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Resumo 
 
Rhodosporidium toruloides é uma levedura caracterizada pelo acúmulo lipídico intracelular de 
triglicerídeos e carotenoides, os quais são estudados como potenciais matérias-primas para a 
produção de biocombustíveis. Esse microrganismo pode ser encontrado na natureza -em troncos de 
árvores, no solo ou na água- e apresenta grande versatilidade de cultivo, devido à fácil adaptação 
metabólica a alterações de pH, escassez nutricional e variações de temperatura. O objetivo deste 
trabalho é avaliar, por meio de medidas de densidade óptica (OD600) e ácido 3,5-dinitrossalicílico 
(DNS), a influência de glicose e de glicerina bruta como diferentes fontes de carbono no crescimento 
da levedura. As análises indicaram que ambas promovem, de maneira semelhante, o crescimento do 
microrganismo; porém, a glicerina bruta mostrou-se mais viável por ser uma alternativa mais 
sustentável para a utilização em processos industriais e biotecnológicos, além de seu menor custo. 
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Introdução 
 

Em virtude do crescimento demográfico e, consequentemente, da demanda energética, surge uma 
urgência por fontes limpas e renováveis. A redução da dependência de combustíveis fósseis 
viabilizou o uso de microrganismos na geração de bioprodutos, uma alternativa promissora e 
sustentável à produção industrial. Os avanços na fabricação de biocombustíveis, apesar dos 
benefícios à economia e ao meio ambiente, dependem da disponibilidade de matérias-primas e de 
tecnologias apropriadas (Jayaraman et al., 2025; Santos et al., 2025; Martínez; García; Pérez, 2021).  

Biocombustíveis podem ser produzidos a partir de lipídios extraídos de óleos vegetais, gorduras 
animais e óleos microbianos. Esses lipídios passam por processos de transesterificação, 
transformando-se em combustíveis líquidos. A produção microbiana de lipídeos é mais viável devido 
ao menor ciclo de produção, maior reprodutibilidade e não competição com a produção de alimentos. 
Entre os microrganismos empregados na produção de óleo, destaca-se a  levedura dimórfica e de 
coloração avermelhada, Rhodosporidium toruloides, que apresenta até 70% de lipídeos em sua 
composição, os quais demonstram grande potencial para a indústria bioenergética. Pode ser 
encontrada em troncos de árvores, no solo, em folhagens ou em resíduos hidrolisados; e demonstra 
elevada tolerância a alterações ambientais (de pH, escassez nutricional e variações 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 óptica e pelo método 
do ácido 3,5-dinitrossalicílico (DNS), a influência 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 ágar Sabouraud, foi transferida para caldo 
Sabouraud em erlenmeyer de 125 mL e incubada em agitador (180 rpm, 29 °C, 48 h), com rolha de 
algodão. A Figura 1 contém uma representação esquemática da preparação do inóculo. 



 

 
XXIX Encontro Latino-Americano de Iniciação Científica, XXV Encontro Latino-Americano de Pós-Graduação e 
XV Encontro de Iniciação à Docência - Universidade do Vale do Paraíba– 2025 

2 

 
Figura 1- Preparação do inóculo de R. toruloides. 

 
Fonte: A AUTORA (2025). 

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

Os meios de cultura foram preparados conforme apresentado na tabela 1: 
Tabela 1- Preparação dos meios de cultura “MD” ou “GB” (1L). 

Reagentes Quantidade (g/L) 

Glicose ou Glicerina Bruta 40,00 

Extrato de Levedura 2,00 

CaCl₂· 2H₂O 0,02 

FeCl₃·6H₂O 0,01 

(NH₄)₂SO₄ 1,00 

MgSO₄·6H₂O 2,00 

KH₂PO₄ 1,00 

Na₃PO₄ 1,00 

NaCl 1,00 

Fonte: A AUTORA (2025). 

Para cada condição, foram adicionados 50 mL de meio e 5mL de inóculo em erlenmeyers com 
capacidade máxima de 250mL. Os erlenmeyers foram submetidos à agitação constante, a 180rpm e 
29°C, por 48 horas.  

A fim de acompanhar o crescimento celular, realizou-se a análise de Densidade Óptica (OD600). 
Nesse procedimento, alíquotas de 2mL de cada condição foram coletadas, diluídas em balão 
volumétrico com 100mL de água destilada e analisadas no espectrofotômetro (Kasvi K37-VIS), no 
comprimento de onda de 600nm, nos períodos de 0h, 24h e 48h. A figura 2 contém uma 
representação do método de análise da OD600. 

Figura 2- Análise da OD600. 

 
Fonte: A AUTORA (2025). 

Com o objetivo de determinar o consumo de açúcares redutores, utilizou-se da metodologia 
descrita por Miller (1959), baseada no emprego de Ácido 3,5-Dinitrossalicílico (DNS). Foram 
coletadas alíquotas de 2mL (2000μL) de cada frasco e centrifugadas a 4000rpm, por 15 minutos. 
Diluiu-se 1mL de sobrenadante em 100mL de água destilada. Adicionaram-se 2,5mL da solução 
diluída em 2,5 mL da solução de DNS em um tubo de ensaio de vidro, o qual foi submetido a banho-
maria (a 100ºC, por 15 minutos), resfriamento em banho de gelo e análise no espectrofotômetro (no 
comprimento de onda de 540nm). A figura 3 compreende a representação do método de análise 
DNS. Quanto maior a OD600 e menor a concentração de DNS, maior o crescimento celular. Os dados 
são apresentados como média ± DP (n = 5, em triplicata). A significância foi avaliada por ANOVA (1 
critério) com teste de Tukey (p < 0,01), utilizando o BioEstat 5.0. 

Figura 3- Análise com o método DNS. 

 
Fonte: A AUTORA (2025). 
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Resultados 
 

A presença de ambas as fontes de carbono resultou em valores semelhantes de densidade óptica 
durante os períodos 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-1 de células, respectivamente. No meio com glicerina bruta, os 
valores foram de, aproximadamente, 1,7; 5,6 e 11,0 g.L-1 de células. Na figura 4 observa-se uma 
descrição gráfica da densidade celular da levedura, com diferentes fontes de carbono. 

Figura 4- Gráfico da Densidade Celular de R. toruloides em “MD” (azul) e “GB” (vermelho) em g.L-1. 

 
Fonte: A AUTORA (2025). 

No caso das medidas do método de DNS, o meio suplementado com glicerina bruta apresentou 
maior consumo de açúcares redutores, com a redução de 100% para cerca de 44% e 36% (≈0,50; 
0,22; 0,18 g.L-1), em 24 e 48 horas, respectivamente. No meio com glicose, a redução ocorreu de 
100% para 76% e 62% (≈ 40,00; 30,00; 24,00 g.L-1) no mesmo período. A figura 5 abrange um gráfico 
com os dados referentes à concentração de açúcares redutores com diferentes fontes de carbono. 

Figura 5- Gráfico da concentração de açúcares redutores em “MD” (azul) e “GB” (vermelho) (em g.L-1).  

 
Fonte: A AUTORA (2025). 
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As imagens obtidas por meio de microscopia eletrônica de varredura (MEV) sugerem que as 
células cultivadas nas duas condições apresentaram morfologias semelhantes, como pode ser 
observado nas fotomicrografias, contidas na figura 6. 

Figura 6- As fotomicrografias A e B correspondem às células de R. toruloides cultivadas em meio 
suplementado com glicerina bruta, enquanto as fotomicrografias C e D referem-se às 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. 

     
 

     
Fonte: A AUTORA (2025). 

 
Discussão 
 

Os resultados demonstraram que, nos períodos avaliados, a concentração celular de R. toruloides 
foi similar no meio com glicose e com glicerina bruta, o que sustenta a hipótese da levedura ser capaz 
de utilizar ambas as substâncias como fonte de carbono. Estudos de Xu et al. (2016) e Martín-
Hernández et al. (2023) revelam a possibilidade do uso dessas duas diferentes fontes de carbono 
para o crescimento e o aumento de produção lipídica do microrganismo.  

A respeito do consumo de açúcares redutores, o meio com glicerina bruta apresentou uma 
redução 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 períodos avaliados. 
Pesquisas de Samul et al. (2014) e Kumaret al. (2019) evidenciaram a presença de impurezas 
características da glicerina bruta, como ácidos graxos e sais, e que, com a formação de subprodutos, 
tendem a influenciar na disponibilidade de carbono. 

Uma das principais vias metabólicas de R. toruloides é a glicólise. No citosol da levedura, a glicose 
passa por uma sequência de degradações e fosforilações 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 dinucleotídeo reduzida, responsável pelo transporte de elétrons). O piruvato é 
convertido em acetil-CoA pela mitocôndria e, então, incluído no ciclo de Krebs. No ciclo de Krebs, são 
geradas três moléculas de NADH, uma de FADH2 (flavina adenina dinucleotídeo reduzida, utilizada 
durante a respiração celular) e uma de ATP (Bommareddyet al., 2015; Castañeda 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 à sua capacidade de convertê-lo em produtos intermediários do 
metabolismo celular. O glicerol pode ser transformado em glicerol-3P e, posteriormente, em DHAP 
(diidroxiacetona fosfato, um intermediário direto da glicólise), para entrar no processo de glicólise e 
seguir para o ciclo do Ácido Cítrico (Bommareddy et al., 2015; Castañeda et al., 2018). 

Estudos de Xu et al. (2014) revelam que esta levedura demonstra a capacidade de ajustar seu 
perfil enzimático e metabólico para o melhor aproveitamento e conversão de glicerina em acetil-CoA 
(precursor da biossíntese de ácidos graxos e triacilgliceróis). 

 
Conclusão 
 

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 açúcares redutores (quantificado pelo método de DNS) e evidenciou maior capacidade de 
metabolização de substratos complexos. Dessa forma, a glicerina bruta configura-se como uma 
alternativa mais viável e mais sustentável de suplementação de meios de cultura, por possibilitar o 
aproveitamento de subprodutos da indústria de biodiesel no desenvolvimento de bioprocessos. 
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