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1 Introducio
As leveduras sao os microrganismos mais utilizados para fins biotecnoldgicos. Embora
tenham sido reconhecidas principalmente por sua aplicacdo nas industrias de bebidas e
bioetanol, esses microrganismos podem ser empregados eficientemente no setor farmacéutico
(Alves Jr et al., 2022). Na producdo de medicamentos, as leveduras sdo altamente desejaveis
por sua capacidade de produzir substancias com atividade bioldgica (em especial,

compostos fendlicos) a partir de substratos simples (Tadioto et al., 2023a).

2 Objetivos
Analisar a presenca de compostos bioativos em extratos de células de leveduras

oriundas de diferentes microambientes.

3 Metodologia
3.1 Leveduras utilizadas e condicoes de cultivo

As linhagens de levedura utilizadas no presente trabalho foram previamente isoladas
de lagartas (Papiliotrema laurentii CHAP-158 e Meyerozyma caribbica CHAP-204), flores
(Rhodotorula sp. CHAP-208 e Aureobasidium sp. CHAP-221), abelhas (Meyerozyma sp.
CHAP-243) e ambiente industrial (Saccharomyces cerevisiae PE-2) (Albarello et al., 2023;
Tadioto ef al., 2023b). As leveduras foram inicialmente pré-cultivadas em meio YPD liquido
(1% de extrato de levedura, 2% de peptona e 2% de glicose), por 48 h, a 200 rpm e 30°C. Em
seguida, as células do pré-cultivo foram inoculadas na propor¢ao de 1/100 em YPDX (1% de
extrato de levedura, 2% de peptona, 2% de glicose e 2% de xilose) e incubadas a 30°C e 200

rpm até uma densidade optica de 20,0 a 570 nm. A separacdo das células do meio de cultura
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liquido foi realizada por centrifugagdo a 10.000 rpm por 5 min. As células foram submetidas a
dois ciclos de lavagem com agua destilada autoclavada a 4°C. Em seguida, as biomassas
celulares foram pesadas e congeladas a uma temperatura de -20°C, sem a adi¢do de

criopreservantes para favorecer a lise celular.

3.2 Producado de extratos com as células das leveduras

Foram realizadas extragdes exaustivas com as biomassas celulares suspensas em 10
mL de metanol-agua (80:20, v/v). Em um funil de separagdo, a suspensdo celular foi
misturada, alternadamente, com os solventes organicos hexano, acetato de etila e butanol na
propor¢ao de 1:1 (v/v). Cada solvente foi homogeneizado com a biomassa e mantida em
repouso até que as fases da extragdo liquido-liquido fossem observadas e fosse possivel a
separagdo por escoamento. As amostras foram entdo filtradas com auxilio de um funil com
algoddo compactado. O rafinado (fase aquosa) também foi utilizado como fracionado. As
fragdes foram adicionadas em baldes de fundo redondo, anexadas em rotaevaporador sob
pressdo reduzida e vaporizadas conforme o ponto de ebuli¢ao de cada solvente utilizado. Apds
a vaporizacdo total dos solventes, as amostras foram congeladas em freezer e mantidas
congeladas com auxilio de nitrogénio liquido para a liofilizagdo até a secagem completa dos

extratos.

3.3 Determinag¢do de compostos fenolicos totais

A determinagdo de compostos fendlicos totais foi realizada em microplaca seguindo
protocolo adaptado de Singleton; Rossi (1965) . Para isso, os extratos foram suspensos em
metanol na concentra¢do de 1 mg/mL. Em cada pogo da microplaca, foram adicionados 20 uLL
de amostra, 20 pL de solucdo Folin-Ciocalteu a 1 N, 20 pL de metanol P.A., 180 uL de agua
destilada e 60 pL. de carbonato de so6dio a 10% (m/v). A reagdo ocorreu protegida da luz
durante 40 min a temperatura ambiente. Ao fim da incubagdo, as microplacas foram agitadas
por 60 segundos, e as absorbancias foram lidas a 760 nm. Uma curva padrdo com seis
concentragdes de acido galico (variando de 0 a 10 pg/mL) foi construida, e os resultados

foram expressos em equivalentes de acido galico por massa de extrato (mg/g).

3.4 Determinagdo de compostos bioativos por HPLC
Os extratos obtidos foram também analisados por cromatografia liquida de alta
eficiéncia (HPLC) em cromatdgrafo LCMS-2020 (Shimadzu). As amostras liofilizadas foram

solubilizadas em alcool metilico, em seguida filtradas em membranas de 0.45 um de
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porosidade e entdo transferidas para vials cromatograficos para injecdo em uma coluna capilar
Shim-pack GISS-C18 (4,6 mm x 150 mm x 3 pum). Como fase movel, foi utilizada uma
solucdo 0,3% de acido formico em 99,7% de metanol, com vazao de 0,4 mL/min. O detector
utilizado foi o espectrometro de massas. A curva padrdo de cada composto foi calibrada
utilizando cinco concentragdes, variando de 1 a 10 mg/L. Os padrdes utilizados foram a
quercetina, miricetina, kaempferol, 4cido cafeico, epicatequina, acido p-cumarico,

pirocatequina, acido siringico, flavona, acido galico e epigalocatequina.

4 Resultados e Discussao

A determinagdo de fendlicos totais demonstra que os diferentes solventes analisados
possuem capacidades distintas de extragdo dessa classe de compostos. Ademais, o sucesso dos
solventes variou também a depender da linhagem de levedura. Enquanto o hexano, por
exemplo, promoveu a extracdo de expressiva concentracdo de fenolicos a partir da linhagem
M. caribbica CHAP-204, com o acetato de etila nada foi detectado para essa levedura. Em
contrapartida, este ultimo proporcionou a detecgdo de fendlicos nos extratos das cepas
Rhodotorula sp. CHAP-208 ¢ Meyerozyma sp. CHAP-243, que nada apresentaram na

extracdo com hexano (Figura 1).
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Figura 1. Determinacdo de compostos fendlicos totais em extratos de células das linhagens
CHAP-158, CHAP-204, CHAP-208, CHAP-221, CHAP-243 e PE-2 nas fra¢cdes com hexano,
acetato de etila, butanol e na fase aquosa.

A linhagem S. cerevisiae PE-2 foi a Uinica a apresentar compostos fendlicos em todos
os extratos e no rafinado (Figura 1). Cabe salientar que esta levedura ¢ amplamente utilizada
pela industria de etanol combustivel no Brasil. Portanto, a cada ano, toneladas dessas

leveduras sobram como residuos ao fim dos processos fermentativos. Estima-se que sejam



RNAPA_
.-'-"""mmﬁﬂ = om cf:‘? b 14 a l6 de EVENTO ON-LINE

outubro

UNIVERSIDADE
FEDERAL DA
Z FRONTEIRA SUL

gerados 30 g de biomassa de levedura para cada litro de etanol produzido (Modesto et al.,
2021) . Desse modo, existe um grande potencial de aproveitamento dessas células com
propoésitos mais nobres, haja vista seu conteido de compostos fenolicos.

Nas andlises cromatograficas, o acido p-cumarico foi o composto predominante em
oito dos dezoito extratos celulares produzidos. Também neste caso, destaca-se a linhagem PE-
2, haja vista que o maior teor desse composto fenolico foi encontrado no extrato dessa
levedura em acetato de etila, com 1,037 mg de acido p-cumarico em 50 mg de extrato (Tabela
1). O acido p-cumdrico ¢ descrito como redutor de espécies reativas de oxigénio, e existem
evidéncias de que esse composto contribua para o tratamento de processos inflamatorios,
doengas cardiovasculares, diabetes e doengas do sistema nervoso (Aldaba-Muruato et al.,

2021).

Tabela 1. Compostos fendlicos quantificados (em mg) ou detectados em 50 mg de extrato. ND:
nao determinado.

Compostos Bioativos

Extrato de
leveduras : S Acido 5 : Acidop- . Acido Acido ) )
Quercetina Miricetina Kaempferol catéico Epicatequina cUatco Pirocatecol siringico Flavona galico Epigalocatequina
CHAP-158
Butanol ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND
CHAP-158
Acet. de etila ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND
CHAP-158
Aquosa ND ND ND Detectado ND ND ND ND ND ND ND
CHAP-204
Butanol ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND
CHAP'ZO‘} Detectado Detectado Detectado ND ND 0.156 ND ND ND ND ND
Acet. de etila
c}: HE-204 Detectado  Detectado  Detectado ND ND ND ND ND ND ND ND
quosa
CHAP-208
Butanol ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND
CHAP-208
Acetato de etila ND ND ND ND ND 0.188 ND ND ND ND ND
CHAP-208
Aquosa Detectado Detectado Detectado ND ND ND ND ND ND ND ND
CHAP-221
Butanol ND ND ND ND Detectado 0.220 ND ND ND ND ND
CHAP-221
Acet. de etila ND ND ND ND ND 0.286 ND ND ND ND ND
C:AP'ZM ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND 0.094
quosa
CHAP-243 ND ND ND ND Detectado 0.066 ND ND ND ND ND
Butanol
CHAP-243
Acet. de etila ND ND ND ND Detectado 0.136 ND ND ND ND ND
CHAP-243
Aquosa ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND Detectado
PE-02
Butanol ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND
b2 ND ND ND ND 1.807 1.037 ND ND ND ND ND
Acet. de etila . :
APE'OZ ND ND ND ND ND 0.110 ND ND ND ND ND
quosa

Cabe destacar também que as analises cromatograficas apontaram a presenga de outros

compostos com atividade biologica, como a quercetina, miricetina, kaempferol e epicatequina.
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Com excecao deste ultimo no extrato da PE-2 em acetato de etila (1,807 mg em 50 mg), os
demais ndo puderam ser quantificados (foram apenas detectados pelo cromatografo), pois
suas concentragdes ficaram abaixo dos limites da curva padrio (Tabela 1). No entanto, os
resultados aqui encontrados para a epicatequina sdo bastante promissores. Em outro estudo,
conduzido com a levedura Wickerhamomyces anomalus, os autores quantificaram cerca de 2
ug/mg de epicatequina em suas amostras (Tonini et al.,, 2024) , enquanto O NOSsoO
fracionamento em acetato de etila com a PE-2 apresentou 36 pg/mg (1,807 mg/50 mg) desse

composto.

5 Conclusao

Os resultados obtidos indicam que leveduras de diferentes origens podem ser
cultivadas em substratos simples e produzir compostos com diferentes atividades bioldgicas.
Ademais, extratos celulares com potencial bioativo podem ser obtidos de leveduras residuais
encontradas no fim de processos fermentativos realizados em larga escala, como a producdo

de etanol.
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