que, de alguma forma, colaboraram para a execução do trabalho. Deve ser 

dirigido àqueles que realmente contribuíram de maneira relevante na elaboração do 

trabalho, especificando-se em que colaboraram. O título (AGRADECIMENTOS) deve 

estar centralizado. 

Epígrafe: opcional. Texto em itálico, no qual o autor apresenta uma citação, 
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seguida de indicação de autoria. Nessa folha não se coloca título. 

Resumo: obrigatório. Texto curto, no máximo com uma página, com a descrição 

sintética dos aspectos relacionados aos objetivos, justificativa, material e métodos, 

resultados e conclusões do trabalho. Logo abaixo do resumo devem figurar as palavras-

chave ou descritores (no máximo de 5), ou seja, as palavras representativas do conteúdo 

do trabalho. 

Abstract: obrigatório. Consiste na versão do resumo em inglês. Logo abaixo do 

resumo em língua estrangeira devem figurar as palavras-chave ou descritores no idioma 

escolhido (no máximo de 5). 

Sumário: obrigatório. Relação dos tópicos hierarquizados do trabalho, com a 

indicação da página onde se encontra cada assunto, a partir das listas de figuras, na 

sequênciaem que aparecem no texto. Usa-se o termo Sumário (e não índice ou lista) para 

designar esta parte. A palavra Sumário, no título desta folha, é colocada sem número, 

centralizada e com o mesmo tipo e tamanho de fonte das seções primárias. O 

espaçamento entrelinhas deverá ser simples. (Modelo 4). 

Lista de figuras: obrigatório, quando houver. Útil quando se tem muitas figuras no 

texto. 

               Lista de tabelas: obrigatório, quando houver. 

               Lista de Apêndices: obrigatório, quando houver. 

               Lista de Anexos: obrigatório, quando houver. 

               Lista de abreviaturas e siglas: obrigatório. Lista em ordem alfabetica das abreviaturas e 

siglas, utilizadas no texto, seguida de sua descrição por extensor. Observação: caso um nome 

científico de um organismo seja citado com o classificador, todos os demais devem ser citados da 

mesma forma pelo menos na primeira vez em que for mencionado. O mesmo com relação à 

abreviação do gênero, isto é, só poderá ocorrer a abreviação com a primeira letra do genero após 

citação por completo. 
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ELEMENTOS TEXTUAIS 

 

INTRODUÇÃO: obrigatório. Deve conter uma visão geral de todo o trabalho 

com base na literatura em até 5 (cinco) páginas. A citação de autoria deverá seguir as 

normas da ABNT. 

OBJETIVOS: obrigatório. Deve conter os objetivos gerais e específicos propostos 

no trabalho. 

DESENVOLVIMENTO: obrigatório. Deve ser escrito em capítulos. O primeiro 

capítulo obrigatoriamente é uma revisão bibliográfica no formato de um artigo de revisão 

de revista à escolha do autor(a) e orientador(a) para exame de qualificação, dissertação e 

tese. No entanto, o(a) discente poderá redigir um referencial teórico contendo o estado da 

arte do trabalho a ser defendido ao invés do artigo de revisão. Os demais capítulos 

deverão conter os dados obtidos no mestrado seguindo as exigências de uma revista 

científica de escolha do autor(a) e orientador(a) para escrita de um artigo original. Assim, 

antes de cada capítulo o autor deve indicar o nome do trabalho, revista escolhida e link do 

guia ao autor da revista, centralizados na página. As referências do primeiro e demais 

capítulos deverão vir agrupadas ao final em elementos pós-textuais, exceto no caso de 

artigos já publicados ou submetidos, cujas referências compõem o manuscrito. 

No caso de artigo já submetido, aceito ou publicado, ele deve ser inserido como 

capítulo. 

Para o exame de qualificação de mestrado, caso não haja trabalhos findados, os 

dados a serem incluidos no segundo capítulo em diante são parciais. 

CONCLUSÃO: obrigatório. Sintetiza a contribuição do trabalho e deve estar de 

acordo com os objetivos. Não deve conter dados, comentários ou discussão dos 

resultados. 

PRÓXIMOS TRABALHOS: opcional para qualificação. No caso de mudança de 

nível realizada concomitantemente à qualificação de mestrado, o discente deverá 

obrigatoriamente incluir neste item a problemática/justificativa, novos objetivos, 

metodologia e resultados esperados em até 5 páginas. 

PRÓXIMAS ETAPAS E CRONOGRAMA: obrigatório para os exames de 

qualificação. O autor deve descrever o que ainda será feito e o tempo dispendido para 

alcançar cada meta utilizando uma tabela. No caso de mudança de nível, o cronograma 

deverá contemplar os 48 meses do doutorado, sendo que o período no mestrado entra no 

cômputo total. 
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ELEMENTOS PÓS-TEXTUAIS 

 

 

REFERÊNCIAS: obrigatória. Relação da bibliografia efetivamente 

consultada para a produção da Introdução, Capítulos e proposta de projeto de 

doutorado (para os candidatos à mudança de nível). As referências devem ser feitas 

de acordo com as normas da ABNT, e digitadas em espaço simples e separadas entre 

si por espaço duplo. 

APÊNDICES: opcional. Apêndices são documentos (textos, ilustrações, 

tabelas, questionários, etc.) elaborados pelo autor, com a função de fundamentar, 

comprovar ou ilustrar ítens do estudo apresentados no texto. Relação do que o autor 

considera merecer registro. Os apêndices devem ser identificados por meio de letras 

maiúsculas consecutivas, travessão e seus respectivos títulos. 

ANEXOS: opcional. Anexos são constituídos de tabelas, quadros, gráficos, 

ilustrações, questionários, entre outros documentos, não elaborados pelo autor. Têm 

por finalidade documentar, fundamentar, comprovar ou ilustrar itens descritos no 

texto. Os anexos devem ser identificados por meio de letras maiúsculas consecutivas, 

travessão e seus respectivos títulos. 

Obs.1: Quando for o caso de pesquisa com envolvimento de seres humanos ou 

animais, é obrigatória a inclusão de um anexo com a cópia do parecer de aprovação do 

Comitê de Ética. No caso de artigos aceitos para publicação, deve-se anexar a carta 

de aceite. 

Obs.2: Para um maior detalhamento de normas e regras para escrita de 

trabalhos acadêmicos, consulte o documento original da ABNT (NBR 14724:2011) e 

o Regimento geral do PMBqBM. 
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Modelo 1 

 

UNIVERSIDADE ESTADUAL DO SUDOESTE DA BAHIA – UESB 

PROGRAMA MULTICÊNTRICO EM 

BIOQUÍMICA E BIOLOGIA MOLECULAR – 

PMBqBM 

(Fonte escolhida; tamanho 12, maiúsculo centralizado) 

 

 

 

 

 

 

NOME DO ALUNO 

(Fonte escolhida; tamanho 12, maiúsculo centralizado) 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

TÍTULO DO TRABALHO DO Homo sapiens 
(Titulo em negrito – Fonte escolhida, tamanho 14 e centralizados, nomes científicos e latim 

devem estar em itálico e não grafados em caixa alta) 

 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

CIDADE - BA  

MÊS – ANO 

(Fonte escolhida; tamamho 12, centralizado) 
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Modelo 2 

 

 

 

 

 

 

 

 

NOME DO ALUNO 
(Fonte escolhida; tamanho 12, maiúsculo centralizado) 

 

 

 

 
 

TÍTULO DO TRABALHO 

 
Dissertação apresentada ao Programa Multicêntrico 

em Bioquímica e Biologia Molecular da Universidade 

Estadual do Sudoeste da Bahia, como requisito parcial 

para a obtenção do grau de Mestre. 

Orientador: Nome do Orientador 

Co-orientador: Nome do Co-orientador (se houver) 

(Fonte escolhida; tamanho 10, parágrafo justificado com 

recuo esquerdo) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

CIDADE –BA 

MÊS-ANO 

 (Fonte escolhida; tamanho 12, centralizado) 



98 

 

 
 

Modelo 3 
 
 

TERMO DE APROVAÇÃO 

(Fonte escolhida; tamanho 12, maiúsculo centralizado) 

 
 

NOME DO ALUNO 
(Fonte escolhida; tamanho 12, maiúsculo centralizado) 

 

 

 
TÍTULO DO TRABALHO 

(Título em negrito – Fonte escolhida, tamanho 12 e centralizado, nomes científicos e latim 

devem estar em itálico e não grafados em caixa alta) 
 

 

 

Dissertação apresentada ao Programa de Pós-Graduação em Química da Universidade Estadual do Sudoeste 

da Bahia, para a obtenção do título de Mestre em Ciências (Bioquímica e Biologia Molecular) 

 

  de  de 2017 

 
 

Comissão Examinadora: 
 

 

 

Nome do orientador 

Instituição 

 

 
 

Nome do professor 

Instituição 

 

 
 

Nome do orientador 

Instituição 
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Anexo 2 -  Guia para autores da Revista Research, Society and Development  

Submissões 

O cadastro no sistema e posterior acesso, por meio de login e senha, são obrigatórios para a 

submissão de trabalhos, bem como para acompanhar o processo editorial em 

curso. Acesso em uma conta existente ou Registrar uma nova conta. 

Condições para submissão 

Como parte do processo de submissão, os autores são obrigados a verificar a conformidade da 

submissão em relação a todos os itens listados a seguir. As submissões que não estiverem de 

acordo com as normas serão devolvidas aos autores. 

 O arquivo em Microsoft Word enviado no momento da submissão não possui os 

nomes dos autores; A contribuição é original e inédita, e não está sendo avaliada para 

publicação por outra revista; O texto segue os padrões de estilo e requisitos bibliográficos 

descritos em Diretrizes para Autores. 

 Custo de publicação (APC) | Para autores brasileiros a taxa de publicação é de R$ 

300,00 BRL (trezentos reais). Para demais autores, a taxa de publicação é de US$ 100,00 

USD (cem dólares americanos). A taxa de publicação é cobrada apenas para trabalhos 

aceitos. Não existe taxa de submissão. 

Diretrizes para Autores 

1) Estrutura do texto: 

 Título em português, inglês e espanhol. 

 Os autores do artigo (devem ser colocados nesta sequência: nome, ORCID, instituição, 

e-mail). OBS.: O número do ORCID é individual para cada autor, e ele é necessário 

para o registro no DOI, e em caso de erro, não é possível realizar o registro no DOI). 

 Resumo e Palavras-chave em português, inglês e espanhol (o resumo deve conter 

objetivo do artigo, metodologia, resultados e conclusão do estudo. Deve ter entre 150 

a 250 palavras); 

 Corpo do texto (deve conter as seções: 1. Introdução, na qual haja contextualização, 

problema estudado e objetivo do artigo; 2. Metodologia utilizada no estudo, bem como 

autores de suporte a metodologia; 3. Resultados (ou alternativamente, 3. Resultados e 

Discussão, renumerando os demais subitens); 4. Discussão e, 5. Considerações finais 

ou Conclusão); 

 Referências: (Autores, o artigo deve ter no mínimo 20 referências as mais atuais 

possíveis. Tanto a citação no texto, quanto no item de Referências, utilizar o estilo de 

formatação da APA - American Psychological Association. As referências devem ser 

completas e atualizadas. Colocadas em ordem alfabética crescente, pelo sobrenome do 

https://rsdjournal.org/index.php/rsd/login
https://rsdjournal.org/index.php/rsd/user/register
https://rsdjournal.org/index.php/rsd/about/submissions
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primeiro autor da referência. Não devem ser numeradas. Devem ser colocadas em 

tamanho 8 e espaçamento 1,0, separadas uma das outras por um espaço em branco). 

2) Layout: 

 Formato Word (.doc); 

 Escrito em espaço 1,5 cm, utilizando Times New Roman fonte 10, em formato A4 e as 

margens do texto deverão ser inferior, superior, direita e esquerda de 1,5 cm.; 

 Recuos são feitos na régua do editor de texto (não pela tecla TAB); 

 Os artigos científicos devem ter mais de 5 páginas. 

3) Figuras: 

O uso de imagens, tabelas e as ilustrações deve seguir o bom senso e, preferencialmente, a 

ética e axiologia da comunidade científica que discute os temas do manuscrito. Obs: o 

tamanho máximo do arquivo a ser submetido é de 10 MB (10 mega). 

As figuras, tabelas, quadros etc. (devem ter sua chamada no texto antes de serem inseridas. 

Após a sua inserção, deve constar a fonte (de onde vem a figura ou tabela...) e um parágrafo 

de comentário no qual se diga o que o leitor deve observar de importante neste recurso. As 

figuras, tabelas e quadros... devem ser numeradas em ordem crescente. Os títulos das tabelas, 

figuras ou quadros devem ser colocados na parte superior e as fontes na parte inferior. 

4) Autoria: 

O arquivo em word enviado (anexado) no momento da submissão NÃO deve ter os nomes 

dos autores. 

Todos os autores precisam ser incluídos apenas no sistema da revista e na versão final do 

artigo (após análise dos pareceristas da revista). Os autores devem ser registrados apenas nos 

metadados e na versão final do artigo (artigo final dentro do template) em ordem de 

importância e contribuição na construção do texto. OBS.: Autores escrevam o nome dos 

autores com a grafia correta e sem abreviaturas no início e final artigo e também no sistema 

da revista. 

O artigo deve ter no máximo 15 autores. Para casos excepcionais é necessário consulta prévia 

à Equipe da Revista. 

5) Vídeos tutoriais: 

 Cadastro de novo usuário: https://youtu.be/udVFytOmZ3M 

https://youtu.be/udVFytOmZ3M
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 Passo a passo da submissão do artigo no sistema da 

revista: https://youtu.be/OKGdHs7b2Tc 

6) Exemplo de referências em APA: 

 Artigo em periódico: 

Gohn, M. G. & Hom, C. S. (2008). Abordagens Teóricas no Estudo dos Movimentos Sociais 

na América Latina. Caderno CRH, 21(54), 439-455. 

 Livro: 

Ganga, G. M. D.; Soma, T. S. & Hoh, G. D. (2012). Trabalho de conclusão de curso (TCC) 

na engenharia de produção. Atlas. 

 Página da internet: 

Amoroso, D. (2016). O que é Web 2.0?  http://www.tecmundo.com.br/web/183-o-que-e-web-

2-0- 

7) A revista publica artigos originais e inéditos que não estejam postulados simultaneamente 

em outras revistas ou órgãos editoriais. 

8) Dúvidas: Quaisquer dúvidas envie um e-mail para rsd.articles@gmail.com ou 

dorlivete.rsd@gmail.com ou WhatsApp (55-11-98679-6000) 

Declaração de Direito Autoral 

Autores que publicam nesta revista concordam com os seguintes termos: 

1) Autores mantém os direitos autorais e concedem à revista o direito de primeira publicação, 

com o trabalho simultaneamente licenciado sob a Licença Creative Commons Attribution que 

permite o compartilhamento do trabalho com reconhecimento da autoria e publicação inicial 

nesta revista. 

2) Autores têm autorização para assumir contratos adicionais separadamente, para distribuição 

não-exclusiva da versão do trabalho publicada nesta revista (ex.: publicar em repositório 

institucional ou como capítulo de livro), com reconhecimento de autoria e publicação inicial 

nesta revista. 
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3) Autores têm permissão e são estimulados a publicar e distribuir seu trabalho online (ex.: 

em repositórios institucionais ou na sua página pessoal) a qualquer ponto antes ou durante o 

processo editorial, já que isso pode gerar alterações produtivas, bem como aumentar o 

impacto e a citação do trabalho publicado. 

Política de Privacidade 

Os nomes e endereços informados nesta revista serão usados exclusivamente para os serviços 

prestados por esta publicação, não sendo disponibilizados para outras finalidades ou a 

terceiros. 
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Anexo 3 -  Guia para autores Anais da Academia Brasileira de Ciências 

Instructions to authors 

  

  

The journal Anais da Academia Brasileira de Ciências from 2012 

onwards only considers online submissions. Once you have prepared 

your manuscript according to the instructions below, please visit the 

new, improved online submission website 

at https://mc04.manuscriptcentral.com/aabc-scielo. Please read these 

instructions carefully and follow them strictly. In this way you will help 

ensure that the review and publication of your paper are as efficient and 

quick as possible. The editors reserve the right to return manuscripts 

that are not in accordance with these instructions. Papers must be 

clearly and concisely written in English. 

  

  

Aim and editorial policy 

  

All submitted manuscripts should contain original research not 

previously published and not under consideration for publication 

elsewhere. The primary criterion for acceptance is scientific quality. 

Papers should avoid excessive use of abbreviations or jargon, and 

should be intelligible to as wide an audience as possible. Particular 

attention should be paid to the Abstract, Introduction, and Discussion 

sections, which should clearly draw attention to the novelty and 

significance of the data reported. Failure to do this may result in delays 

in publication or rejection of the paper. Articles accepted for 

publication become property of the journal. 

Texts can be published as a review, a full paper (article) or as a short 

communication. Issues appear in March, June, September and 

December. 

Types of Papers 

Reviews 

Reviews are published by invitation only and still have to undergo our 

peer review process. However, a proposal for a Review may be 

submitted via e-mail to our editorial staff (aabc@abc.org.br). The e-

mail should state the topics and authors of the proposed review, as well 

as the abstract, academy section and the justification why the topic is of 

particular interest to the field. 

The AABC allows authors to deposit preprints of their submission in 

community preprint servers such as ArXiv.org and bioRxiv.org. 

However, the authors must updated their entries expressly 

acknowledging that the article has been accepted/published by AABC. 

Letters to the Editor 

Letters to the Editor will be subjected to editing and revision and 

should not contain material that has been submitted or published 

elsewhere. Letters in reference to an article published by the AABC 

  

https://mc04.manuscriptcentral.com/aabc-scielo
mailto:aabc@abc.org.br
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should not exceed 250 words (excluding references), and must be 

received within four weeks after online publication of the article. 

Letters not related to an article published by the AABC should not 

exceed 500 words (excluding references). A letter can have no more 

than ten references and one figure or table. 

Articles 

Whenever possible the articles should be subdivided into the following 

parts: 1. Front Page; 2. Abstract (written on a separate page, 200 words 

or less, no abbreviations); 3. Introduction; 4. Materials and 

Methods; 5. Results; 6. Discussion; 7. Acknowledgments, if 

applicable; 8. Author Contributions (when the paper has more than one 

author); 9. References. 10. Figure legends, if applicable. Articles from 

some areas such as Mathematical Sciences should follow their usual 

format. In some cases, it may be advisable to omit part (4) and to merge 

parts (5) and (6). Whenever applicable, the Materials and Methods 

section should indicate the Ethics Committee that evaluated the 

procedures for human studies or the norms followed for the 

maintenance and experimental treatments of animals. 

Short communications 

Short communications aim to report a concise, but important 

contribution on research, which has progressed to the stage when it is 

considered that results should be publicized to other workers in the 

field. A short communication should also have an Abstract (100 words 

or less), a short introduction (up to 200 words) and should not exceed 

1,500 words. Tables and Figures may be included but the text length 

should be proportionally reduced. This section of the AABC should 

contain extremely relevant contributions and competition is very high. 

After the first screening, the articles will be evaluated by at least two 

reviewers, them being from educational and/or national and 

international research institutions, with proven scientific production. 

After due corrections and possible suggestions, the paper may be 

accepted or rejected, considering the reviews received. 

We use the integrated Crossref Similarity Check program to detect 

plagiarism. 

There are no APC and submission charges in the AABC. 

  

Preparation of manuscripts 

  

All parts of the manuscript should be double-spaced throughout. After acceptance, 

no changes will be made in the manuscript so that proofs require only corrections of 

typographical errors. The authors should send their manuscript in electronic version 

only. 

Length of manuscript 

While papers may be of any length required for the concise presentation and 

discussion of the data, succinct and carefully prepared papers are favored both in 

terms of impact as well as in readability. They must not, however, exceed 50 pages, 

including all items (figures, tables, references, etc…), unless previously agreed with 
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the Editor-in-Chief. 

Title page 

The title page of the manuscript should present the following items: 1. Title of the 

article (the title should be up to 150 characters including spaces, and informative to a 

broad scientific community); do not include abbreviations in the title. 2. Full name(s) 

of all author(s); use superscript numbers right after each author name to indicate the 

affiliation; 3. Professional address and ORCid of all authors, including Department 

and Institution name, street name and number, ZIP/Postal code, City, State and 

Country; 4. Key words (four to six in alphabetical order separated by 

commas); 5. Running title (a short version of the title, up to 50 characters including 

spaces); 6. Academy Section to which the content of the work belongs; 7. Name, 

address, phone number, e-mail of the correspondent author, including to whom all 

correspondence and proofs should be sent to (please indicate the corresponding 

author with an * after the name). Should any of these requirements not be met, we 

may unsubmit your paper and ask for corrections. 

Abstract 

The abstract must contain no more than 200 words and present the main findings of 

the article, including a brief introduction, the objectives of the work and a conclusion 

based on the presented findings. If the authors are submitting an invited/authorized 

review, the abstract must introduce the main theme of the review and explicit the 

contribution of the revision to the field. References should not be included in the 

abstract. 

Manuscript text 

All text should be written in double-space using 12-point Times New Roman or 

equivalent typeface. Please organize, whenever possible, the text into the following 

parts: 1. Title Page; 2. Abstract (written on a separate page, 200 words or less, no 

abbreviations); 3. Introduction; 4. Materials and 

Methods; 5. Results; 6. Discussion; 7. Acknowledgments, if applicable; 8. Author 

contributions, when there is more than one author, explaining briefly how each 

author has contributed for the paper 9. References. 10. Figure and table legends, if 

applicable. 

Articles from some areas such as Mathematical Sciences should follow their usual 

format. In some cases it may be advisable to omit part (4) and to merge parts (5) and 

(6). Whenever applicable, the Materials and Methods section should indicate the 

Ethics Committee that evaluated the procedures for human studies or the norms 

followed for the maintenance and experimental treatments of animals. All 

procedures must be described in detail. Use American English style to write the text. 

Chemical names should be provided according to IUPAC, and strains of organisms 

should be specified. Provide names of reagents and/or equipment suppliers. Use 

units and symbols according to Bureau International des Poids et Mesures (SI) 

symbols whenever possible. 

Acknowledgments 

These should be included at the end of the text. Personal acknowledgments should 

precede those of institutions or agencies. Footnotes should be avoided; when 

necessary they must be numbered. Acknowledgments to grants and scholarships, and 

of indebtedness to colleagues as well as mention to the origin of an article (e.g. 

thesis) should be added to the Acknowledgments section. Include the full name of 

the funding agency, country, and funded project number (if applicable). 
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Abbreviations 

These should be defined at their first occurrence in the text, except for official, 

standard abbreviations. Units and their symbols should conform to those approved 

by the Bureau International des Poids et Mesures (SI). 

Figure Legends 

This information must be provided at the end of the manuscript, after the 

abbreviations. All figures must contain a descriptive legend. The legend must 

contain an introductory sentence that describes the main findings. All panels (if 

applicable) must be identified in the figure legend by lower case letters (1a, 2a, 2b, 

3c, 3d, etc.). When presenting error bars, please inform if a number that follows the 

± sign is a standard error of mean (SEM) or a standard deviation of mean (SD). Or 

include in the legend if the presented result is representative of N individual 

experiments. 

Tables 

Each table should have a brief title above it. Table footnotes should be placed below 

the table. Tables have to be cited in the paper in Roman numerals (Table I, Table II, 

Tables IV and V, etc.). Tables must be submitted as separate files in editable format, 

preferably as *.doc or *docx file. 

Figures 

Only high-quality figures will be accepted (minimum of 300 dpi). All illustrations 

will be considered figures including drawings, graphs, maps, photographs, etc. Their 

tentative placement in the text should be indicated and all figures must be cited with 

their respective number along the text.  Figures should be sent according to the 

following specifications: 1. Drawings and illustrations should be in format .PS/.EPS 

or .CDR (PostScript or Corel Draw) and never be inserted in text; 2. Images or 

figures in grayscale should be in format .TIF and never be inserted in text; 3. Each 

figure should be saved and sent in a separate file; 4. Figures should, in principle, be 

submitted at the size they are to appear in the journal, i.e., 8 cm (one column) or 16.2 

cm (two columns) wide, with maximal height for each figure and respective legend 

smaller than or equal to 22 cm. 

The legends to the figures should be sent double-spaced on a separate page. Each 

linear dimension of the smallest characters and symbols should not be less than 2 

mm after reduction. Colored figures are accepted just as much as b/w ones, but up to 

5 black and white figures are free of charge, while every colored figure will be 

charged, due communication will be made in the production phase (after the 

evaluation process), should the author want them colored as well in the printed 

version. For the purpose of counting black and white figures, tables occupying two 

thirds of the page or having more than 12 columns or 24 rows will be considered b/w 

figures; 5. Manuscripts on Mathematics, Physics or Chemistry may be typesetted in 

TEX, AMS-TEX or LaTEX; 6. Manuscripts without mathematical formulae may be 

sent in .RTF or doc/docx for Windows. 

References 

Authors are responsible for the accuracy of the References. Published articles and 

those in press may be included. Personal communications (Smith, personal 

communication) must be authorized in writing by those involved. References to 

thesis, meeting abstracts (not published in indexed journals) and manuscripts in 

preparation or submitted, but not yet accepted, should be cited in the text as (Smith 
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et al., unpublished data) and should NOT be included in the list of references. 

The references should be cited in the text as, for example, ‘Smith 2004’, ‘Smith & 

Wesson 2005’ or, for three or more authors, ‘Smith et al. 2006’. Two or more papers 

by the same author(s) in the same year should be distinguished by letters, e.g. ‘Smith 

2004a’, ‘Smith 2004b’ etc. Letters should also distinguish papers by three or more 

authors with identical first author and year of publication. References should be 

listed according to the alphabetical order of the first author, always in the order 

SURNAME XY in which X and Y are initials. If there are more than ten authors, use 

et al. after the first author. References must contain the title of the article. Names of 

the journals should be abbreviated without dots or commas. For the correct 

abbreviations, refer to lists of the major databases in which the journal is indexed or 

consult the World List of Scientific Periodicals. The abbreviation to be used for the 

Anais da Academia Brasileira de Ciências is An Acad Bras Cienc. The following 

examples are to be considered as guidelines for the References. 
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