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Resumo

Rhodosporidium toruloides é uma levedura caracterizada pelo acumulo lipidico intracelular de
triglicerideos e carotenoides, 0s quais sdo estudados como potenciais matérias-primas para a
producéo de biocombustiveis. Esse microrganismo pode ser encontrado na natureza -em troncos de
arvores, no solo ou na agua- e apresenta grande versatilidade de cultivo, devido a facil adaptagéo
metabolica a alteragBes de pH, escassez nutricional e variagdes de temperatura. O objetivo deste
trabalho é avaliar, por meio de medidas de densidade Gptica (ODsoo) € acido 3,5-dinitrossalicilico
(DNS), a influéncia de glicose e de glicerina bruta como diferentes fontes de carbono no crescimento
da levedura. As analises indicaram que ambas promovem, de maneira semelhante, o crescimento do
microrganismo; porém, a glicerina bruta mostrou-se mais viavel por ser uma alternativa mais
sustentavel para a utilizagdo em processos industriais e biotecnolégicos, além de seu menor custo.
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Introducéo

Em virtude do crescimento demografico e, consequentemente, da demanda energética, surge uma
urgéncia por fontes limpas e renovaveis. A reducdo da dependéncia de combustiveis fésseis
viabilizou o uso de microrganismos na geracdo de bioprodutos, uma alternativa promissora e
sustentdvel a producdo industrial. Os avancos na fabricagcdo de biocombustiveis, apesar dos
beneficios & economia e ao meio ambiente, dependem da disponibilidade de matérias-primas e de
tecnologias apropriadas (Jayaraman et al., 2025; Santos et al., 2025; Martinez; Garcia; Pérez, 2021).

Biocombustiveis podem ser produzidos a partir de lipidios extraidos de 6leos vegetais, gorduras
animais e Oleos microbianos. Esses lipidios passam por processos de transesterificacéo,
transformando-se em combustiveis liquidos. A producdo microbiana de lipideos é mais viavel devido
ao menor ciclo de producéo, maior reprodutibilidade e ndo competicdo com a producao de alimentos.
Entre os microrganismos empregados na producédo de Oleo, destaca-se a levedura dimorfica e de
coloragdo avermelhada, Rhodosporidium toruloides, que apresenta até 70% de lipideos em sua
composicdo, os quais demonstram grande potencial para a industria bioenergética. Pode ser
encontrada em troncos de arvores, no solo, em folhagens ou em residuos hidrolisados; e demonstra
elevada toleréncia a alteracfes ambientais (de pH, escassez nutricional e variagfes de temperatura)
(Nunes et al., 2024; Sunder et al., 2023; Wankhede et al., 2024; Wen et al., 2020).

O crescimento de leveduras depende da disponibilidade de carbono no meio de cultura. Dessa
forma, este estudo tem por objetivo avaliar, por meio de medidas de densidade 6ptica e pelo método
do acido 3,5-dinitrossalicilico (DNS), a influéncia de glicose e da glicerina bruta como diferentes
fontes de carbono, no crescimento de Rhodosporidium toruloides.

Metodologia
A levedura R. toruloides (CCT 0783), cultivada em &agar Sabouraud, foi transferida para caldo

Sabouraud em erlenmeyer de 125 mL e incubada em agitador (180 rpm, 29 °C, 48 h), com rolha de
algodéao. A Figura 1 contém uma representagdo esquematica da preparagédo do inéculo.
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Figura 1- Preparacgéo do in6culo de R. toruloides.
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Fonte: A AUTORA (2025).

Como os ensaios tém o objetivo de comparar o crescimento de R. toruloides em diferentes fontes
de carbono, foi necessario separa-los em duas categorias: “Meio Definido com Glicose (MD)” e “Meio
com Glicerina Bruta (GB)”. A glicerina bruta foi adquirida da empresa “Biobrotas Olequimica Ltda." e
apresenta um teor de 84,9% de glicerol na composicao.

Os meios de cultura foram preparados conforme apresentado na tabela 1:

Tabela 1- Preparacdo dos meios de cultura “MD” ou “GB” (1L).

Reagentes Quantidade (g/L)
Glicose ou Glicerina Bruta 40,00
Extrato de Levedura 2,00
CaCl,- 2H,0 0,02
FeCls;-6H,0 0,01
(NH,).SO, 1,00
MgSO,-6H,0 2,00
KH,PO, 1,00
Na;PO, 1,00
NacCl 1,00

Fonte: A AUTORA (2025).

Para cada condicéo, foram adicionados 50 mL de meio e 5mL de in6culo em erlenmeyers com
capacidade méaxima de 250mL. Os erlenmeyers foram submetidos a agitacdo constante, a 180rpm e
29°C, por 48 horas.

A fim de acompanhar o crescimento celular, realizou-se a andlise de Densidade Optica (ODsoo).
Nesse procedimento, aliquotas de 2mL de cada condicdo foram coletadas, diluidas em baldo
volumétrico com 100mL de 4gua destilada e analisadas no espectrofotdmetro (Kasvi K37-VIS), no
comprimento de onda de 600nm, nos periodos de Oh, 24h e 48h. A figura 2 contém uma
representacdo do método de anélise da ODsoo.

Figura 2- Andlise da ODeoo.

Fonte: A AUTORA (2025).

Com o objetivo de determinar o consumo de acglcares redutores, utilizou-se da metodologia
descrita por Miller (1959), baseada no emprego de Acido 3,5-Dinitrossalicilico (DNS). Foram
coletadas aliquotas de 2mL (2000uL) de cada frasco e centrifugadas a 4000rpm, por 15 minutos.
Diluiu-se 1mL de sobrenadante em 100mL de &gua destilada. Adicionaram-se 2,5mL da solugéo
diluida em 2,5 mL da solugdo de DNS em um tubo de ensaio de vidro, o qual foi submetido a banho-
maria (a 100°C, por 15 minutos), resfriamento em banho de gelo e analise no espectrofotdmetro (no
comprimento de onda de 540nm). A figura 3 compreende a representacdo do método de andlise
DNS. Quanto maior a ODsoo € menor a concentracdo de DNS, maior o crescimento celular. Os dados
sdo apresentados como média + DP (n = 5, em triplicata). A significancia foi avaliada por ANOVA (1
critério) com teste de Tukey (p < 0,01), utilizando o BioEstat 5.0.

Figura 3- Andlise com o método DNS.
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Fonte: A AUTORA (2025).
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Resultados

A presenca de ambas as fontes de carbono resultou em valores semelhantes de densidade Gptica
durante os periodos de 0, 24 e 48 horas. Para o meio com glicose, os resultados obtidos foram de,
aproximadamente, 1,6; 6,0 e 10,0 g.L* de células, respectivamente. No meio com glicerina bruta, os
valores foram de, aproximadamente, 1,7; 5,6 e 11,0 g.L'! de células. Na figura 4 observa-se uma
descricao grafica da densidade celular da levedura, com diferentes fontes de carbono.

Figura 4- Gréafico da Densidade Celular de R. toruloides em “MD” (azul) e “GB” (vermelho) em g.L2.
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Fonte: A AUTORA (2025).

No caso das medidas do método de DNS, o meio suplementado com glicerina bruta apresentou
maior consumo de acUcares redutores, com a reducdo de 100% para cerca de 44% e 36% (=0,50;
0,22; 0,18 g.L1), em 24 e 48 horas, respectivamente. No meio com glicose, a reducdo ocorreu de
100% para 76% e 62% (= 40,00; 30,00; 24,00 g.L'1) no mesmo periodo. A figura 5 abrange um grafico
com os dados referentes a concentracdo de acUcares redutores com diferentes fontes de carbono.

Figura 5- Grafico da concentragéo de agucares redutores em “MD” (azul) e “GB” (vermelho) (em g.L ™).
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Fonte: A AUTORA (2025).
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As imagens obtidas por meio de microscopia eletrénica de varredura (MEV) sugerem que as
células cultivadas nas duas condi¢cdes apresentaram morfologias semelhantes, como pode ser
observado nas fotomicrografias, contidas na figura 6.

Figura 6- As fotomicrografias A e B correspondem as células de R. toruloides cultivadas em meio
suplementado com glicerina bruta, enquanto as fotomicrografias C e D referem-se as células cultivadas em meio
suplementado com glicose. As imagens A e C foram obtidas com aumento de 9,00 KX. As imagens B e D

_apresentam aumento de 5,00 KX.
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Discusséo

Os resultados demonstraram que, nos periodos avaliados, a concentracao celular de R. toruloides
foi similar no meio com glicose e com glicerina bruta, o que sustenta a hip6tese da levedura ser capaz
de utilizar ambas as substéncias como fonte de carbono. Estudos de Xu et al. (2016) e Martin-
Hernandez et al. (2023) revelam a possibilidade do uso dessas duas diferentes fontes de carbono
para o crescimento e o aumento de producéo lipidica do microrganismo.

A respeito do consumo de acglcares redutores, o meio com glicerina bruta apresentou uma
reducdo mais significativa, para 44% e 36% em 24 e 48 horas, respectivamente; enquanto no meio
com glicose, os valores permaneceram em torno de 76% e 62% nos mesmos periodos avaliados.
Pesquisas de Samul et al. (2014) e Kumaret al. (2019) evidenciaram a presenca de impurezas
caracteristicas da glicerina bruta, como acidos graxos e sais, e que, com a formacéo de subprodutos,
tendem a influenciar na disponibilidade de carbono.

Uma das principais vias metabdlicas de R. toruloides € a glicolise. No citosol da levedura, a glicose
passa por uma sequéncia de degradacdes e fosforilagcdes até produzir duas moléculas de piruvato,
duas de ATP (adenosina trifosfato, a principal fonte de energia da célula) e outras duas de NADH
(nicotinamida adenina dinucleotideo reduzida, responsavel pelo transporte de elétrons). O piruvato é
convertido em acetil-CoA pela mitocondria e, entdo, incluido no ciclo de Krebs. No ciclo de Krebs, séo
geradas trés moléculas de NADH, uma de FADH: (flavina adenina dinucleotideo reduzida, utilizada
durante a respiracao celular) e uma de ATP (Bommareddyet al., 2015; Castafieda et al., 2018).
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Um fato que possivelmente explique o crescimento do microrganismo com o glicerol (proveniente
da glicerina bruta) é devido a sua capacidade de converté-lo em produtos intermediarios do
metabolismo celular. O glicerol pode ser transformado em glicerol-3P e, posteriormente, em DHAP
(diidroxiacetona fosfato, um intermediario direto da glicélise), para entrar no processo de glicélise e
seguir para o ciclo do Acido Citrico (Bommareddy et al., 2015; Castafieda et al., 2018).

Estudos de Xu et al. (2014) revelam que esta levedura demonstra a capacidade de ajustar seu
perfil enzimético e metabdlico para o melhor aproveitamento e conversao de glicerina em acetil-CoA
(precursor da biossintese de acidos graxos e triacilglicerais).

Conclusao

Os ensaios demonstraram o potencial de R. toruloides em utilizar tanto a glicose quanto a glicerina
bruta como fontes de carbono, visto que foram observadas taxas de crescimento celular semelhantes
em ambos os meios. No entanto, o meio suplementado com glicerina bruta promoveu maior consumo
de acucares redutores (quantificado pelo método de DNS) e evidenciou maior capacidade de
metabolizagdo de substratos complexos. Dessa forma, a glicerina bruta configura-se como uma
alternativa mais viadvel e mais sustentavel de suplementacdo de meios de cultura, por possibilitar o
aproveitamento de subprodutos da industria de biodiesel no desenvolvimento de bioprocessos.
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