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Resumo

A busca por alternativas renovaveis de lipidios, em resposta a dependéncia de recursos fosseis, tem
valorizado leveduras oleaginosas como Rhodosporidium toruloides (R. toruloides) pela capacidade de
produzir lipidios de alto valor agregado a partir de diversos substratos, demonstrando alta tolerancia a
variagdes ambientais. Este estudo detalha o cultivo e monitoramento de R. toruloides, enfocando o
crescimento celular e o consumo de agucares redutores por meio de analises de densidade Optica e
acido 3,5-dinitrosalicilico (DNS). Os resultados indicam um consumo significativo de acucares, com a
concentracdo reduzida de 20 g.L? para 2,49 g.L* em 120 h, e um crescimento celular continuo,
evidenciado pelo aumento da densidade éptica de 1,05 g.L-lpara 14,16 g.L1. A andlise sugere que a
R. toruloides pode ser utilizada na producao de lipidios em condi¢Bes controladas e com substratos
variados.

Palavras-chave: Leveduras. Rhodosporidium toruloides. Lipidios.
Area do Conhecimento: Quimica.
Introducéo

A busca por alternativas aos recursos fésseis e pelo desenvolvimento de bioprodutos renovaveis
tem intensificado o interesse nas leveduras oleaginosas como fontes de lipidios industriais (Lima et
al.,, 2024). R. toruloides utiliza uma variedade de substratos, incluindo residuos agroindustriais, e
demonstra alta tolerAncia a condi¢cdes ambientais variadas. Destaca-se por acumular grandes
guantidades de lipidios intracelulares sob condi¢des de nutrientes limitados, o que o torna uma opgéo
promissora para a producdo de biomassa rica em lipidios e biocombustiveis (Cassa-barbosa, 2012;
Teodoro, 2015). A parede celular das leveduras é uma estrutura resistente que confere protecéo e
estabilidade a célula. Contudo, o disturbio controlado dessa parede pode ser vantajoso em aplicagfes
biotecnolégicas, como a extragdo de compostos intracelulares ou a liberagdo de enzimas produzidas
por essas leveduras, como o R. toruloides (Bouzon; Gargioni; Ouriques, 2010).

Os lipidios s@o compostos organicos essenciais, insoliveis em &gua e sollveis em solventes
organicos como hexano e cloroférmio. Desempenham fun¢Bes vitais nos seres vivos, como
armazenamento e liberacdo de energia, isolamento térmico, formacdo de barreiras celulares,
transporte de substancias lipossoluveis, sinalizacdo celular e protecdo contra danos oxidativos
(David; Michael, 2022; Molinaro et al., 2013). A producdo de lipidios em fermenta¢gfes pode ser
limitada pela taxa de crescimento e densidade celular, especialmente em cepas de crescimento lento
ou sob condi¢des subétimas, o que torna o processo menos eficiente (Rabelo; Pradella; lenczak,
2019).

A sensibilidade do R. toruloides a variagbes ambientais, como temperatura, pH e oxigénio, pode
afetar seu metabolismo e a acumulacé@o de lipidios (Rabelo; Pradella; lenczak, 2019). A Figura 1
mostra células de R. toruloides sob condi¢cdes que favorecem o acUmulo gradual de lipidios
intracelulares. A Figura 1(a) exibe pequenos pontos fluorescentes, indicativos do inicio da formacao
de goticulas lipidicas. Nas imagens seguintes (b-f), observa-se um aumento no nimero e no tamanho
dessas goticulas, refletindo um acumulo significativo de lipidios (Nicaud et al., 2017).
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Figura 1 - Levedura R. toruloides com acimulo de lipidios intracelulares, contendo
0 aumento gradual ao passar do tempo, sendo (a) como inicial e (f) como final.

Fonte: Nicaud et al. (2017).

O objetivo deste estudo foi detalhar o cultivo e monitoramento de R. toruloides, enfocando o
crescimento celular e o consumo de agucares redutores por meio de andlises de densidade éptica e
acido 3,5-dinitrosalicilico (DNS).

Metodologia

Esta secdo descreve os procedimentos para cultivar R. toruloides e monitorar seu crescimento e
consumo de agUcares redutores durante a fermentacao, usando andlises de densidade éptica (DO) e
acido 3,5-dinitrosalicilico (DNS).

A linhagem CCT 0783 de R. toruloides, fornecida pela Fundacdo André Tosello e de nivel de
biosseguranca 1, foi utilizada em todos os cultivos. As culturas foram mantidas em placas de Petri
com meio Dextrose 4gar e armazenadas em refrigeracéo a aproximadamente 5 °C.

O meio definido utilizado para o cultivo de R. toruloides foi adaptado de Pradella (1980). Este meio
€ composto por diversos reagentes, sendo a glicose a substancia predominante, na concentracao de
40,00 g.L™1, que fornece a principal fonte de carbono.

O extrato de levedura, adicionado a 2,00 g.L1, fornece nutrientes adicionais e vitaminas
essenciais. Outros componentes do meio incluem cloreto de calcio (0,02 g.L1) e cloreto de ferro Il
(0,01 g.L1), importantes para a atividade enzimatica e o crescimento celular. O cloreto de s6dio e o
sulfato de aménio séo incluidos na concentragédo de 1,00 g.L* cada, enquanto o sulfato de magnésio
€ adicionado a 2,00 g.L%, contribuindo para a osmolaridade e a nutricdo das células. Por fim, o fosfato
monopotassico e o fosfato de sddio, ambos na concentragdo de 1,00 g.L1, garantem a disponibilidade
de fosforo, um elemento vital para o metabolismo celular.

O processo de fermentacdo esta ilustrado na Figura 2, que descreve as etapas de processamento
e monitoramento do consumo e crescimento do microrganismo. Na Figura 2(a), uma aliquota do
microrganismo foi coletada de uma placa de Petri utilizando uma alga de platina, sob fluxo laminar.
Na Figura 2(b), essa aliquota foi transferida para um erlenmeyer de 125 mL contendo meio
Saboraund, preparado previamente com 1,2 g do meio dissolvido em 40 mL de 4gua destilada e
autoclavado. Na Figura 2(c), o erlenmeyer foi incubado por 48 h a 180 rpm e 28,5 °C. Em seguida, na
Figura 2(d), 4 mL do meio Saboraund foram transferidos para um erlenmeyer de 250 mL contendo 36
mL de meio definido, também autoclavado previamente. A incubacdo foi repetida nas mesmas
condi¢cdes por mais 48 h, conforme mostrado na Figura 2(e). Na etapa seguinte, representada na
Figura 2(f), o conteddo do erlenmeyer foi transferido para um erlenmeyer de 2 L contendo 360 mL de
meio definido, totalizando 400 mL, e incubado até atingir o ponto 6timo de fermentacao, indicado na
Figura 2(g).

Esse ponto é determinado quando o aclUcar do meio é esgotado e o crescimento do
microrganismo é maximo, monitorado através de analises com reagente DNS e densidade 6ptica ao
longo de 72 a 120 h. Apos a fermentacéo, o meio foi transferido para tubos Falcon de 50 mL e
centrifugado a 4000 rpm por 15 min, como ilustrado na Figura 2(h). A Figura 2(i) mostra o tubo Falcon
apo6s a centrifugacao.

XXVIII Encontro Latino Americano de Iniciagéo Cientifica, XXIV Encontro Latino Americano de Pés-Graduagao e
X1V Encontro de Iniciagdo a Docéncia - Universidade do Vale do Paraiba — 2024 P

o hica o Cinion Enconi Latng Amaricena O e e iricx TReae | ain Araang Enconti te Iniciagso
Dooéncla

Educag&o: ferramenta essencial para um mundo justo, sustentdvel e incluso



b Enconto Latng Americena Cwrtfca e Lsang Awicang Enconim e Iniciagia
68 a0 Gttt e B Gl i B i Exansic Lntrshira Docércla

Educag&o: ferramenta essencial para um mundo justo, sustentdvel e incluso

Figura 2 - Esquema de fermentacdo de R. toruloides, detalhando as etapas de processamento e monitoramento
do consumo e crescimento do microrganismo.
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Fonte: A Autora (2024).

A analise de densidade éptica (DO) consiste ha medi¢do da transmitancia da luz no comprimento
de onda de 600 nm, foi utilizado para acompanhar o crescimento da célula. A densidade é
determinada pelo espectrofotometro Kasvi modelo K37-VIS, baseada na metodologia descrita por
Oliveira e Damiani (2024). A Figura 3 contém um desenho esquematico das etapas da metodologia
detalhada para a anélise de Densidade Optica (DO). Inicialmente, no item (a), uma aliquota de 5 mL
da fermentagé@o do microrganismo foi coletada com uma pipeta. No item (b), a amostra foi transferida
para um tubo Falcon. No item (c), a amostra foi diluida 100 vezes, combinando 0,1 mL da amostra
com 9,9 mL de 4gua destilada. Ap6s homogeneizacéo, a suspenséo foi transferida para uma cubeta,
como mostrado no item (d). A cubeta contendo apenas agua destilada foi utilizada como padréo.
Finalmente, no item (e), ambas as cubetas foram analisadas no espectrofotometro para medir a
absorbancia a 600 nm.

Figura 3 - Esquema da metodologia de analise de densidade 6ptica (DO).
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Fonte: A Autora (2024).
A concentracgdo celular foi obtida utilizando a equacéo:
X(g.L') = 0.4583 x DO x f 1)

na qual X € a concentracdo celular no meio em g.Ll, DO é a densidade Optica medida no
espectrofotdmetro a 600 nm, f & o fator de diluicdo e o coeficiente 0.4583 foi obtido a partir de uma
curva de calibragdo de concentracdes celular conhecidas fazendo-se a correlacdo linear entre a
concentracéo celular e o valor de DO obtido.

O método DNS, utilizando acido 3,5-dinitrosalicilico, visa determinar a concentracéo de agucares
redutores em um meio. A metodologia, baseada em Miller (1959), foi adaptada para uma diluicdo de
100 vezes. O preparo do reagente DNS envolveu a combinacdo de duas solucdes preparadas
separadamente. A solucdo A é constituida por 50 mL de NaOH a 2 mol.L' e 2,5 g de acido 3,5-
dinitrosalicilico, agitada com um agitador magnético, com placa aquecedora. Simultaneamente, foi
preparada a solugdo B com 125 mL de &gua destilada e 75 g de tartarato de sédio e potassio
(KNaC4H406-4H20), também foi agitada e agquecida. Apds dissolver ambas as soluges, elas foram
combinadas e armazenadas em frasco tampado com papel aluminio.

A Figura 4 contém a metodologia para analise de DNS. Primeiro, coleta-se uma aliquota de 5 mL
com uma micropipeta (item a). A amostra é entdo transferida para um tubo Falcon e centrifugada por
15 min a 4000 rpm (item b). O tubo contém duas fases distintas: o sobrenadante escuro e o
precipitado claro; o sobrenadante é utlizado para a analise (item c). Em seguida, 0,1 mL do
sobrenadante foi diluido 100 vezes com 9,9 mL de &gua destilada (item d). Foram preparados dois
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tubos de vidro, um com 2,5 mL de agua destilada e 2,5 mL do reagente DNS, e outro com 2,5 mL da
amostra diluida e 2,5 mL do reagente DNS (item €). Os tubos foram entdo aquecidos em banho-maria
a 100 °C por 15 min (item f) e resfriados em banho de gelo por 5 min (item g). Apds isso, as cubetas
foram preenchidas com as solucdes dos tubos (item h) e analisadas no espectrofotdmetro para leitura
da absorbéncia (item i). A leitura das amostras foi realizada com o uso de um espectrofotdmetro
Kasvi modelo K37-VIS, apoés utilizar a amostra padrao na faixa de 540 nm.

Figura 4 - Esquema da metodologia da andlise com reagente DNS para a determinacéo de

acucares redutores.
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Fonte: A Autora (2024).

A concentragdo dos agucares redutores foi obtida utilizando a equacéo:
AR(g.L't) =0.293 x Ab x f 2

na qual AR é a concentracdo do acucar redutor no meio de fermentagédo em g.L-1, Ab é a absorbancia
medida no espectrofotdmetro a 540 nm, f é o fator de diluicdo e o coeficiente 0.293 foi obtido a partir
de uma curva de calibracdo de solu¢cdes de concentracdo conhecida de glicose, fazendo sua
correlagéo linear com os valores de absorbancia obtidos.

Resultados

A fermentacéo da levedura pode ser representada ao longo do tempo por um gréfico de dispersao
com linhas, como por exemplo a Figura 5, que contém o consumo de agUcar e o crescimento celular
durante a etapa de fermentacgéao.

Figura 5 - Fermentagdo A e B. O eixo “X” representa o tempo em h, enquanto o eixo “y” esquerdo representa

“

a concentracgio de agucar redutor em g.L, e o eixo “y” direito representa o crescimento celular em g.L.
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Fonte: A Autora (2024).

~ A Tabela 1 contém os parametros utilizados para o cultivo de R. toruloides, exibindo a Densidade
Optica (DO) ao longo do tempo, e a relacédo entre a diluicdo, o fator de corre¢do da DO (FC DO) e o
crescimento celular ajustado (DO*FC).
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Tabela 1- DO do cultivo do Rt.

Tempo Diluicéo DO FC DO DO*FC
Oh 100x 0,0230 0,4583 1,0541
24 h 100x 0,1200 0,4583 5,4996
48 h 100x 0,2060 0,4583 9,4410
72 h 100x 0,2550 0,4583 11,6867
96 h 100x 0,3030 0,4583 13,8865

120 h 100x 0,3090 0,4583 14,1615

Fonte: A Autora (2024).

A fonte de carbono foi acompanhada durante o cultivo do R. toruloides por meio da andlise de
DNS, conforme as informagdes contidas na Tabela 2, o valor medido é representado por (DNS), este
multiplicado com fator de correcdo (FC DNS) resulta no valor de consumo dos agucares redutores em
g.L* representado na ultima coluna (DNS*FC).

Tabela 2- DNS do cultivo do Rt.

Tempo Diluigéo DNS FC DNS DNS*FC
Oh 100x 0,6820 0,2930 19,9826
24 h 100x 0,4580 0,2930 13,4194
48 h 100x 0,6100 0,2930 17,8730
72 h 100x 0,3310 0,2930 9,6983
96 h 100x 0,4770 0,2930 13,9761

120 h 100x 0,0850 0,2930 2,4905

Fonte: A Autora (2024).
Discusséo

O grafico da Figura 5 demonstrou que, nas fermenta¢des "A" e "B", houve um aumento inicial na
concentracdo de agucares redutores, seguido por uma reducgdo, refletindo o consumo desses
aclcares durante a fermentacdo. Os niveis de agucares redutores iniciaram em 20 g.L? e 25 g.L?,
respectivamente, e diminuiram para aproximadamente 5 g.L? ap6s 120 h. O crescimento celular
exibiu um padrdo oposto ao dos aguUcares redutores: comegou com um aumento e continuou a se
desenvolver por 120 h, indicando uma fase de adaptacdo seguida pelo consumo de acUcares e
estabilizacdo da biomassa. No estudo de Vieira (2016), o tempo de cultivo foi de 38 h com um
bioreator de 3 L, enquanto no estudo de Li (2007), o tempo de fermentacédo foi de 134 h em um
fermentador de 15 L com agitacdo. A Tabela 1 revelou que a densidade éptica (DO), que indica a
concentracdo celular, aumentou de 0,0230 para 0,3090, enquanto o fator de correcdo (FC) da DO
permaneceu constante em 0,4583. O produto DO*FC, refletindo o crescimento celular ajustado, subiu
de 1,0541 para 14,1615, indicando um crescimento celular significativo durante a fermentacdo. O
estudo de Zhao et al. (2010) apresentou cultivos em bioreator de 15 L com 127,4 g.L-%, enquanto Li
(2007) obteve uma concentragcdo de 106 g.L'. A Tabela 1 também evidenciou que o crescimento
celular aumentou com o tempo, embora a uma taxa mais lenta no estagio final. A Tabela 2 mostrou
uma relagéo inversa, com a quantidade de carbono no meio diminuindo ao longo do tempo, exceto no
periodo de 96 h, onde houve um aumento, sugerindo que o R. toruloides pode ter consumido
reservas internas temporariamente antes de retornar a fase de acumulacéo de lipidios.

Conclusao

Durante a fermentacdo do R. toruloides, dados detalhados foram apresentados sobre o consumo
de aclcar e o crescimento celular do microrganismo na producdo de lipidios. Em duas fermentacdes
distintas, a concentracao de agucar redutor iniciou em 20 g.L e 25 g.L%, respectivamente, e diminuiu
para cerca de 5 g.L? em 120 h. O crescimento celular mostrou um aumento inicial seguido por uma
estabilizacdo ap6s 80 h em ambos os casos. A densidade 6ptica (DO), indicativa da concentragéo
celular, aumentou de 0,0230 para 0,3090 ao longo de 120 h, e o crescimento celular ajustado
(DO*FC) aumentou, indicando um crescimento celular durante o processo de fermentacéo.
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