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RESUMO

A levedura Rhodotorula mucilaginosa ¢ biotecnologicamente valiosa para a produgdo
simultanea de carotenoides e lipidios, com ampla aplica¢@o na industria. Seu rapido crescimento
e capacidade de metabolizar substratos de baixo custo contribuem para a viabilidade de cultivos
microbianos. No entanto, a produ¢do de biomoléculas ocorre intracelularmente e a selecdo do
método de ruptura celular fisico, quimico e/ou enzimatico ¢ determinante para a aplicacao dos
bioprodutos, em funcdo da toxicidade de alguns solventes e materiais empregados € nao
permitidos na industria alimenticia e farmacéutica. Assim, o objetivo deste trabalho foi
caracterizar o 6leo microbiano rico em carotenoides a partir do cultivo de Rhodotorula
mucilaginosa CCT 7688 em meio agroindustrial, avaliando técnicas de extracdo verde voltadas
para o aproveitamento do 6leo, biomassa integral e residual. Para isso, R. mucilaginosa CCT
7688 foi cultivada em frascos agitados contendo 70 gL' de melago de cana-de-aglicar e
3,4 g L'! de 4gua de maceragiio de milho, incubada por 144 h a 25 °C e 180 rpm. A biomassa
obtida foi submetida a extragao lipidica pelo método de Bligh & Dyer e também por solventes
verdes, avaliando diferentes métodos de ruptura celular. A concentracdo méaxima de biomassa
foi de 12,18+1,33gL!, e a concentragio de carotenoides alcangou 847,6 pgL!
(72,90 + 7,44 ug g’') em 144 h de cultivo. A técnica de ruptura com esferas de ago resultou em
teores lipidicos de 2,5 a 9,4%, enquanto a aplicacdo de moinho de facas promoveu incremento
de aproximadamente 23% na recuperagdo de lipidios. A concentragdo de HCI utilizada na
ruptura quimica ndo demonstrou diferenga significativa (p > 0,05) na recuperacéo lipidica. Para
otimiza¢do do processo utilizando extragcdes com solventes verdes (acetato de etila, etanol e
acido acético), foi aplicado um delineamento Plackett-Burman com 12 ensaios, seguido por um
Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR) com 27 ensaios. A condi¢do otimizada e
validada com 0,1 g de biomassa, 5 mL do volume da mistura (acido acético, etanol, acetato de
etila (2/20/30 v v v'!), 0,5 mL de 4gua destilada, 2 mL de acetato de etila, 3 min de vortex,
centrifu¢do a 3000 rpm por 3 min e | re-extragdo resultou em uma recuperagdo lipidica de
26,0+ 1,7%, resultados compardveis a condi¢do controle (metanol:cloroformio). O o6leo
microbiano obtido apresentou um perfil de dcidos graxos predominantemente composto por
acidos graxos monoinsaturados (MUFAs) (~53%) e poli-insaturados (PUFAs) (~23%). A
biomassa integral apresentou teor proteico de 16,0+ 1,0%, enquanto a residual foi de
10,34+ 0,19%. A fragdo de proteinas soliveis na biomassa integral indicou predominancia de
albuminas (35,2+1,5mgg"), seguidas por gluteninas (21,58+0,21 mgg!) e globulinas
(16,1+£0,4mg g"), sugerindo potencial para aplicagio em bebidas proteicas e suplementos
nutricionais. A caracterizagdo da biomassa incluiu analise termogravimétrica (TGA) e
microscopia eletronica de varredura (MEV), nas quais se observaram alteragdes morfologicas
na biomassa ap6s o uso do moinho de facas. Os resultados demonstraram que a ruptura celular
(moinho de facas) combinada a extragao com solventes verdes representou uma alternativa ao
método de Bligh & Dyer (metanol e cloroférmio), possibilitando de forma segura o
aproveitamento integral e residual da biomassa, além de reduzir o impacto ambiental e permitir
aplicagdes em industrias alimenticias e farmacéuticas.

Palavras-chave: Coprodutos Agroindustriais. Extragdo Sustentavel. Levedura Oleaginosa.

Otimizacao. Solvente Verde.



ABSTRACT
MICROBIAL OIL FROM Rhodotorula mucilaginosa: OPTIMIZATION OF A GREEN
EXTRACTION TECHNIQUE, PARTIAL CHARACTERIZATION OF THE OIL,
INTEGRAL AND RESIDUAL BIOMASS

The yeast Rhodotorula mucilaginosa is biotechnologically valuable for the simultaneous
production of carotenoids and lipids, with wide application in industry. Its rapid growth and
ability to metabolize low-cost substrates contribute to the viability of microbial cultures.
However, biomolecule production occurs intracellularly, and the selection of the physical,
chemical, and/or enzymatic cell disruption method is decisive for the application of
bioproducts, due to the toxicity of some solvents and materials used and not permitted in the
food and pharmaceutical industries. Thus, the objective of this study was to characterize the
carotenoid-rich microbial oil from the cultivation of Rhodotorula mucilaginosa CCT 7688 in
agroindustrial medium, evaluating green extraction techniques aimed at the utilization of the
oil, whole biomass, and residual biomass. For this purpose, R. mucilaginosa CCT 7688 was
cultivated in shaking flasks containing 70 g L™! of sugarcane molasses and 3.4 g L™ of corn steep
liquor (corn maceration water), incubated for 144 h at 25 °C and 180 rpm. The obtained biomass
was subjected to lipid extraction using the Bligh & Dyer method and also using green solvents,
evaluating different cell disruption methods. The maximum biomass concentration was
12,18+ 1,33 gL', and the carotenoid concentration 847,6 pg L' (72,90 + 7,44 ug g’) in 144 h
of cultivation. The steel bead disruption technique resulted in lipid contents of 2.5 to 9.4%,
while the application of a knife mill promoted an increase of approximately 23% in lipid
recovery. The concentration of HCI used in chemical disruption did not show a significant
difference (p > 0.05) in lipid recovery. To optimize the process using green solvent extractions
(ethyl acetate, ethanol, and acetic acid), a Plackett-Burman design with 12 trials was applied,
followed by a Central Composite Rotational Design (CCRD) with 27 trials. The optimized and
validated condition with 0.1 g of biomass, 5 mL of mixture volume (acetic acid/ethanol/ethyl
acetate (2/20/30 v v v'!), 0.5 mL of distilled water, 2 mL of ethyl acetate, 3 min of vortexing,
centrifugation at 3000 rpm for 3 min, and 1 re-extraction resulted in a lipid recovery of
26,0 £ 1,7%, results comparable to the control condition (methanol: chloroform). The microbial
oil obtained had a fatty acid profile predominantly composed of monounsaturated fatty acids
(MUFASs) (~53%) and polyunsaturated fatty acids (PUFAs) (~23%). The whole biomass had a
protein content of 16,0+ 1,0%, while the residual biomass was 10,34 +0,19%. The soluble
protein fraction in the whole biomass indicated a predominance of albumins
(352+1,5mgg'), followed by glutenins (21,58+021mgg!) and globulins
(16,1+£0,4mgg"), suggesting potential for application in protein drinks and nutritional
supplements. Biomass characterization included thermogravimetric analysis (TGA) and
scanning electron microscopy (SEM), which revealed morphological changes in the biomass
after the use of the knife mill. The results demonstrated that cell disruption (knife mill)
combined with green solvent extraction represented an alternative to the Bligh & Dyer method
(methanol and chloroform), safely enabling the complete and residual utilization of biomass, in
addition to reducing environmental impact and allowing applications in the food and
pharmaceutical industries.

Keywords: Agroindustrial Co-Products. Green solvent. Oleaginous yeast. Optimization.

Sustainable extraction
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1. INTRODUCAO

Os sistemas tradicionais de producao de alimentos enfrentam desafios crescentes. Crises
humanitérias, pandemias e sobretudo mudangas climaticas estdo dificultando a oferta de
alimentos bdasicos e nutricionais (Ritchie; Reay; Higgins, 2018). Diante disso, organizagdes
internacionais como a ONU (2015) (Organizacdo das Nagdes Unidas) e a OMS (Organizagdo
Mundial da Saude), tém refor¢ado a necessidade de desenvolver modelos mais sustentaveis
para a producdo de alimentos (FDA, 2015; OMS 2018).

Nesse contexto, a OMS (2018) langou um plano (Replace) baseado em cinco estratégias,
com o objetivo de encerrar a produgdo industrial de gorduras trans, pois estdo associadas ao
aumento das doencas cardiovasculares. O objetivo do plano ¢ regulamentar a presenca das
gorduras trans nos alimentos, substituindo-as por lipidios mais saudaveis e por fim erradicando
seu uso na industria. No Brasil, a ANVISA (2019) dispés a RDC 332/2019, restringindo a
presenca de gordura trans nos alimentos a até 2 g/100 g, mas, em 2022, essa resolugdo foi
revogada (RDC n°® 632, de 24/03/2022) e a partir de janeiro de 2023 ndo deveriam mais ser
produzidos e/ou comercializados alimentos que contenham 6leos parcialmente hidrogenados.

Como forma de atender a essa demanda e proporcionar solugcdes mais sustentaveis, a
biotecnologia oferece uma solucgao: a produgdo de bioprodutos por meio de bioprocessos. Os
bioprocessos possibilitam o uso de fontes ndo convencionais, como insetos e plantas, em
especial, biomassas produzidas por microrganismos, na formulagio de alimentos (Doughty et
al., 2024). Microrganismos sdo uma alternativa sustentavel para a produ¢do de alimentos
porque exigem menos recursos, geram menor impacto ambiental e nao requerem grandes areas
de cultivo. Além disso, apresentam rapido crescimento celular e as condigdes de cultivo como
temperatura e pH sdo facilmente controladas, além de dispensar o uso de inseticidas, herbicidas
e pesticidas, como ocorre na producdo de Oleos de origem vegetal (Sawangkeaw;
Ngamprasertsith, 2013).

Os o6leos e gorduras sao consumidos mundialmente. A producao de dleos vegetais, por
exemplo, excedeu 200 milhdes de toneladas, com um mercado estimado em U$ 200 milhdes
em 2024 (Lee et al., 2022; Zio et al., 2025). Por fazerem parte da dieta humana e serem
essenciais nutricionalmente, existe uma demanda por novas fontes de 6leo, principalmente
6leos nutricionalmente ricos.

Diante desse cendrio, esses bioprodutos, especialmente os lipidios microbianos, surgem

como alternativa a substituicdo dessas gorduras #rans. Entre os microrganismos estudados para
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essa finalidade, as leveduras oleaginosas tém destaque, pois sdo capazes de metabolizar
diferentes fontes de carbono e nitrogénio (Rafiq et al., 2023), acumulando compostos como
lipidios, principalmente na forma de triacilglicerdis. Além da producao lipidica, as biomassas
microbianas resultantes do processo de extragdao apresentam componentes importantes como,
proteinas, carboidratos, minerais e outros compostos. Essa composi¢cdo torna a biomassa
integral ou residual um ingrediente com potencial para aplica¢cdes em alimentos bem como em
formulagdes funcionais, contribuindo para a valorizagao do processo biotecnologico.

Dentre as leveduras de grande importancia biotecnologica, o género Rhodotorula em
particular R. mucilaginosa, principal classe desse género se destaca pela capacidade de produzir
lipidios e carotenoides simultaneamente (Rodrigues et al., 2024), além de metabolizar diversos
coprodutos agroindustriais de baixo custo, como melago de cana-de-agucar e agua de
maceracao de milho. O uso desses substratos ndo somente reduz os custos de cultivo, como
também promovem a valorizagdo dos coprodutos agroindustriais (Rodrigues et al., 2019).

No entanto, devido a produg¢ao de lipidios e carotenoides microbianos ocorrer de forma
intracelular, a sua recuperagdo se torna um desafio, pois os métodos tradicionais de extragao,
frequentemente utilizam solventes toxicos, como metanol e cloroférmio o que impossibilita sua
aplicacdo em alimentos. Portanto, para tornar esse processo mais sustentavel, tém sido
estudadas técnicas de extragdo verde, que utilizam solventes alternativos, como etanol e acetato
de etila (Wittenhofer et al., 2024; Tsirigka et al., 2022), em substituicdo aos solventes toxicos
tradicionalmente usados. Além disso, técnicas de ruptura celular mecanica, como moagem com
facas e moagem com esferas de aco inoxidavel, sdo estudadas quanto a sua eficiéncia na
liberacao de bioprodutos, eliminando o uso de rupturas quimicas.

Nesse contexto, o presente trabalho propds uma abordagem alternativa para a
recuperagdo de bioprodutos oriundos de R. mucilaginosa, utilizando métodos fisicos de ruptura
celular combinados com solventes verdes. Além disso, a caracterizagao fisico-quimica tanto do
0leo quanto da biomassa integral e residual (apds a extragao verde do 6leo), tornou-se essencial
para viabilizar a aplicagdo desses bioprodutos em formulagdes alimenticias e nutracéuticas,
conforme preconizado nos Objetivos de Desenvolvimento Sustentavel (ODS) 15 e 17. Assim,
essa pesquisa contribui para o desenvolvimento de novos modelos de producdo alimentar
alinhados aos ODS, especialmente no que diz respeito ao reaproveitamento de residuos, a

redugdo de impactos ambientais e a promogao de alimentos mais saudaveis (ONU, 2015).
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2. OBJETIVOS
2.1. OBJETIVO GERAL

Obter e caracterizar o 6leo microbiano rico em carotenoides a partir do cultivo de
Rhodotorula mucilaginosa CCT 7688 em meio agroindustrial, empregando técnicas de extragdo

verdes e avaliando caracteristicas do 6leo da biomassa integral e residual.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Produzir biomassa microbiana utilizando coprodutos agroindustriais;

Avaliar estratégias de ruptura celular para extragdao de 6leo microbiano com solventes
verdes;

Otimizar um método para extragdo de 6leo rico em carotenoides utilizando solventes menos
toxicos;

Investigar a composi¢ao proximal das biomassas microbianas antes € apos a recuperacao do
oleo rico em carotenoides;

Caracterizar o 6leo produzido por Rhodotorula mucilaginosa obtido via abrasdo com moinho

de facas e solventes verdes.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA
3.1. LIPIDIOS

Os lipidios compdem um grupo diversificado de moléculas cuja principal caracteristica
¢ a insolubilidade em agua. Sdo soliiveis em solventes apolares como éter e cloroférmio. A
maior parte das gorduras naturais € composta por até 99% de triacilglicerdis, e a grande maioria
desses ¢ de cadeia longa. Sua fun¢do central ¢ o armazenamento de energia sob a forma de
gorduras e oOleos, enquanto esterdis e fosfolipidios desempenham papéis estruturais nas
membranas biologicas. Também funcionam como isolantes térmicos, atuam como cofatores
enzimaticos, pigmentos que absorvem luz, agentes emulsificantes no sistema digestivo e tém
fungdes hormonais (Fonseca-Alaniz et al., 2006; Jorge, 2009; Nelson; Cox, 2022; Yao et al.,
2020).

Os o6leos e gorduras sdo derivados de acidos graxos, que sdo hidrocarbonetos com
cadeias variando de 4 a 36 carbonos, que apds ingestdo, sdo oxidados a CO2 e H20, fornecendo
duas vezes mais energia (9 kcal/g) que os carboidratos e as proteinas (Lowery, 2004). Portanto,
sd0 essenciais para a manutengdo € bom funcionamento das células. Em alguns 4cidos graxos
a cadeia nao ¢é ramificada e ¢ totalmente saturada, e em outros, a cadeia contém uma ou mais
ligacdes duplas (Nelson; Cox, 2022). A Figura 1 mostra a representacao de algumas estruturas

lipidicas.

Figura 1 - Representacgao da estrutura de alguns lipidios. a) representa a estrutura de um

triacilglicerol, b) a estrutura de uma bicamada lipidica e c¢) estrutura de um lipossomo
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Fonte: adaptado de Lodish (2005)

Em termos de funcionalidade, algumas moléculas (esqualeno, precursor do colesterol)
podem atuar como antioxidantes, auxiliando na fotoprotecao da pele (Amarowicz, 2009),

eliminando os radicais livres e impedindo a passagem de raios ultravioleta (Voet; Voet, 2013).
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Devido a natureza hidrofobica dos lipidios, uma das suas principais fungdes ¢ atuar como
barreiras bioldgicas, pois a insolubilidade em dgua evita a entrada dessa molécula para dentro
das células, o que confere uma estrutura mais rigida a parede celular (Gurr; Harwood, 1991),
sendo os glicerofosfolipidios as principais classes de lipidios responsaveis por essas
estruturacdes (Amarowicz, 2009).

A classificag¢do dos lipidios distingue os lipidios apolares ou neutros dos polares. Os
primeiros sao ésteres de acidos graxos com alcoois, como ceras, glicerideos, carotenoides e
esterois. Os lipidios polares tém outras fungdes quimicas além da ligagao éster do acido graxo
e alcool. Os representantes desse grupo sdo os fosfolipidios e esfingolipidios (Jorge, 2009). Em
geral, misturas complexas de lipidios sdo separadas por diferencas na polaridade ou na
solubilidade em solventes apolares (Nelson; Cox, 2022).

A polaridade ¢ o que confere aos lipidios a capacidade de formar bicamadas (formadas
principalmente por fosfolipidios) (Figura 1) (Lenaz, 1979), pois esta ¢ responsavel pela
hidratacdo das moléculas, através da passagem de dgua, induzida pela tensdo da membrana, de
extrema importancia na estrutura celular (Reddy; Warshaviak; Chachisvilis, 2012). Essa
propriedade permite que as estruturas lipidicas tenham duas extremidades, apolares (afinidade
a agua) e polares (repelem agua), portanto, ao mesmo tempo que sdo insoliveis em agua, os
lipidios também sdo soluveis em solventes organicos (Alberts, 2017).

Nos estudos de Lowery (2004) e Agagiindiiz et al. (2023). Os autores buscaram
compreender outros papéis dos lipidios além das suas fungdes estruturais e bioldgicas. De
acordo com os autores, os lipidios ou gorduras, como ¢ conhecido popularmente, tem efeito
benéfico ao organismo, uma vez que alguns lipidios, principalmente os acidos graxos como o
linoleico e 6mega 6 ndo sdo produzidos pelo corpo humano e precisam ser consumidos através
da dieta alimentar. Para Agagiindiiz et al. (2023), uma dieta rica em acidos graxos
monoinsaturados (MUFAs) permite que o organismo tenha maior sensibilidade a insulina, as
c¢lulas respondem melhor a essa sensibilidade e consequentemente o metabolismo da glicose

¢ mais efetivo, mesmo fato observado por Lowery (2004).
3.1.1 Lipidos em alimentos
Os lipidios estao presentes na dieta humana na forma de 6leos e gorduras vegetais e/ou

animais (Chen et al., 2023); em geral, esses lipidios sdo mais faceis de serem encontrados e

metabolizados pelo organismo. A defini¢do de “6leo” ou “gordura” é dada de acordo com o
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estado fisico dessas moléculas em temperatura ambiente (25 °C), liquido ou solido,
respectivamente (Ramalho; Suarez, 2013), e pela composi¢do de acidos graxos presentes na
cadeia (Kent, 2003).

Os compostos de oxidagdo desses acidos graxos, contribuem com caracteristicas
sensoriais de certos produtos alimenticios como textura e sabor (Chen et al., 2023). Para isso,
¢ crucial compreender o comportamento dos lipidios nos alimentos, assim, pode-se retardar o
processo de oxidacao e prolongar a vida util do produto.

No estudo investigativo de Liu et al. (2025) os autores buscaram compreender como o
aquecimento influenciava os compostos aromaticos decorrentes da oxidacao lipidica da carne
bovina. Segundo os autores, os triacilglicerdis foram considerados os lipidios com maior
associacao aos odores da carne. Esses compostos secundarios que incluem aldeidos, cetonas e
acidos carboxilicos foram associados a odores como gordura oxidada, papeldo e odores
herbaceos, considerados desagraddveis pelos consumidores, mesma caracteristica observada
por Dinh et al. (2021) para carnes que sofreram algum tipo de aquecimento. Entretanto, Dinh
et al. (2021) atribuiram os compostos volateis desejaveis da carne a presenca de acidos graxos
monoinsaturados e poli-insaturados, como o acido oleico e o acido linoleico. Diante disso, €
interessante caracterizar os Oleos obtidos de fontes ndo convencionais, como o0s 0leos
microbianos.

Em geral, os 6leos e gorduras usados na formulacao de alimentos sao obtidos de fontes
convencionais, como soja, sementes oleaginosas, carne, ovos, leite e seus derivados. As
propriedades emulsionaveis desses 6leos e gorduras podem ser aplicadas na industria de
panificacdo, confeitaria, para formulacao de sorvetes, emulsdes e molhos (Rios et al., 2014),
pois conferem estabilidade e palatabilidade a esses produtos (Jia-Wei et al., 2025).

Para garantir a estabilidade oxidativa, e aumentar a vida de prateleira desses oleos e
gorduras, as indistrias alimenticias aplicam diversas técnicas para alcangar esse objetivo. Uma
das principais técnicas aplicadas em 6leos € o processo de hidrogenacao (Kent, 2003). Esse
processo consiste na saturacdo das ligagdes duplas por meio da adi¢do de hidrogénio na
molécula (Jia-Wei et al., 2025), e tem como produto resultante, a margarina. Assim, obtém-se
gorduras sélidas mais limpas e com ponto de fusdo mais alto ao mesmo tempo que retarda o
processo de oxidacao e aumenta a vida util do 6leo (Wongjaikham et al., 2022).

Os processos de hidrogenagdo sao realizados parcialmente, pois sua totalidade tende a
deixar as gorduras mais resistentes, o que acaba limitando sua aplicacdo em alimentos (Jia-Wei

et al., 2025). Contudo, a hidrogenagdo parcial pode acarretar a formagdo de gorduras do tipo
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trans (Wongjaikham et al., 2022), consideradas prejudiciais a saude, por estarem associadas a
doengas cardiovasculares.

Diante disso, fontes alternativas de lipidios que substituam o6leos e gorduras,
principalmente hidrogenados e potencialmente prejudiciais a saude, sdo estudadas visando a

sua aplicacdo na industria alimenticia (Silva et al., 2023).

3.1.2 Lipidios microbianos

A presenca de 4cidos graxos do tipo trans em alimentos tem despertado preocupacao
por orgaos governamentais sendo um assunto bastante discutido pela Organizacdo Mundial da
Saude (OMS) (WHO, 2018). Estudos tém demonstrado que o consumo de gorduras trans
causam efeitos nocivos ao corpo humano, como aumento dos niveis de colesterol das
lipoproteinas de baixa densidade (LDL), consideradas “ruins™ ao organismo, (Mensink; Katan,
1990) e doencas cronicas, como hipertensao e diabetes (Gebauer; Baer, 2023).

Segundo o Dietary Guidelines Advisory Committee., 2005 (Comité Consultivo de
Diretrizes Dietéticas dos EUA), o consumo diario de gorduras do tipo trans ndo deveria
ultrapassar 1%. Por isso, ha aproximadamente 5 anos, a OMS langou um pacote de acdes
chamado Replace visando ajudar a acelerar o uso e consumo de gorduras e 6leos mais
saudaveis.

No Brasil, a ANVISA (2019) (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria) publicou a
resolucdo RDC n° 632, de 24/03/2022, que bane o uso de gorduras trans em toda e qualquer
matriz alimenticia, a partir de janeiro de 2023. Nos Estados Unidos a gordura trans para
aplicagdes alimenticias ¢ proibida desde 2018, pois esta associada a doencas cardiovasculares
quando consumida em excesso, segundo Food and Drug Administration (FDA, 2023). Diante
disso, o mercado enfrenta desafios para substituir os dleos e gorduras hidrogenados por fontes
mais saudaveis e que agregam propriedades funcionais aos alimentos (FDA, 2023; ANVISA,
2019).

Como alternativa a substitui¢cdo das gorduras trans, destacam-se os lipidios microbianos,
também conhecidos como Oleos unicelulares (SCOs) (Robles-Iglesias ef al., 2023).
Microrganismos considerados oleaginosos sdo aqueles capazes de acumular mais de 20% de
seu peso na forma de lipidios (Sineli ef al., 2022) e geralmente armazena-los no interior das

células. O acimulo desses lipidios ocorre em condigdes de excesso de carbono e limitacao de
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nitrogénio, situa¢do que induz um redirecionamento do metabolismo celular para a sintese de
lipidios (Rafiq et al., 2023).

Diversos microrganismos tém sido estudados quanto a sua capacidade de produzir e
acumular lipidios, com destaque para as leveduras. Esses microrganismos se destacam por
apresentarem alta taxa de crescimento em uma ampla variedade de substratos (Shaigani et al.,
2021). A Tabela 1 destaca algumas espécies de leveduras produtoras de lipidios cultivadas em
diferentes substratos.

Conforme apresentado na Tabela 1, Yarrowia lipolytica ATCC 20177 destacou-se pelo
maior teor de lipidios (70,13%), quando cultivada em biorreator de 5 L utilizando glicerol bruto
e 0leo residual de cozinha como substratos, em condi¢des controladas de temperatura (30 °C)
e agitagao (200 rpm) Mitrea et al. (2022), bem como , Rhodotorula glutinis BCRC 22360 que
obteve 60,70% de lipidios quando cultivada em 0leo residual de cozinha, sob temperatura

24 °C e com faixa de agitagdo entre 200 a 500 rpm (Yen et al., 2019).



Tabela 1 - Conteudo lipidico produzidos por leveduras em diferentes substratos.
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Conteudo
Leveduras lipidico (%) Condicoes de cultivo Substratos Referéncia
Y. lipolytica ATCC 70.13 Cultivo em biorreator de SL por Glicerol bruto e 6leo residual de Mitrea et al.
20177 ’ 192 h a 30 °C e 200 rpm cozinha (2022)
.. Cultivo em biorreator de SL por
R. glutinis BCRC 60,70 180 h a 24 °C, agitacao na faixa de Oleo residual de cozinha Yen et al. (2019)
22360 3
200 a 500 rpm e aeracdo de 1 vvm.
- Cultivo realizado em frascos agitados ‘ S . .
R. glutinis 46,00 de 250 mL por 144 h Aguas residuais de alimentos Lei et al. (2024)
Apiotrichum dulcitum Cultivo em agitador com aeragao , . . . ,
PR27 453 (200 rpm + 2 yvm) a 25 °C por 144 h Residuos de vinhaga industrial Diaz et al. (2023)
Cultivo em batelada alimentada
R. mucilaginosa CCT 47.90 usando coprodutos agroindustriais ~ Melago de cana e 4gua de maceragdo ~ Rodrigues et al.
7688 ’ por 240 h e aplicagdo de led verde de milho. (2024)
(50 pmol m 2571
R. mucilaginosa CCT 4390 Cultivo a base de coprodutos Glicerol bruto, melaco de cana e 4gua  Rodrigues ef al.
7688 ’ agroindustriais e 144 h de cultivo de maceragao de milho. (2022)
Cultivo em batelada alimentada .
thdotorula 37,65 por 7 dias a 30 °C com fluxo de ar de Glicerol bruto Sriphuttha e .
paludigena CM33 (2023)
0,7 vvm
Cultivo em frascos agitados de
R. mucilaginosa 35,17 500 mL a 180 rpm e 25 °C por 168h Meio YM Silva (2021)
+ aplicagdao de campo magnético
Cultivo em biorreator de 5L por ) Gientka ef al
Rhodotorula glutinis 28,89 144 h a 20 °C e agitacdo constante Agua residual de batata (2022) '

(200 rpm + 2 vvm)

YM: Yeast Malt
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Outras espécies, como R. glutinis e Apiotrichum dulcitum PR27, apresentaram teores
intermediarios de lipidios, variando de 46,00% a 45,3%, quando cultivadas em 4guas residuais
e residuos da vinificagdo, respectivamente.

Em estudos com Rhodotorula mucilaginosa CCT 7688, observaram-se teores lipidicos
de 42,90% e 43,20% ao utilizar coprodutos agroindustriais, como melaco de cana e agua de
maceragdo de milho  (Rodrigues ef al., 2024). A cepa Rhodotorula paludigena CM33
apresentou 37,65% de lipidios a partir de glicerol bruto em batelada alimentada por 168 h
(Sriphutthikul et al., 2022).

Outros teores foram reportados em trabalhos com R. mucilaginosa cultivada em meio
YM (Silva, 2021) que apresentou 35,17% e 28,89% em R. glutinis cultivada em aguas residuais
de batata (Gientka et al., 2022). Esses resultados evidenciam que a escolha do substrato, aliada
as condi¢des de cultivo, exerce influéncia na capacidade de producdo de lipidios pelas
leveduras, visto que os substratos sdo responsaveis por fornecer as leveduras quantidades de
nutrientes necessarias para o acimulo de biomoléculas.

Além disso determinadas condigdes como razdo entre carbono e nitrogénio (C/N),
temperatura ¢ pH (Kot et al., 2017) sao modificadas para maximizar essa producdo. A razao
C/N foi estudada por Osorio-Gonzélez ef al. (2023) como parametro importante para maximizar
a produgao de lipidios. O estudo avaliou a influéncia de diferentes concentra¢des de carbono e
nitrogénio no acimulo de lipidios pela levedura Rhodosporidium toruloides -1588, usando uma
mistura de dois hidrolisados de madeira como substrato, um contendo glicose e o outro xilose,
tendo sidos cultivadas em agitador por 176 h. Foram avaliadas razdes C/N de 20, 70 e 120 e
propor¢des de glicose:xilose de 1:1, 1:2 e 2:1, respectivamente. As razdes C/N de 20 e 120 nao
apresentaram diferenca e obtiveram uma redugdo no acimulo de lipidios. A razao C/N de 70
produziu o maior rendimento lipidico (40 %) sob razdo inicial de glicose:xilose de 1:1.

Contrapondo o estudo de Osorio-Gonzalez et al. (2023), Lopes et al. (2020) alcancaram
maior rendimento lipidico na biomassa cultivada em xilose como fonte de carbono e razao C/N
de 120, obtendo 0,6 g g para a levedura Rhodotorula toruloides, tendo sido cultivada em
frascos de agitados por 96 h. Portanto os dados evidenciam que a relagdo entre carbono e
nitrogénio tem forte influéncia na sintese lipidica.

Outro ponto que favorece o uso e aplicagdao de 6leos microbianos ¢ a similaridade com
Oleos vegetais (Kot et al., 2019). O perfil lipidico de d6leo de levedura apresenta composi¢cao
semelhante a do azeite de oliva (Arrieira et al., 2024), com predominancia de acidos graxos

monoinsaturados (MUFAs) e poli-insaturados (PUFAs) (Nunes et al., 2024). Além disso, o
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6leo produzido pela levedura R. mucilaginosa ¢ explorado devido a presenca natural de
carotenoides, pigmentos que desempenham fun¢do antioxidante e que podem atuar como
precursores da vitamina A. Essa composicdo confere ao dleo caracteristicas nutricionais
importantes e de alto valor agregado com potencial de aplicacdo nas industrias de alimentos,

cosméticos e farmacos.

3.2. CAROTENOIDES

Os carotenoides sdo pigmentos naturais produzidos por flores, frutos, sementes, fungos,
leveduras e microalgas (Mapelli-Brahm et al., 2023; Paul et al., 2023; Rodriguez-Amaya et al.,
2008). Sao lipossoluveis e precursores de substancias importantes para o organismo, por iSso
sdo considerados compostos bioativos com propriedades diversas (Rodriguez-Concepcion,;
Welsch, 2020).

Os carotenoides sdo formados por unidades de isopreno (C5) (Voet; Voet, 2013),

contendo quarenta carbonos em sua estrutura basica (tetraterpeno) (Figura 2).

Figura 2 - Estrutura dos carotenos a) f-caroteno e b) y-caroteno e das xantofilas c) luteina e
d) astaxantina.
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A presencga apenas de carbono e hidrogénio em sua cadeia os define como carotenos (a-
caroteno, -caroteno, toruleno e licopeno), ou xantofilas (luteina, zeaxantina, violaxantina e
neoxantina), quando ha um constituinte oxigenado (Generali¢ et al., 2023). Sao pigmentos
fotossintéticos e absorvem a luz, refletindo-a nos tons amarelo, laranja e vermelho, podendo ser
observados em faixas de comprimento de onda entre 400 e 500 nm (Udensi ef al., 2022).

Alimentos como vegetais, frutas, sementes e graos concentram grandes quantidades de
carotenoides, que podem aumentar a medida que esses alimentos amadurecem. Em humanos,
nao ha produgao de carotenoides, por isso a principal fonte de acesso ¢ através da alimentagao
ou suplementag¢do. No organismo, quando ingeridos, sdo degradados por enzimas digestivas
(lipases), absorvidos pelas paredes intestinais e armazenados em micelas para posterior envio
aos tecidos (Nelson; Cox 2022). Sua bioacessibilidade ¢ maior quando estao dispersos em
matrizes oleosas, para isso, parametros como tamanho das particulas, caracteristicas fisico-
quimicas, processo de digestibilidade e estabilidade devem ser analisados (Rahman et al.,
2024).

Em geral, a suplementagdo de carotenoides ¢ sintética, e sdo amplamente utilizados na
industria por oferecerem alta intensidade de cor além de serem de baixo custo (Dey; Nagababu,
2022). Entretanto, estudos tem mostrado que o uso excessivo esta frequentemente associado a
doengas, incluindo as mais comuns como alergias (Amchova; Siska; Ruda-Kucerova, 2024)
alteragdes cognitivas em criangas, associados ao uso do amarelo de quinolina, e os corantes
Vermelho 40, Amarelo 5 e Amarelo 6 associados aos efeitos carcinogénicos (Dey; Nagababu,
2022), além de alteragdes hematologicas e desencadeamento de processos inflamatorios no
organismo.

Portanto, a substituicao por corantes naturais torna-se uma alternativa viavel uma vez
que os corantes naturais possuem compostos bioativos como ac¢ao antioxidante e antimicrobiana
(Paul; Kumari; Siddiqui, 2023), atuam na prevenc¢do da foto-oxidacdo e nos alimentos podem
contribuir com a coloragao, substituindo corantes sintéticos potencialmente prejudiciais a saude
(Benbelkhir; Medjekal, 2022). Além disso, o f-caroteno, precursor do retinol (forma ativa da
vitamina A), ¢ um hormonio importante para o crescimento e regulacao de processos celulares
especificos, como reparagdo e controle interno dos tecidos (O’Connor; Varshosaz; Moise,
2022).

O banco de dados de carotenoides (CAROTENOIDS DATABASE, 2020), fornece
informagdes de mais de 1.117 carotenoides provenientes de mais de 600 fontes (Yabuzaki,

2017). Esses carotenoides em sua maioria sdo tetraterpenos C40, que podem ser clivados na
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oxidacdo por acdo da luz de forma quimica (por acdo de agentes oxidantes, como perdxidos)
ou biologica (a¢ao de enzimas) (Nagao, 2004).

De acordo com o relatorio da empresa indiana Mordor Intelligence, o mercado de
carotenoides até o ano de 2024 estava avaliado em US$ 1,84 bilhdo e crescimento anual de
4,64%, englobando diversas areas de aplicacdo (suplementos dietéticos, corantes alimentares,
racdo animal, produtos farmacéuticos e cosméticos). Os carotenoides comercialmente
interessantes incluem astaxantina, f-caroteno, luteina e zeaxantina (Generali¢ Mekini¢ et al.,
2023).

Em microrganismos, os carotenoides, assim como os lipidios, s@o sintetizados a partir
da degradacgdo de fontes de carbono, em geral presentes nos meios de cultivo. A degradacdo do
carbono gera um precursor importante no processo de acumulo de lipidios e carotenoides pelas
leveduras, o acetil-CoA (Embrapa, 2007). A biossintese de carotenoides segue a via do
mevalonato (Figura 3), também derivada do acetil-CoA. Nessa rota, trés moléculas de acetil-
CoA sd3o condensadas para formar 4cido mevaldnico, que ¢ convertido em isopentenil
pirofosfato (Miziorko, 2011), unidade bésica para a formagao dos isoprenoides (Matsumoto et
al., 2022).

Figura 3 - Esquema da rota metabdlica da sintese de carotenoides.
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Ao final do ciclo metabolico os carotenoides convertidos apresentam coloragao intensa,
como [-caroteno, toruleno e torularodina, os quais sdo tipicos de leveduras do género

Rhodotorula (Ochoa-Vidals et al., 2024). E sdo esses pigmentos que exercem fungdes
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fotoprotetoras, eles protegem os constituintes celulares contra os efeitos oxidativos, como agao
da luz.

Ja a sintese de 4cidos graxos ¢ iniciada pela conversao do acetil-CoA em malonil-CoA,
catalisada pela acetil-CoA carboxilase (Ahn et al., 2023). A origem de diferentes cadeias de
acidos graxos ¢ dada pelo alongamento da cadeia carbdnica. Estes acidos graxos sdo entdo
esterificados com glicerol, formando triacilglicerdis (TAGs), que se acumulam em goticulas
lipidicas. A producao lipidica ¢ geralmente intensificada em condi¢des de excesso de carbono
e limitagdo de nitrogénio (alta razao C/N) (Sailwal et al., 2023), quando o metabolismo celular
¢ redirecionado para o armazenamento de lipidios.

Neste ambito, a producdo de carotenoides por leveduras, em especial, do género
Rhodotorula surge como uma alternativa viavel para a producao de 6leos microbianos ricos em

carotenoides.

3.2.1 Carotenoides microbianos

Em organismos unicelulares como as leveduras, a fotoprotecao permite o acumulo de
carotenoides entre as membranas celulares. Em resposta a esse mecanismo de defesa, as
leveduras tendem a produzir pigmentos mais intensos quando ha excesso de exposi¢do a luz ou
estresse oxidativo para evitar possiveis danos (Li ef al., 2022), em contrapartida se forem
submetidos a instabilidades tendem a ser altamente suscetiveis em contanto com o oxigénio ou
outros fatores externos como temperatura altas ou metais pesados (Generali¢ Mekini¢ et al.,
2023).

Diferentes cepas de leveduras t€ém demonstrado a producao de carotenoides (Tabela 2)
e a R. mucilaginosa tem se destacado com resultados promissores para a formacao desses
pigmentos. O mercado de carotenoides ¢ crescente e a cada ano a populagdo vem buscando
novas fontes de substancias com propriedades funcionais. Empresas como Kemin Industries
(Estados Unidos), Algatech Ltd. (Israel), BASF SE (Alemanha), Chr. Hansen Holdings A/S
(Dinamarca) e Allied Biotech Corporation (Alemanha) sdo referéncia no mercado de
carotenoides (Future Market Insights (2022). Segundo Viana et al. (2024), os carotenoides
produzidos pela microalga Dunaliella sp., tem estimativa de alcance até o ano de 2028 de U$
122,9 milhdes de dolares. Diante desse mercado promissor, a obtencao de carotenoides por

microrganismos carotenogénicos tem sido evidenciada (Paul; Kumari; Siddiqui, 2023).



Tabela 2 - Producdo de carotenoides por diferentes cepas microbianas

Carotenoides volumétricos Carotenoides especificos

Levedura Substratos Referéncia
(ngL™" (nggh)
R. mucilaginosa CCT 7688 1068,50 93,90 YM Cipolatti ef
. mucilaginosa , , al. (2019)
Rodi
R. mucilaginosa CCT 7688 1248,50 152,50 AMMeMCA  Rodrigues ef
al. (2019)
Pach
R. mucilaginosa CCT 7688 623,07 96,20 MS (ZCO;SC)O
Pichia fermentans CCT 7677 201,60 1930 AMM e Glicerol Cipolatti et
al. (2019)
o Otero et al.
Pichia fermentans 640,00 54,07 APA e MCA (2019)
Phaffia rhodozyma 1189,81 167,66 YM +CM Silva (2020)
Sporidiobolus pararoseus CCT 7689 830,30 68,10 AMMeMCA ~ Cipolattier
al. (2019)
Ot tal.
Sporiodiobolus pararoseus 905,30 122,82 YM croctd
(2019)
Sporidiobolus pararoseus Pacheco
326,90 114,83 YM
CCT 7689 ’ ’ (2025)
Sporidiobolus pararoseus .
+
CCT 7689 1152,00 114,83 AMM, MCA + CM Silva (2025)

YM: Yeast Malt; AMM: agua de maceragdo do milho; MCA: melago de cana de agticar; APA: agua de parboiliacdao do arroz; MS: melago de soja

CM: campo magnético
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O uso dos coprodutos agroindustriais como melago de cana-de-acticar e agua de
maceragdo de milho tém se mostrado promissor como meios alternativos de fontes de carbono
e nitrogénio. Rodrigues et al. (2022) otimizou a producao de lipidios no cultivo da levedura R.
mucilaginosa CCT 7688, em um meio composto com 70 g L' de melago de cana de aglicar e
3,4 g L'! de 4gua de maceracio de milho com razio C/N inicial do meio de produgio de 143,6,
alcangando rendimento lipidico de 43,2% e teve como concentracdo volumétrica e especifica
de carotenoides de 17942 ug L' e 121,4 pg g’!, respectivamente, durante 144 h.

Como mostrado na Tabela 2, diferentes espécies e condi¢des de cultivo resultam em
rendimentos bastante variados de carotenoides, tanto em termos volumétricos (pug L") quanto
especificos (ug g™).

Entre as leveduras, Rhodotorula mucilaginosa e Phaffia rhodozyma se destacam por
apresentarem maiores produtividades, podendo ultrapassar valores de 1000 pg L' (Cipolatti et
al., 2019; Silva, 2020). R. mucilaginosa CCT 7688, por exemplo, alcancou 1248,5 pg L
quando cultivada em melago de cana-de-agucar e 4gua de maceracdo de milho (Rodrigues et
al., 2019), enquanto P. rhodozyma obteve 1189,81 ug L™! em meio contendo extrato de levedura
e aplicacao de campo magnético (Silva, 2020).

Substratos agroindustriais, como agua de parboiliza¢ao do arroz (APA), melago de cana-
de-agucar (MCA), dgua de maceragao do milho (AMM) e melago de soja (MS), tém sido
amplamente explorados por seu baixo custo e pela capacidade de fornecer carbono, nitrogénio
e minerais em proporc¢des que favorecem o metabolismo microbiano. Esses substratos nao
apenas reduzem os custos do processo, mas também promovem a valoriza¢do de coprodutos da
agroindustria, alinhando-se aos principios de economia circular e sustentabilidade.

A 4gua de maceragdo ou dgua de imersao, por exemplo, ¢ a dgua resultante logo apos o
amolecimento dos graos de milho. O seu uso designado como coproduto, esta atribuido ao fato
dessa 4agua carregar muitos compostos, como aglicares, aminoacidos livres, dcidos organicos,
vitaminas do complexo B e minerais (Hull et al., 1996) o que a torna um produto de valor
agregado.

Semelhantemente, o melago de cana-de-actcar também ¢ considerado um coproduto,
devido ao valor agregado atrelado a presenca de vitaminas, sais minerais (ferro, calcio,
magnésio), aminoacidos e compostos fenolicos (Farmani et al., 2025). E ambos compreendem
uma fonte alternativa aos substratos convencionais.

O processo de obtenc¢do da 4gua de maceracdo de milho e melaco de cana de agucar ¢é

demonstrado na Figura 4 e 5, respectivamente



Figura 4 - Esquema simplificado da moagem de graos de milho
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Figura 5 - Processamento da cana-de-agucar.
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3.3. Rhodotorula mucilaginosa

Dentre as leveduras produtoras de lipidios e carotenoides, destaca-se o género
Rhodotorula. R. mucilaginosa, principal espécie desse género, ¢ encontrada facilmente no solo,
agua doce, superficies e ambientes costeiros, tem elevada taxa de crescimento, podendo se
desenvolver em diferentes meios de cultivo (Li et al., 2022). A levedura R. mucilaginosa possui
particularidades, dentre elas, a formag¢do de compostos lipossoluveis denominados

carotenoides. E uma levedura basidiomiceta (Yeeh, 1999) que forma coldnias de colorago
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vermelho-coral ou laranja-dourada (Figura 6), principais caracteristicas visuais dessas
leveduras. Seu metabolismo energético ¢ oxidativo, por isso tende a acumular esses bioativos

para evitar sua fotodegradacao.

Figura 6 - Levedura Rhodotorula mucilaginosa.

A levedura R. mucilaginosa quando cultivada pode apresentar um rendimento de até
40% no acumulo de lipidios intracelulares a partir da assimilacao de diversos substratos. Diante
da escassez de recursos naturais e necessidade por novas fontes lipidicas e carotenogénicas,
trabalhos cientificos tém concentrado seus esforcos para obter bioprodutos de leveduras
oleaginosas a partir de diferentes substratos (Tabela 1 e Tabela 2). Para tal feito, pesquisadores
tem buscado estabelecer uma relacdo de custo-beneficio, seja otimizando os processos e/ou
utilizando substratos de baixo custo para concentrar biomassa rica em lipidios e carotenoides.

O melago, bagagos e aguas residuais sao ricos em nutrientes, € por isso, sao substratos
interessantes para o cultivo da R. mucilaginosa visando a producdo de lipidios. Alguns autores
tém destacado a viabilidade e crescimento da R. mucilaginosa em diferentes meios de cultivo
contendo coprodutos, a fim de obter o melhor rendimento de bioprodutos.

Diferentes linhagens de leveduras foram isoladas de biomas do Rio Grande do Sul,
Brasil, e trés microrganismos foram isolados como potenciais produtores de carotenoides por
Otero et al. (2019). Dentre estes, a levedura Rhodotorula mucilaginosa CCT 7688, usada neste
estudo, isolada de flores em Encruzilhada do Sul - RS no sul do Brasil, mais precisamente na

regido do Bioma do Escudo Sul-Rio-Grandense. Cultivada em frascos agitados para produgao
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de carotenoides, durante 168 h, a 25 °C, em meio extrato de malte e levedura (YM) com razao
C/N de 6,20 teve identificada a producdao de - criptoxantina. Para reduzir os custos de
producao, residuos agroindustriais foram utilizados, com a mesma razao C/N que o meio YM,
na formulacdo do meio A (39,91 g L' de 4gua de arroz parboilizada e 17,31 g L™ de glicerol
bruto) e o meio B (44,01 g L' 4gua de arroz parboilizada e 23,6 g L' melaco de cana-de-
acticar). O meio A apresentou a maior concentracio de biomassa de 12,49 g L', enquanto o
meio B maior concentragio de carotenoides de 360 pg L' (30,16 ng g ™).

A mesma linhagem continuou sendo avaliada por Cipolatti et al., (2019), quanto ao seu
potencial para a producdo de carotenoides utilizando diferentes meios de cultivo a base de
outros coprodutos agroindustriais. Nesse estudo, a levedura foi cultivada durante 168 h, a 25 °C,
em frascos agitados, sob uma razdo C/N de 6,20. Trés formulacdes de meio foram testadas:
(M1) agua de maceragao de milho e glicerol bruto; (M2) 4gua de maceragao de milho e melaco
de cana-de-acucar e YM. Os resultados mostraram que o meio YM apresentou a maior produgao
de carotenoides totais, atingindo 1068,5ugL™ (93,9 pgg?), seguido pelo meio M1 com
224 ug L' (68,1 pg g, e pelo meio M2, com 150 pg L™ (55,7 pg g™!). Em todas as condigdes
experimentais, o carotenoide majoritario identificado foi o B-caroteno seguido da luteina. O
extrato carotenogénico desta levedura também mostrou interessante atividade antioxidante.

Rodrigues et al. (2019) otimizou a produg¢do de carotenoides por Rhodotorula
mucilaginosa CCT 7688, utilizando dois planejamentos experimentais, alcancando no meio em
batelada contendo 70 g L' de melago de cana e 3,4 g L' de 4gua de maceracio de milho (razdo
C/N de 143,6) as maiores concentragdes de carotenoides 1248 ug L™ (152,5 ug g'!) e com
concentragio de biomassa de 7,9 g L', em 144 h, a 180 rpm e 25 °C. Este estudo também
avaliou a producao em batelada alimentada com diferentes estratégias de alimentacdo com
30 g L! de melago de cana-de-agticar € 6,5 g L™! de 4gua de maceragdo de milho, atingindo uma
producio total de carotenoides de 3726 pug L' e uma concentragio de biomassa de 16 g L™!.

Rodrigues et al. (2022) expandiu o potencial de R. mucilaginosa CCT 7688 na producao
simultanea de lipidios e carotenoides em meios a base de subprodutos agroindustriais, ou seja,
a obtengdo de um o6leo microbiano rico em carotenoides. Quatro combinagdes diferentes de
modos de cultivo (batelada e batelada alimentada) e substratos alternativos (glicerol bruto,
melago de cana-de-agucar e agua de maceragdo de milho) foram testadas. O ensaio M2-B, que
compreende o uso de um meio a base de subprodutos agroindustriais sem qualquer
suplementacdo (70 g L' de melago de cana-de-aglicar e 3,4 g L' de 4gua de maceragio de

milho) e o modo batelada otimizado previamente para produgdo de carotenoides por Rodrigues
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et al. (2019), foi selecionado como o mais promissor para a produ¢do de ambos os compostos.
A produgio total de carotenoides e o teor total de lipidios foram de 1794,2 ug L' e 43,2% (p/p),
respectivamente, apos 144 h de cultivo. O perfil de acidos graxos apresentou predominancia de
acido oleico (69,9%) e 4cido palmitico (23,2%). Assim, esta cepa de levedura pode ser utilizada
com sucesso na producdo simultanea de lipidios e carotenoides, sendo seu perfil de acidos
graxos semelhante ao encontrado no azeite de oliva.

Rodrigues et al. (2024) investigou os efeitos de diferentes cores (azul, verde, vermelho
e branco) e intensidades de LED (50 e 100 pmol m™ s™') no conteudo lipidico e na produgio de
carotenoides. A luz n3o foi um fator limitante para o crescimento e a biossintese de
carotenoides, mas a intensidade luminosa causou um aumento significativo na producao de
carotenoides por R. mucilaginosa CCT 7688. A intensidade luminosa de 50 pmol m™ s afetou
positivamente a produgdo de carotenoides em todas as cores estudadas, principalmente nas
luzes verde e vermelha, cujas porcentagens de produgdo aumentaram 93 e 95%,
respectivamente, em comparacdo com o ensaio sem iluminagdo. No entanto, a intensidade
inadequada pode inibir a levedura de produzir ambas as biomoléculas. Neste estudo, uma
redugiio muito significativa na produ¢iio com intensidade luminosa de 100 pmol m s inibiu
a produgdo de carotenoides e lipidios em ambas as cores verde e vermelha. Neste processo, a
maior produgio de carotenoides foi obtida em LED vermelho, 3497,7 pg L', em 192 h a
50 umol m™ s, com teor lipidico de 32,1% (5,6 g L"), e o perfil lipidico encontrado foi
principalmente de 4cido oleico (47,4%) e acido palmitico (27,2%). Sob iluminacdo LED verde,
uma producdo de carotenoides semelhante, 3473,0 ug L', foi obtida, mas em 72 h,
a 50 umol m? ™!, um teor lipidico superior a 42,9% (6,9 g L") foi obtido na mesma condigao;
o perfil lipidico encontrado foi principalmente de acido oleico (49,3%) e acido palmitico
(24,7%).

Rodrigues et al. (2025) estudou a cinética da biossintese lipidica por R mucilaginosa
CCT 7688 em meio agroindustrial previamente definido com 70 g L™! de melago de cana-de-
acucar e 3,4 g L' de 4agua de maceragio de milho, em batelada e batelada alimentada. O
principal &cido graxo encontrado ao longo do cultivo foi o &cido oleico (média de 60 a 78%),
seguido pelo acido palmitico (média de 14 a 24%), em ambos os meios de producdo. O perfil
de acidos graxos encontrado por este estudo nao se alterou consideravelmente ao longo do
cultivo e foi semelhante ao perfil de 4acidos graxos essenciais do azeite de oliva,
predominantemente os acidos oleico (76,3%) e palmitico (17,9%) em 120 h de cultivo em

batelada, tendo teor de lipidios de 46,7% (6,4 g L) em 120 h.
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Arrieira et al. (2024) objetivaram avaliar diferentes métodos de recuperagdo de o6leo
microbiano rico em carotenoides (OMRC) produzido por R. mucilaginosa, em condi¢des
previamente definidas de cultivo, com coprodutos agroindustriais renovaveis para a obtengao
de oleogéis a base de cera de carnauba. O método convencional de Bligh & Dyer foi
selecionado, pois este sistema manteve a estabilidade da cor. O OMRC extraido apresentou
41,1 pg g'!' de carotenoides totais e um teor de lipidios de 23,8%. Oleogéis a base de OMRC ou
azeite de oliva (sistema de controle) e cera de carnauba nas concentragdes de 2,5, 5, 7,5 ¢ 10%
foram caracterizados e seu potencial de aplicagao em sistemas alimentares foi destacado. Como
resultado, o OMRC apresentou um perfil lipidico majoritariamente de acido oleico (54,7%),
acido palmitico (17,8%) e acido linoleico (16,1%). Quanto aos oleogéis que foram formulados
com o OMRC e a cera de carnatiba como agente estruturante, os autores perceberam que o
aumento da concentracdo do agente estruturante resultou na formacao de uma rede cristalina
capaz de imobilizar a fase oleosa, sugerindo que os oleogéis sdo um potencial substituto as
gorduras trans, tendo caracteristicas ideais (sendo semi-solido e apresentando estabilidade
visual para serem usados em produtos alimenticios como os de panificacao e confeitaria, pois
conferem textura macia e cremosa a esses alimentos.

Como observado, os lipidios e carotenoides microbianos sdo produzidos de forma
intracelular, e considerando que a recuperacao desses bioprodutos ¢ uma etapa importante do
processo, a escolha do método adequado ¢ essencial para tornar a extracao mais eficiente.

Santiago et al. (2024) por exemplo, estudou a otimizagdo de dois métodos de ruptura
celular, ou seja, homogeneizagao de alta velocidade (Ultra-turrax) e plasma frio para recuperar
eficientemente lipidios microbianos de R. mucilaginosa CCT 7668. Em meio previamente
definido por Rodrigues et al. (2022) para a produgao de lipidios a 25 °C, 180 rpm por 144 h.
Diferentes pré-tratamentos da biomassa (imida, seca e/ou congelada) foram avaliados, onde
7,0% do teor de lipidios e 0,50 g L' de lipidios totais resultaram do uso de biomassa seca e
congelada. Uma metodologia de planejamento experimental foi aplicada para estudar as
seguintes variaveis razao biomassa:solvente (0,3:100-1,2:100), tempo de operagao
(0,6—7,4 min) e velocidade de rotacao (9280-22720 rpm), quando utilizada a homogeneizagao
de alta velocidade. Os teores de lipidios variaram de 9,6 a 35,2%, enquanto os lipidios totais
variaram de 0,80 a 2,96 g L™!. Em relagio a tecnologia de plasma frio, foram avaliados a
biomassa (0,5-0,7 g), o tempo de operagao (20—40 min) e a poténcia (8—14 W). Os teores de

lipidios variaram de 20,6 a 34,9%, enquanto os lipidios totais variaram de 1,81 a 3,06 g L.
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Sendo assim ¢ necessdrio avaliar técnicas eficazes e seguras para a ruptura celular,
garantindo a maxima liberacdo e recuperagdo do 6leo microbiano rico em carotenoides e

minimizando a degradagdao dos compostos termossensiveis.

3.4. TECNICAS DE RECUPERACAO DE LIPIDIOS E CAROTENOIDES MICROBIANOS

Lipidios e carotenoides sao metabolitos secundarios sintetizados por leveduras
oleaginosas, geralmente sob condi¢des de estresse, como limitagcdo nutricional ou estresse
oxidativo (Rocha et al., 2025). A recuperagao desses compostos requer técnicas que preservem
a estrutura e conteudo intracelular, além de minimizar impactos ambientais.

O primeiro passo para a obtengao desses biocompostos ¢ a ruptura celular, processo que
promove o rompimento da parede celular e a libera¢ao dos constituintes intracelulares (Gautério
etal.,2023). A eficacia dessa etapa ¢ importante, pois a parede celular de leveduras, ¢ composta
principalmente por B1,3 glucano, 1,6 glucano, manoproteinas e (Lipke; Ovalle, 1998), que
atuma como barreira fisica seletiva (Sentandreu et al., 1991). Podendo variar a composi¢ao de
acordo com a espécie de cada levedura (Ribeiro; Bourbon-Melo; Sa-Correia, 2022)

Entre os métodos mecanicos utilizados para a ruptura celular de leveduras, destaca-se o
uso da moagem com esferas de vidro (Avramia; Amariei, 2022) ou ago inoxidavel (Silva et al,,
2024). Nessa técnica, cé¢lulas sao rompidas por forgcas de cisalhamento. Outro método ¢ a
homogeneizagao por alta pressao (Lopes ef al. 2017), no qual uma suspensao celular ¢ forcada
a passar por uma abertura estreita sob alta pressdo, sendo depois liberada em uma camara de
baixa pressao (Gautério et al., 2023). O moinho de facas também ¢ considerado um método
mecanico, muito empregado no processamento de biomassas, sua acdo ocorre por forca de
cisalhamento entre facas estaciondrias e rotativas (Grejtak et al., 2023).

A ultrassonicagdo também ¢ um método mecanico usado para o rompimento da parede
celular. A técnica consiste no uso de alta forca de cisalhamento por ultrassom de alta frequéncia;
as ondas sonoras de alta frequéncia provocam um fendmeno chamado cavitagao, que faz com
que bolhas de gas sejam criadas e implodidas gerando energia capaz de romper as células (Liu
et al., 2013). Outras técnicas também incluem congelamento e liofilizacdo, além dos métodos
ndo mecanicos como rupturas quimicas € enzimaticas, por exemplo (Duarte et al., 2017).

Essas técnicas, podem ser aplicadas isoladamente ou de forma combinada. Zainuddin et
al. (2021) compararam diferentes leveduras oleaginosas quanto a recuperagdo de lipidios

aplicando técnicas de ruptura mecéanica. Os maiores percentuais de lipidios foram obtidos para
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a levedura Saitozyma podzolica DSM 27.192, aplicando a ruptura por homogeneizagdo de alta
pressdo por 20 min a 60 °C, onde alcangou 43,4% de lipidios, seguida da moagem com esferas
de vidro de 425-600 pm, a 60 °C por 20 min, alcancando 32,3% de lipidios. Para as técnicas
combinadas, o uso da esferas de vidro (0,2 mm) combinadas com a extragdo por Bligh & Dyer
(cloroférmio:metanol:dgua (1:2:0,25, v v v'!) resultaram em 35% do teor lipidico para a
levedura Pichia guilliermondii, enquanto para a levedura Rhodotorula glutinis o resultado foi
de 23,5% usando a mesma extragdo e esferas de vidro (0,5 g de esferas)

Dessa forma, a escolha da melhor técnica de ruptura celular dependera de diversos
fatores, como a espécie da levedura, a composi¢do e espessura da parede celular, a presenca de
dos compostos intracelulares (como lipidios ou carotenoides), o tipo de extracdo, e ainda
aspectos econdmicos e ambientais envolvidos no processo (Gautério et al., 2023; Zainuddin et
al., 2021). Portanto, a otimizacao da ruptura celular deve considerar a eficiéncia de liberagao
dos compostos de interesse e a viabilidade do método para aplicagdo em larga escala e a

preservacao da integridade dos compostos extraidos.
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4. MATERIAIS E METODOS

A Figura 7 apresenta uma visao esquematica das etapas que compdem este estudo,
iniciando pelo cultivo do microrganismo para obtengao da biomassa e seguindo até a otimizagao
do processo de extragdo, a recuperagdo e a caracterizagcdo do 6leo microbiano e das biomassas

integral e residual.

Figura 7 - Representacdo esquematica das etapas desenvolvidas neste estudo
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4.1. MICRORGANISMO, MANUTENCAO E REATIVACAO

A levedura R. mucilaginosa CCT 7668 utilizada para este trabalho foi previamente
isolada no Rio Grande do Sul, identificada por Otero et al. (2019) e encontra-se depositada na
Colecdo de Cultura André Toselo. O microrganismo estd mantido em meio agar YM (Yeast
extract — malt extract) a 4 °C, a partir de repiques trimestrais. Para a reativagado, utilizando o

mesmo meio de cultivo, foi realizado o repique e a incubagao por 48 h a 25 °C.
4.2. PREPARO DO PRE-INOCULO E INOCULO
O pré-indculo foi preparado realizando a raspagem da biomassa dos tubos de ensaio

reativados, com auxilio de agua peptonada. A dgua peptonada foi preparada com uma concentragao

de 0,1% m v'! e autoclavada por 15 min a 121 °C. Em seguida, 2 mL da 4gua peptonada foram
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adicionados a tubos de ensaio contendo a levedura. Apds a raspagem, 1 mL da ressuspensao celular
foi coletada e transferida para tubo de ensaio contendo 9 mL de meio YM (também previamente
autoclavado) para incubag¢ao, nas condi¢des anteriormente citadas (48 h a 25 °C).

Para o inoculo foram usados frascos Erlenmeyer de 250 mL contendo 90 mL do meio YM
(Rios et al., 2015) previamente esterilizado a 121 °C por 15 min. Aos 90 mL do meio YM, foram
adicionados os 10 mL do pré-inoculo, e incubado a 25 °C, 150 rpm por 48 h ou tempo suficiente

para atingir 1x10® células/mL, contadas em Camara de Neubauer (Michelon et al., 2012).

43. CULTIVO

As condig¢des de cultivo foram previamente otimizadas por Rodrigues et al. (2019). A
composi¢do do meio de cultivo foi composta por 70 g L' de melaco de cana-de-agucar
(Melacos Brasileiros) e 3,4 g L'! de 4gua de maceragdo de milho (Corn Products), caracterizado
previamente por Cipolatti et al. (2019). Frascos Erlenmeyer de 500 mL contendo 250 mL do
meio agroindustrial e 10% de indculo (v v'') foram usados para o cultivo, com concentracio
inicial de células de 1x107 células/mL (Rios et al., 2015), e pH ajustado para 6,0. Os frascos
foram incubados em agitador orbital tipo shaker por 144h a 25 °C e 180 rpm (Rodrigues et al.,
2022). Apos o cultivo, a biomassa foi recuperada, lavada e seca a 35 °C por 48 h (Cipolatti et

al., 2019), peneirada em peneira del 15 mesh e congelada 48 h a -18 °C (Cipolatti ez al., 2015).

4.4. ACOMPANHAMENTO DO CULTIVO

Para o acompanhamento da concentragdo de biomassa, pH, agucares redutores totais e
carotenoides totais, foram retiradas aliquotas a cada 24 h. Os parametros cinéticos avaliados
foram: produtividade em carotenoides (Pc, pg L h™!), produtividade em biomassa (Px, g L h™!)
e produtividade em lipidios (PL, pg L h'!), sendo calculados e expressos nas Equacdes 1, 2 e 3,

respectivamente.

Cm-C
Pe=———" M)
tf
Xm-X
Px= 2o 2)
tf
Total lipidios (3)

P:
L tf
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Onde: Xm = méaxima concentracdo de biomassa (g L'); X0 = concentra¢do inicial de biomassa
(g L'"); Cm = maxima concentracdo de carotenoides (ug L); CO = concentracdo inicial de
carotenoides (ug L); e tf = tempo de cultivo (h) quando a concentragdo de biomassa ou

carotenoides atingem seus valores maximos.

A concentragdo da biomassa foi estimada por leitura de absorbancia em
espectrofotometro a 620 nm onde foi correlacionado a densidade dptica com a biomassa seca
através da curva padrdo de crescimento (Choi; Park, 2003). As determinagdes do pH foram
realizadas em medidor de pHmetro devidamente calibrado em solugdes tampao 4 e 7, de acordo
com a AOAC (2000). Os agucares redutores totais (ART) foram determinados pelo método do
acido dinitrosalicilico (DNS) descrito por Miller (1959) em leitura de absorbancia de 540 nm
utilizando curva de calibracdo de glicose. As amostras foram previamente hidrolisadas e
centrifugadas de acordo com o protocolo descrito por Maldonade (2013).

Para determinar a concentragdo de carotenoides totais durante o cultivo 0,05 g de
biomassa seca mantida por 48 h a 35 °C foi macerada, peneirada (Tyler 115) e congelada por
48 h a -18 °C (Cipolatti et al., 2015). A primeira etapa consistiu na adicdo de 2 mL de
DMSO previamente aquecido a 55 °C na biomassa. Apos a adi¢do do DMSO, a mistura foi
homogeneizada em voértex durante o periodo de 1 min em intervalos a cada 15 min até que o
processo completasse 1 h. Apos isso, foram adicionados 6 mL de acetona a amostra que em
seguida foi centrifugada (1745 x g) durante 10 min. Esse processo foi repetido até o
branqueamento da biomassa e recuperagdo do solvente. Posteriormente, foram adicionados
10 mL de NaCl20% (m v'!) e 10 mL de éter de petrdleo, apos a adicdo dos dois solventes pela
parede do tubo, foi adicionado a amostra, sulfato de sodio (Na2S04), aproximadamente 0,2 g,
para auxiliar na remocao da agua. Em seguida, os tubos foram levemente agitados e deixados
em repouso até que ocorresse a separacao de fases.

Ap0s a obtencdo do extrato, foi realizado a leitura em absorbancia em espectrofotometro
a 448 nm (Rodrigues et al., 2019). A concentracdo de carotenoides totais foi expressa em
micrograma de carotenoides por grama de biomassa (pug g™') e calculada conforme a Equagio 4
(Davies, 1976). A absortividade molar do [-caroteno em éter de petrodleo foi de

2592 L mol cm™.

A*V*10° 4)

N *
Alcm 100 Mymostra
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Onde: CT = concentracdo de carotenoides totais (ug g'); A = absorbancia; V = volume (mL);

0, . .
Mamostra= Massa celular seca (g); A!”1cm = absortividade molar.

4.5. AVALIACAO DA RECUPERACAO LIPIDICA SOB DIFERENTES CONDICOES

4.5.1. Testes preliminares de ruptura celular

A Figura 8 mostra o esquema geral dos testes realizados no processo de ruptura celular.

Figura 8 — Esquema geral do processo de ruptura celular.

Ruptura celular
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4.5.1.1. Ruptura quimica

A etapa de ruptura quimica usou o acido cloridrico (HCl) com duas molaridades, 2 M e
2,4 M. Em ambos os ensaios que usaram o HCI na hidrélise acida o processo foi realizado da
seguinte forma: foram pesados 0,5 g de biomassa em tubo falcon de 50 mL. Em seguida foram
adicionados 5 mL do HCI 2 M ou 2,4 M a biomassa pesada (de acordo com cada ensaio). Logo
apos a pesagem e adicdo do HCI, a amostra foi levada para o banho-maria a 80 °C por 1 h
(Rodrigues et al., 2025) para o rompimento da parede celular. Apos isso, os tubos foram
colocados em banho de gelo até esfriarem, e entdo foi realizada a centrifugacdo por 15 min a
5000 rpm, apo6s a centrifugacao, o sobrenadante foi descartado.

No primeiro grupo de testes (Ensaios 1 a 4) foi avaliada a ruptura quimica com HCI 2
ou 2,4 M. O ensaio 1 desse grupo de testes utilizou o acido cloridrico (HCI) 2,4 M como pré-

tratamento da biomassa. A hidrélise 4cida foi realizada conforme mostrado na Figura 8. Apods
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a etapa de hidrolise acida, foi realizada a extrag@o dos lipidios com os solventes hexano e etanol
e uma mistura de hexano e etanol na etapa de re-extragcdo, nas condi¢des descritas na Figura 9.
Os solventes utilizados no ensaio 1 foram baseados na polaridade dos solventes usados no método
Bligh & Dyer (1959). O etanol, solvente polar, foi usado em substituicao ao metanol, e o hexano,

solvente apolar, foi usado em substituicdo ao cloroféormio.

Figura 9 - Fluxograma de ruptura celular com HCI 2,4 M e extracdo com hexano e etanol

do Ensaio 1
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Apbs a primeira centrifugagdo, a fase de topo foi recuperada e colocada em balo tarado. A
biomassa remanescente foi realizada uma re-extracdo usando 4 mL de etanol em hexano 10% (v v'").
A fase de topo foi novamente recuperada e colocada em baldo. O resultado foi calculado conforme a
Equacdo 5.

Os ensaios 2 e 3, também realizaram a etapa de hidrolise 4cida. O ensaio 2 usou o HCl
2,4 M, enquanto o ensaio 3 usou o HCI 2 M, ambos a 80 °C por 1 h. No entanto a etapa de
extracdo foi realizada conforme o método Bligh & Dyer (1959). O método usou os solventes

metanol e cloroférmio e as etapas do processo estao descritas na Figura 10.
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Figura 10 - Fluxograma de ruptura celular com HCl 2,4 M e extragdo com metanol e

cloroférmio do Ensaio 2

1—{ Ruptura quimica }—1
l— Ensaio 2 Ensaio 3 —l

5mLde HC12,4 M SmLde HCI2Z M
1 ha80°C 1 ha80°C

1—1

Adicionar 4 mL da

- v -
Y

Adigao de solventes

Re-extrair

metanol e agitar em

Recuperar fase de

0.4 de metanol e 3,6 de

: fundo cloroférmio, agitar em
vortex por 2 min :
vortex por 2 min
cﬁifil'z:::lriﬁ ;n;”,g;r Centrifugara 15 min a Centrifugara 15 mina
g 5000 rpm 5000 rppm

em vortex por 2 min

! t !

Adicionar 2 mL de Adicionar 3,6 mL de
cloroféormio e agitarem [ | agua destiladae agitar
vortex por 2 min em vortex por 2 min

Recuperar fase de
fundo

A etapa de hidrolise no ensaio 4 usou o HCI 2,4 M nas mesmas condi¢des descritas nos
outros ensaios. Os solventes usados foram acetato de etila e etanol. Apds a ruptura quimica, a
extracdo foi conduzida da seguinte maneira: primeiro foram adicionados 2 ml de acetato de
etila, em seguida 2 min no vortex (esse processo foi repetido 5x, completando 10 mL de acetato
como volume final e 10 min de vortex). Apos, foram adicionados 4 mL de dgua destilada e a
mistura foi centrifugada por 15 min a 5000 rpm. A fase de topo foi recuperada e colocada em
baldo (tarado). Foi realizada uma re-extragao usando 0,4 mL de etanol e 3,6 mL de acetato de
etila. A mistura foi centrifugada por 15 min a 5000 rpm. A fase de topo foi recuperada
novamente e colocada em baldo. O baldo com extrato foi seco em estufa por 1h e 30 min a

70 °C. O resultado foi calculado conforme a Equacao 5.

4.5.1.2. Ruptura mecanica

Ruptura com esferas de ago inoxidavel

O segundo grupo de testes (Ensaios 1 a 8) diferentes proporgdes entre biomassa e esferas

de aco inoxidavel (0,3 mm) (ruptura celular), assim como diferentes tempos de ruptura foram
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estudados. Todos os ensaios que usaram esferas de aco inoxidavel utilizaram o método de
extracdo por Bligh & Dyer (1959) para determinar o conteudo lipidico.

A ruptura celular com as esferas foi realizada apos a biomassa do final do cultivo ter
sido macerada em gral e pistilo e congelada (48 h a -18 °C (Cipolatti et al., 2015). Os Ensaios
1 ao 5 (Figura 11) usaram 0,5 g de biomassa e variaram na propor¢ao de esferas e tempo de
vortex. Primeiro foi pesada em tubos falcon de 15 mL a quantidade de biomassa respectiva para
cada ensaio. No mesmo tubo foram adicionadas as esferas. O tubo foi levado ao vortex e agitado
tendo uma pausa de 2 min entre uma agitacao e outra, e isso sucedeu-se até que o ciclo total
fosse finalizado. Em seguida a biomassa foi peneirada (115 mesh) e o processo de extragdo foi
realizado conforme o método controle, Bligh & Dyer (item 4.5.2) e o conteudo lipidico foi
calculado pela Equagao 5.

Os Ensaios 6 ao 8 usaram 1 g de biomassa e manteve o tempo de vortex fixado em

40 min no total. O processo ¢ ilustrado na Figura 11.

Figura 11 - Etapa de Ruptura celular com esferas de ago inoxidavel usando diferentes
proporcdo de biomassa:esfera (g g™!) e extragdo com Bligh & Dyer
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Extragio pelo método Bligh & Dyer (1959) ‘

Ruptura com diferentes métodos mecanicos

Nestes testes diferentes métodos mecanicos e diferentes solventes foram usados. O
processo ¢ detalhado na Figura 12. O teste para extragdo com acetato de etila, etanol e acido

acético foi baseado na metodologia proposta por Wittenhofer et al. (2024), item 4.5.3.
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Todos os ensaios usaram a maceragdo com gral e pistilo e padronizagdo da biomassa em
peneira 115 mesh como etapa de ruptura celular. O ensaio 1 avaliou novamente o uso de esferas
de aco inoxidavel e extragdo com solvenes alternativos (acetato de etila e etanol), o uso do
moinho de facas foi aplicado no ensaio 5 e 6. A extracao pelo método Bligh & Dyer foi aplicada

nos ensaios 4 e 5 e metodologia de Wittenhofer et al. (2024) aplicada nos ensaios 1, 2, 3 ¢ 6.

Figura 12 - Diferentes métodos mecanicos para a ruptura celular e extragdo com Bligh

& Dyer e com a metodologia baseada em Wittenhofer et al. (2024).
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4.5.2. Determinacio de lipidios por Bligh & Dyer — método controle

A extracdo por Bligh & Dyer é o método analitico padrdo para a extracdo de lipidios.
Em geral, ele ¢ precedido de uma etapa de pré-tratamento da biomassa, normalmente a hidrolise
acida, citada no item 4.5.1.1, e apds essa etapa ¢ feito o processo de extragdo que ocorre da
seguinte maneira: a amostra foram adicionados 4 mL de metanol a mistura, em seguida a
mistura foi agitada em voértex por 2 min, logo apds foram adicionados 2 mL de cloroférmio
seguido de vortex por 2 min. Apos, mais 2 mL de cloroférmio foram adicionados e a mistura
foi levada ao vortex por 2 min, seguido da adicao de 3,6 mL de adgua destilada e vortex por 2

min. A mistura foi entdo centrifugada por 15 min a 5000 rpm. A fase de fundo foi recuperada
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com pipeta de Pasteur de vidro e colocada em baldo (tarado). Foi realizada uma re-extra¢ao do
precipitado usando
0,4 mL de metanol e 3,6 mL de cloroféormio (metanol:cloroférmio 10%). A fase de fundo foi
novamente recuperada e acrescida a fase de fundo anterior. O baldo com o extrato foi colocado
em estufa a 60-70 °C por 1 h e 30 min ou até completa evaporag¢do do solvente. O contetido
lipidico foi determinado e calculado conforme Equacdo 5 e o resultado expresso em % m m’!

apos a pesagem do baldo com a amostra (AOCS, 2009).

mp-+lipidios)-m 5
Conteudo lipidico= <( PP ) p) *100 ®)

mb

Onde: mp+lipidios = massa total da amostra, incluindo os lipidios (g); mp = amostra antes da

extracao dos lipidios; mb = massa total da amostra apods a extracao dos lipidios.

4.5.3. Determinacio de lipidios com extra¢iao por Wittenhofer et al. (2024)

4.5.3.1. Extragdo usando acetato de etila, etanol e acido acético

A metodologia de extracao usando acetato de etila, etanol e dcido acético de Wittenhofer
et al. (2024) foi usada e adaptada para este estudo. Primeiro foi preparado uma solugao de acido
acético 1M. Logo apds foi feita a mistura de acido acético 1M/etanol e acetato de etila nas
proporgdes 2:20:30 v v v, Em seguida foram pesados 0,5 g de biomassa em tubos falcon de
50 mL e adicionados 2 mL da mistura. Logo apds os tubos foram agitados em vortex por 5 min.
Em seguida foram adicionados 4 mL de agua destilada e novamente os tubos foram agitados
em vortex (5 min). Posteriormente foram adicionados 4 mL de acetato de etila e vortex
novamente (5 min). A mistura foi centrifugada a 4500 g por 5 min. A fase organica foi
recuperada com pipeta de Pasteur de vidro e colocada em balao devidamente seco e pesado. Foi
realizada uma re-extracao, adicionando 3 mL de acetato e 1 mL 4gua destilada, em seguida
voltou-se a mistura ao vortex (5 min) e apos realizou-se a centrifugacdo e recuperagdo da fase
organica, nas mesmas condigdes citadas anteriormente. Uma segunda re-extragao foi realizada,
adicionando 3 mL de acetato e 1 mL H2O seguidas de vortex, centrifugacdo e recuperacao da
fase organica. O conteudo lipidico foi determinado e calculado conforme Equagdo 5 e o

resultado expresso em % m m™' apos a pesagem do baldo com a amostra (AOCS, 2009).
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A recuperacao do solvente foi realizada por evaporagdo a vacuo em um rotaevaporador
(Fisatom, modelo 801) (evaporador rotativo). O baldo de fundo chato, contendo o 6leo/solvente
obtido pela extracdo, foi acoplado ao sistema e imerso em um banho-maria mantido a uma
temperatura entre 50 a 60 °C visando otimizar a evaporacao sem degradar o 6leo. A rotagao
continua do baldo permitiu que houvesse uma maior area superficial de contato. A etapa foi
concluida quando o solvente parou de condensar, sendo o 6leo remanescente no baldo
submetido a vacuo por um periodo adicional para garantir a remog¢ao completa dos tracos
residuais de solvente. Apds a recuperacdo do solvente, a amostra foi acondicionada em

dessecador por 24 h antes da pesagem, visando prevenir a absor¢ao de umidade.

4.5.3.2. Extragao usando hexano e isopropanol

O hexano e isopropanol também foram solventes propostos por Wittenhofer ez al. (2024)
e a metodologia foi adaptada para este estudo. Primeiro foram pesados 0,5 g de biomassa em
tubos falcon de 50 mL. Em seguida foram adicionados 2 mL de agua destilada e a mistura
levada ao vortex (5 min). Posteriormente, foram adicionados 5 mL da mistura de 4cido acético
1M/ isopropanol/hexano (2:20:30 v v'!) e novamente o vértex foi usado por 5 min. Apos foram
adicionados 5 mL de hexano e vortex novamente (5 min). Ao final dessa etapa a mistura foi
centrifugada por 5 min a 4500 g. A fase organica foi recuperada com pipeta de Pasteur de vidro
e colocada em baldo (devidamente seco e pesado). Duas re-extracdes foram realizadas,
adicionando 4 mL de hexano e 1 mL 4gua destilada e vortex por 5 min. A centrifugagdo e

recuperacgao da fase organica foram realizadas conforme descritas anteriormente.

4.6. OTIMIZACAO DA EXTRACAO DE LIPIDIOS POR SOLVENTES VERDES
4.6.1. Delineamento experimental Plackett-Burman

Este delineamento baseou-se no protocolo de extracao de Wittenhofer ez al. (2024), item
4.5.3.1. E na etapa do rompimento celular, foi realizado a substituicdo da ruptura quimica
(hidrolise acida) pela ruptura usando a macerag@o e moinho de facas. O delineamento Plackett
Burman, utilizado inicialmente neste estudo, foi composto por 12 ensaios com 4 repetigdes no
ponto central, totalizando 16 ensaios, para estudar os efeitos de oito variaveis independentes do
processo de recuperacdo de lipidios microbianos utilizando solventes verdes, tendo como

resposta o contetido de lipidios percentual (m m™), cujos niveis estdo descritos na Tabela 3.
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Tabela 3 - Varidveis e niveis para o delineamento Plackett-Burman.

Nivel  Nivel  Nivel

Variavel Codigo 1 0 41
Biomassa (g) X1 0,2 0,5 0.8
Volume da mistura (mL)
(acido acético 1M, etanol e acetato de etila X2 1 2 3
nas proporgdes 2/20/30 v v v'!)
Agua destilada(mL) X3 2 4 6
Tempo de vortex (min) X4 3 5 7
Acetato de etila (mL) X5 2 4 6
Velocidade de centrifugagdo (rpm) X6 3000 4000 5000
Tempo de centrifugag¢do (min) X7 3 5 7
Numero de extragdes X8 1 2 3

4.6.2. Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR)

Apoés a selecdo das varidveis significativas identificadas no planejamento Plackett-
Burman, foi proposto um Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR) 2%, com 8
pontos axiais e 3 repeti¢des no ponto central, totalizando 27 ensaios, com o objetivo de otimizar
a extragdo de lipidios, com método adaptado de Wittenhofer et al. (2024), usando o acetato de

etila, etanol e acido acético 1M como solventes. Os niveis estdo descritos na Tabela 4.

Tabela 4 - Variaveis e niveis para o DCCR.
Nivel Nivel Nivel Nivel Nivel

Variavel Codigo

-2 -1 0 +1 2
Biomassa (g) X1 0,05 0,1 0,15 0,2 0,25
Volume da mistura (mL)
(acido acético 1M, etanol e acetato de X2 2 3 4 5 6
etila nas proporgdes 2:20:30 v v v'!)
Agua destilada(mL) X3 0 0,5 1 1,5 2
Acetato de etila (mL) X4 2 3 4 5 6

Durante os ensaios do delineamento composto central rotacional (DCCR) as varidveis
tempo de vortex (min), velocidade de centrifugacdo (rpm), tempo de centrifuga¢do (min) e

numero de extragdes foram fixadas no nivel -1 e corresponderam as varidveis X4 (tempo de



46

vortex em minutos), X6 (velocidade de centrifugacdo em rpm), X7 (tempo de centrifugagdo em

min) e X8 (numero de extracdes) do Plackett Burman.

4.6.3. Validacao das Condicoes Otimizadas pelo DCCR

Para validar o modelo obtido com o DCCR do processo de extragdo de lipidios, foi
realizado um ensaio com trés repeti¢des, nas condi¢des preditas para recuperacao de lipidios.
Foram usados 0,1 g de biomassa (X1), 5 mL do volume da mistura de solventes (X2), 0,5 mL
de volume de 4agua destilada (X3) e 2 mL de acetato de etila (X4). As demais varidveis foram
mantidas fixadas, conforme adotado no DCCR: tempo de vortex = 3 min, velocidade de

centrifugacao = 3000 rpm, tempo de centrifuga¢do = 3 minutos e nimero de extragdes = 1.

4.7. CARACTERIZACAO DO OLEO MICROBIANO
4.7.1. Perfil de acidos graxos

Para a obtencdo dos ésteres metilicos de acidos graxos, o conteudo lipidico foi
esterificado de acordo com o protocolo descrito por Metcalfe et al. (1966). O perfil de acidos
graxos foi analisado de 4 condigdes diferentes: do 6leo obtido de R. mucilaginosa.

O primeiro 6leo foi obtido dos pontos centrais do planejamento Plackett & Burman
(método proposto por Wittenhofer et al. (2024) com adaptagdes apos ruptura com moinho de
facas, onde foram usados 0,5 g de biomassa, 2 mL do volume da mistura (dcido acético 1M,
etanol e acetato de etila nas propor¢des 2/20/30 v v v''), 4 mL de 4gua destilada, 5 min de
vortex, 4 mL de acetato de etila, velocidade de centrifugacdo (4000 rpm), tempo de
centrifugacdo (5 min) e 2 extragoes.

A segunda condig¢do foi do 6leo extraido da condi¢ao validada pelo DCCR apds 24 h, a
terceira, o 6leo extraido foi da condicao validada pelo DCCR apo6s 144 h de armazenamento e
a quarta condic¢do, o 6leo foi extraido pelo método Bligh & Dyer.

O perfil de acidos graxos foi determinado por um cromatoégrafo a gas (Shimadzu,
modelo — 2010 Plus), equipado com injetor split/splitess, coluna capilar Zebron ZB-FAME (20
mx 0,18 mm ID x 0,15 um) e detector de ionizagdo de chama (FID). A temperatura do injetor
foi de 250 °C e do detector 260 °C. O gas de arraste utilizado foi N2. As condi¢des
cromatograficas da coluna foram temperatura inicial de 80 °C por 1,5 min, sendo entdo elevada

a 160 °C a uma taxa de aquecimento de 40 °C min™', em seguida foi a 185 °C a uma taxa de 5
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°C min™! e finalizando até 260 °C a uma taxa de 30 °C min™!, totalizando 11 min de tempo total.
A identificag¢do dos picos foi feita por comparacdo dos tempos de retencdo das amostras com
os padroes de ésteres metilicos de acidos graxos (Supelco 37 componentes FAME MIX —

Sigma-Aldrich Products), e a quantificagao foi obtida por normalizacao das areas dos picos.

4.7.2. Ressonancia magnética nuclear (RMN)

Os indices de iodo, saponificacdo, peso molecular foram medidos utilizando um
espectrometro de ressonancia magnética nuclear (RMN) (Bruker High Field, modelo 400 MHz
Ascend, Rheinstetten, Alemanha) equipado com um ima de 9,4 T, correspondente a 400 MHz
para 'H, e uma sonda de 5 mm de didmetro. Para adquirir os espectros de RMN, 20 mg do
lipidio foram dissolvidos em 0,7 mL de CDCls e colocados no espectrometro. Foi utilizada uma
sequéncia padrdo 'H, consistindo em um pulso de 90°, com um tempo de aquisi¢ao de 9,109 s,
8 varreduras e uma janela espectral de 3597.12 Hz (equivalente a 9 ppm). Os picos foram

identificados conforme Carneiro, Reda e Carneiro (2005).

4.7.3. Indice de acidez e peréxido por titulometria

A determina¢do do indice de acidez foi realizada de acordo com o método oficial da
AOCS (AOCS Official Method Cd 5a-40, 1980). A solugao obtida foi titulada com KOH até o
aparecimento de coloracdo rosada persistente por no minimo, 30 s. O indice de acidez foi
calculado com base no volume de KOH gasto na titulagao e expresso em g/ 100 g em acido
oleico e o indice de perdxido foi realizado de acordo com o método oficial da AOCS (AOCS
Official Method Cd 8-53, 1980) e o resultado foi expresso em miliequivalentes de oxigénio

ativo por quilograma de 6leo (meq O2/kg).

4.7.4. Carotenoides totais no 6leo microbiano

A quantificacdo de carotenoides totais foi realizada pelo método proposto por
Maldonade ef al. (2021) e a concentragao de carotenoides totais foi calculada a partir da
Equagdo 4. A quantificagao dos carotenoides no dleo de R. mucilaginosa envolveu as seguintes
etapas: pesagem do 6leo, adi¢ao de solvente organico (acetona em temperatura inferior a 8 °C),

centrifugacdo (10 min a 4000 rpm em temperatura de 4 °C) para separagdo do sobrenadante e
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extracdo com éter de petrdleo. Apos, a amostra foi agitada gentilmente e acondicionada em
geladeira por 2 h. Na etapa seguinte foi realizado a saponificacdo com hidroxido de potéssio
(KOH 10% (m v'')), em metanol com adigio de terc-butil-hidroquinona (0,1%) para liberacio
e dissolug¢ao dos acidos graxos e separacao da fase aquosa, a mistura permaneceu no escuro
por 2 h em temperatura ambiente e na sequéncia, foi centrifugada por 30 min a 8307 g a
4 °C. Apds a lavagem com agua destilada (até atingir o pH neutro) e descarte da fase aquosa,
2 mL da amostra foi usada para a leitura em espectrofotometro a 450 nm tendo o éter de petroleo

como solucao de referéncia (branco).

4.7.5. Identificacdo de carotenoides no o6leo

Os carotenoides presentes no 6leo microbiano foram identificados por cromatdgrafo
liquida de alta eficiéncia (CLAE) (Shimadzu LC-10, Kyoto, Japao) equipado com detector de
arranjo de diodos (DAD) e uma coluna Discovery C8 (5 um, 15 cm x 4,6 mm). Os extratos
foram previamente rotaevaporado por 10 mim a 40 °C, a elui¢do em gradiente foi realizada
utilizando trés solventes: acetonitrila (A), metanol (B) e acetato de etila (C), mantidos a
temperatura ambiente (20 °C), com um fluxo de 1 mL min™! e tempo total de analise de 17 min.
O controle do equipamento e a aquisi¢do dos dados foram realizados por meio do software LC
Solution. Para a identificagdo, os tempos de retengdo foram comparados com curvas padrao
previamente construidas, utilizando os padrdes cromatograficos de astaxantina, -caroteno e

luteina (Cipolatti et al., 2015).

4.7.6. Acompanhamento da coloracao do 6leo durante o armazenamento

As amostras de 6leo foram armazenadas por 9 dias em placa de petri recorberta com
papel aluminio, a fim de evitar a exposi¢do a luz. A cor das amostras de dleo foi avaliada a
partir da medida das coordenadas L*, a* e b* do sistema CIELab em colorimetro (Konica
Minolta CM-600d). Em que L* indica a luminosidade, a* indica cromaticidade do verde (-) ao
vermelho (+) e b* indica a cromaticidade do amarelo (+) ao azul (-). Também foram calculados
o Croma (C*) que mediu a diferenca nas distdncias entre cada ponto de cores no eixo de
luminosidade indicando a saturagdo ou intensidade da cor, o angulo Hue (h°) mediu a diferenca
angular (em graus) entre os caminhos dos vetores associados com as duas cores (amostra do dia

1 e amostra do dia 9) e o AE* mediu distancia total entre as duas cores (amostra do dia 1 e
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amostra do dia 9). As medidas foram realizadas nos dias 0 ao dia 9, em quintoplicata e

submetidas a tratamento estatistico.

4.8. CARACTERIZACAO DA BIOMASSA INTEGRAL E RESIDUAL

4.8.1. Composicao proximal

As andlises de composi¢cdo proximal foram realizadas conforme AOAC (2000) em
ambas as biomassas, integral e residual. A biomassa integral usada fora a do final do cultivo,
apos ter sido seca, macerada, peneirada e congelada, conforme est4 descrito no item 4.3. Ja as
biomassas residuais foram analisadas apds terem passado pelo processo de extragdo de lipidios,
tendo obtidas pela condi¢do validada no DCCR. Também foram secas até completa evaporacao
dos solventes e acondicionadas em dessecador para evitar a absor¢ao de umidade.

O teor de umidade foi determinado pela secagem da amostra em estufa. As amostras
foram pesadas em capsulas de aluminio e secas a 105 °C secas por 6 h. Apos o periodo de 6 h,
as amostras foram colocadas em dessecador até que atingissem a temperatura ambiente para e
posteriormente serem pesadas. A pesagem foi realizada até peso constante. O percentual de

umidade foi calculado conforme a Equacao 6.

M umida - M.
%Umidadezw x 100 ©)
umida

Onde M timido = massa da amostra umida. M seca = massa da amostra seca

O teor de lipidios foi determinado por Bligh & Dyer (1959) conforme ¢ detalhado no
item 4.5.2. O extrato lipidico foi evaporado em estufa a 70°C por 1 h e 30 min e os lipidios
foram medidos por gravimetria conforme a Equagao 7.

mpL -mp

Conteudo lipidico (%)= 100 (7)

mb ’
Onde mp ¢ a massa da placa de petri, mpL a massa da placa de petri contendo os lipidios
e mb a massa inicial de biomassa.

O teor de nitrogénio proteico foi determinado pelo método Kjeldahl e conversdao de

nitrogénio em proteina pelo fator 6,25. O teor de cinzas foi determinado pela queima da
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biomassa em forno mufla a 560 °C por 4 h. Apos o periodo de 4 h, o cadinho com as cinzas
foram acondicionados em dessecador até que atingissem temperatura ambiente. O teor foi
calculado pela Equacdo 8. Os carboidratos foram determinados por diferenca.

A concentracao de proteinas soliveis foi determinada segundo a metodologia descrita
por Lowry et al. (1951), A leitura da absorbancia foi realizada a 750 nm em espectrofotdmetro,
utilizando curva padrio construida com albumina bovina (0,02 a 0,16 pg mL™"). Os resultados
foram expressos em mg de proteina soluvel por grama de amostra seca. E os carboidratos por

diferenca.

. A . . VxNx0,0014
Nitrogénio proteico = —n (8)

Onde V= volume gasto da titulacdo, N= normalidade padronizada do HCI, PA = peso
da amostra. O resultado final = nitrogénio proteico x fator de correcao
A andlise da composi¢do proximal realizada para a biomassa residual fora apos a

extracdo de lipidios extraidos pela condi¢ao validada pelo DCCR.
4.8.2. Analise termogravimétrica (TGA)

Para analisar o comportamento da biomassa integral da levedura R. mucilaginosa em
relagdo ao aquecimento foi realizada a TGA, utilizando analisador termogravimétrico modelo
TGA-50 (Shimadzu, Japao). A amostra seca foi colocada em cadinhos de platina e submetida

!, no intervalo de

a aquecimento controlado, com rampa de aquecimento de 10 °C min"
temperatura de 20 °C a 650 °C. A andlise foi conduzida em atmosfera inerte de nitrogénio, com
fluxo continuo de 50 mL min’!, a fim de evitar a oxidacdo dos constituintes da biomassa. A

andlise de decomposi¢ao térmica foi processada usando o software OriginPro 8.5.
4.8.3. Microscopia de varredura (MEYV)

As biomassas foram previamente liofilizadas e acondicionadas em dessecador até o
momento da andlise, a fim de evitar reabsor¢ao de umidade. A morfologias da superficie das
biomassas integrais, biomassas apds a ruptura celular usando o moinho de facas e as biomassas
residuais, foram examinadas por microscopia eletronica de varredura (MEV). As amostras

foram fixadas sobre suportes metalicos utilizando fita de carbono condutiva. As amostras secas
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foram revestidas com uma fina camada de Au/Pd em um revestidor de pulverizacao
"Sputtering" de ouro e de carbono - Denton Vacuum Desk V (Angstrom Engineering,
Cambridge, Canadd) e observadas por Microscopio Eletronico de Varredura (Jeol, JSM -

6610LV, USA) em diferentes ampliagdes.

4.9. ANALISE ESTATISTICA

Os experimentos foram realizados em triplicata (n=3) e as diferencas significativas a
um nivel de confianca de 95% (p<0,05) foram verificadas a partir de andlise de variancia
(ANOVA) seguida por teste de Tukey. O delineamento experimental Plackett-Burman, € o
DCCR foram avaliados com nivel de confianca de 90% (p<0,1) e 95% (p < 0,5),
respectivamente. Os dados foram tratados utilizando o software Statistica 7.0 (StartSoft Inc.,

Tulsa. OK, EUA).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1. CRESCIMENTO MICROBIANO

Os cultivos com a levedura R. mucilaginosa CCT 7688 foram realizados sob condigdes
anteriormente estabelecidas por Rodrigues et al. (2019) e descritas detalhadamente no item 4.3.
A Figura 13 representa o acompanhamento do pH, concentracdo de biomassa, concentragao de

agucares redutores totais, concentracao especifica e volumétrica de carotenoides.

Figura 13 - Acompanhamento do cultivo de R. mucilaginosa utilizando meio agroindustrial.
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A concentracio maxima e a produtividade biomassa foi de 12,18 + 1,33 g L' e
0,08 (g L' h'!), respectivamente e a concentragio maxima de carotenoides foi de 847,6 pg L™!
(71,64 pg g'), ambos obtidos em 144 h de cultivo. Conforme ¢ ilustrado na Figura 13, nas
primeiras 24 h de cultivo (fase logaritmica), foi observado o consumo dos agticares redutores,
com a concentragio reduzindo de 52,52 + 1,06 gL' para 33,07 + 1,47 gL' e producio de
biomassa aumentando de 1,15 g L™! + 0,07 para 6,31 = 0,43 g L'!. Essa fase é caracterizada por
intensa atividade metabolica, rapido consumo dos agucares disponiveis no meio e aumento da
biomassa. Ao final de 144 h de cultivo, o teor de acucares redutores caiu para 9,81 gL,
representando uma reducao de aproximadamente 71% em relagdo ao valor observado em 24 h,
o consumo desse ag¢ucar esta relacionado ao aumento da concentragdo de biomassa, visto que a

levedura utiliza os agucares do meio para realizar seu crescimento.
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A presenga em excesso dos carboidratos que compdem o melago de cana-de-agucar
(predominantemente sacarose e agucares redutores) (Zhang et al., 2024) associado ao baixo teor
de nitrogénio, presente na agua de maceragao do milho, permitiu que os agucares presentes
nesses substratos fossem metabolizados e convertidos em Acetil-CoA, precursor essencial para
a biossintese dos lipidios e carotenoides (Sailwal et al., 2023). Corroborando com este fato, os
coprodutos utilizados neste trabalho foram caracterizados previamente por Cipolatti et al.
(2019), e arelacao C/N = 143,6 do meio de produgdo foi otimizada por Rodrigues et al. (2019)
para producdo de carotenoides e avaliada na produg¢ao de lipidios (Rodrigues et al., 2022).

Outros autores também relatam a importancia da razdo C/N. Para Sailwal et al. (2023),
por exemplo, razdes proximas ou inferiores a 20 favoreceram o aumento da produgdo de
biomassa pela levedura Rhodotorula mucilaginosa (RMIIPL32) (MTCC 25056), alcangando
13,7 g L'! de biomassa em 67 h de cultivo em meio contendo glicerol e outros constituintes
como sulfato de amonio, fosfato de hidrogénio dissddico, fosfato de di-hidrogénio de potéssio,
sulfato de magnésio e extrato de levedura. Enquanto, razdes maiores de carbono e nitrogénio
combinadas com diferentes condi¢des de estresse (pH, temperatura e aeracao) e limitagao de
nitrogénio, favoreceram o acumulo de lipidios e carotenoides principalmente em leveduras
consideradas oleaginosas.

No estudo de Fonseca et al. (2025), linhagens de Rhodotorula spp foram cultivadas em

meio contendo diferentes fontes de carbono e nitrogénio. Dentre as fontes de carbono estudadas
pelos autores, a que continha glicose promoveu o maior rendimento de biomassa
(9,5 £ 0,475 g L") e a maior concentracdo de carotenoides (600 + 60 pg g') em comparagio
aos meios contendo sacarose, frutose e amido que alcangaram menos de 4 g L™! de biomassa e
menos 300 pg g™ de carotenoides. Do mesmo modo, foi observado que o meio que continha
peptona como fonte de nitrogénio apresentaram os melhores resultados de biomassa e
carotenoides (6,6 + 0,33 gL' e 370 + 18,5 ng g!, respectivamente). Isso reforga que a fonte de
carbono e nitrogénio utilizada no meio de cultivo influencia diretamente no processo
metabolico de leveduras.

Considerando a importancia de substituir fontes convencionais por alternativas de baixo
custo, observou-se que os coprodutos agroindustriais utilizados neste estudo, sendo o meio
composto por 70 g L' de melago de cana-de-agticar e 3,4 g L' de 4gua de maceragio de milho
com razdo C/N = 143,6 favoreceram a produgdo de biomassa e carotenoides, assim como
observado nas condi¢des otimizadas por Rodrigues et al. (2019), 7.9 ¢ L' e 1248 pg L'

(152,5 png g!') de biomassa e de carotenoides, respectivamente, para a mesma levedura e nas
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mesmas condi¢des de cultivo, entretanto as concentragdes de biomassa e carotenoides foram
determinadas em 168 h.

Em relagdo ao pH, observou-se que ap6s as 24 h houve um aumento do valor de 5,5 para
6,1, mantendo-se proximo a neutralidade (6,7-6,9) a partir das 72 h durante a fase estacionaria
(72 h — 120 h). Estes resultados foram observados por Kot et al. (2017) que cultivaram
Rhodotorula glutinis em diferentes faixas de pH e alcangaram valores méximos de biomassa
(19,4 g L") em meio contendo glicerol, para pH 5,0. Apesar disso, as concentragdes de
biomassa obtidas em pH 4,0, 6,0 e 7,0 (17,3, 18,0 e 17.2gL"!, respectivamente) nio
apresentaram diferengas significativas. Além disso, os autores observaram que quando o pH
estava mais acido (4,0 e 5,0), Rhodotorula glutinis produziu mais proteinas (%) (40,4 £ 13 ¢
40,5 + 2,0, respectivamente), enquanto valores mais proximos a neutralidade (6,0 e 7,0),
promoveram maior conteudo lipidico (%), 10,2 = 2,1 e 10,8 = 0,7 para pH 4,0 e 5,0,
respectivamente ¢ 11,3 + 1,3 e 12,7 £ 1,4 de contetdo lipidico para pH 6,0 ¢ 7,0,
respectivamente.

Durante o cultivo observou-se que, entre o periodo de 72 h a 120 h, houve estabilidade
na producao de carotenoides assim como os demais pardmetros avaliados. Entre esse periodo
as concentragdes de carotenoides permaneceram entre 618,01 pug L' (59,98 pg g!) e
670,62 ng L' (62,74 ng g’V. No entanto, ao final do cultivo foi registrado um aumento desses
compostos, atingindo 847,62 ng L' (71,64 pg g') de carotenoides e a produtividade
volumétrica e especifica calculadas em 5,9 ug L' h'' ¢ 0,5 pg g h'!, respectivamente,

R. mucilaginosa é conhecida por ser uma levedura oleaginosa (Li et al., 2022) e
produtora de carotenoides. Utilizando o método de ruptura quimica com HC1 2,4 M (Rodrigues
etal.,2022) e extragdo de lipidios proposto por Bligh & Dyer foram obtidos 26,3% de conteudo
lipidico totalizando 3,21 g L' de lipidios, o que esta de acordo com valores esperados para
leveduras oleaginosas, que normalmente acumulam lipidios acima de 20% (de Castro et al.,
2025) em condigdes de limitacao de nitrogénio.

Os lipidios totais foram de 3,21 g L! enquanto a produtividade lipidica foi calculada em
0,02 g L'! h'!, Tabela 5. Rodrigues et al. (2025) avaliou a produtividade lipidica da R.
mucilaginosa em cultivo utilizado meio agroindustrial (70 g L™! de melago de cana-de-agticar e
3,4 g L ! de 4gua de macera¢iio de milho) em batelada alimentada e obteve uma produtividade

que variou de 0,02 g L' h'' em 24 h de cultivo a 0,04 g L' h™' em 144 h de cultivo.
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Tabela 5 - Parametros do cultivo de R. mucilaginosa cultivada em meio agroindustrial
(70 g L'! de melago de cana-de-agucar e 3.4 g L'! de 4gua de maceragdo de milho) por 144 h

Parametro

Conteudo lipidico (%) 26,3
Lipidios totais (g L") 3,21
Carotenoides volumétricos (ug L) 847,6
Carotenoides especificos (ug g') 71,6
Biomassa (g L) 12,18
Produtividade em biomassa (g L' h'!) 0,08
Produtividade lipidica (g L' h!) 0,02
Produtividade especifica de carotenoides (ug g h') 0,5
Produtividade volumétrica especifica de carotenoides (ug L' h'!) 5,9

Quanto ao contetdo lipidico (%), Arrieira et al. (2024) também realizou um estudo para
a mesma levedura e nas mesmas condi¢des otimizadas por Rodrigues et al. (2019) e encontrou
percentuais proximos observados neste estudo, segundo os autores, o conteudo lipidico usando
o mesmo processo de extracdo foi de 23,8 %. Apesar da eficiéncia observada com a ruptura
quimica, esse método apresenta limitagdes relacionadas ao uso de reagentes agressivos, por isso
outras alternativas como métodos fisicos capazes de promover a ruptura celular foram

explorados.

5.2. EXTRACAO LIPIDICA
5.2.1. Testes preliminares de ruptura

5.2.1.1. Ruptura quimica

A Tabela 6 apresenta o contetido lipidico da biomassa de R. mucilaginosa. As biomassas
receberam tratamento prévio com hidrolise acida (4cido cloridrico) em duas concentragdes
como estudado por Rodrigues ef al. (2023) sob uma temperatura de 80 °C por 1 h.

Os ensaios buscaram comparar a eficiéncia da concentragdo do acido cloridrico no
rompimento celular e na recuperagdo de lipidios. Os resultados mostraram que os ensaios 1, 2
e 3 nfo diferiram significativamente entre si (p>0,05), indicando que variagdes na
concentragcdo de HCI e nos solventes testados ndo comprometeram a eficiéncia da extragao,
dentro dos limites avaliados.

Os ensaios buscaram comparar a eficiéncia da concentragdo do acido cloridrico no
rompimento celular e na recuperagdo de lipidios. Os resultados mostraram que os ensaios 1, 2

e 3 nfo diferiram significativamente entre si (p>0,05), indicando que variacdes na
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concentracdo de HCI e nos solventes testados ndo comprometeram a eficiéncia da extragdo,
dentro dos limites avaliados.

Tabela 6 - Testes de ruptura quimica.

Ensaio Ruptura celular Solventes Conteudo lipidico % (m m™)
1 Ruptura HCI 2,4 M Hexano e etanol. 25,0+2,0?
2 Ruptura HC12,4 MBP  Metanol e cloroformio 23,0+0,5?
3 Ruptura HC12 MBP  Metanol e cloroformio 21,0+2,12
4 Ruptura HC1 2,4 M Acetato de etila e etanol 13,9
5 Ruptura HCI 2,4 M Hexano e isopropanol 11,6

Valores médios + desvio padrao (n=3). Ruptura quimica com HCI 2,4 M a 80°C
(controle) = 23,0+0,5. Letras minusculas diferentes na mesma coluna indicam
diferenca significativa (p <0,05) pelo teste de Tukey.

Os ensaios buscaram comparar a eficiéncia da concentragdo do acido cloridrico no
rompimento celular e na recuperagdo de lipidios. Os resultados mostraram que os ensaios 1, 2
e 3 ndo diferiram significativamente entre si (p>0,05), indicando que variacdes na
concentracdo de HCI e nos solventes testados ndo comprometeram a eficiéncia da extragdo,
dentro dos limites avaliados.

Rodrigues et al. (2023) também realizaram um estudo com a levedura R. mucilaginosa,
nas mesmas condi¢des desse trabalho e utilizaram delineamento experimental para avaliar
concentragdes de acido usados para ruptura celular. A concentracao de acido que apresentou
melhor resultado foi de 2,4 M em comparacdo com a concentracdo controle que foi de 2 M.
Para Rodrigues et al. (2023) a concentracdo mais alta favoreceu a recuperagdo de lipidios e
carotenoides. A biomassa submetida a ruptura com &cido cloridrico com concentracdo de
2,4 M sob temperatura de 80 °C obteve 119,4 de rendimento lipidico e 302,9 ng g de
carotenoides.

Banerjee et al. (2024) relata ter alcangado 109,5 £ 1,9 % (p p!) de contetdo lipidico da
levedura Rhodotorula toruloides Y-6987 usando tratamento térmico e acido cloridrico. No
estudo, a suspensdo de células (7% p v'!) foi submetida ao tratamento térmico usando a
autoclave a 121 °C por 60 min e diferentes rupturas foram avaliadas. O tratamento usando acido
foi o que obteve maior resultado, seguido do tratamento térmico (30 °C por 5 min) e sonica¢ao
com 99,8 + 0,03% (p p’') e extragdo com hexano e isopropanol e so o tratamento térmico
(121 °C por 60 min) obteve aproximadamente 84 % (p p™')

Os ensaios 4 e 5, foram testes realizados sem repeticdo e embora tenham utilizado a

mesma concentracdo de HCI (2,4 M) aplicada no ensaio controle, apresentaram os menores
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teores de lipidios (13,9% e 11,6%, respectivamente), entretanto nesses testes, foram
empregados solventes alternativos, como acetato de etila e etanol (ensaio 4), e hexano e
isopropanol (ensaio 5), em substituicdo ao sistema tradicional de Bligh & Dyer.

O sistema Bligh & Dyer usou solventes de duas polaridades diferentes. Lu et al. (2015)
demonstraram que a polaridade dos solventes influencia diretamente a eficiéncia de extragao.
No estudo, o etanol e o acetato de etila (solventes usados no ensaio 4) foram classificados como
polar e apolar respectivamente, assim como o metanol o cloroférmio, usados no sistema Bligh
& Dyer. No estudo de Lu et al. (2015) A combinacio entre ambos na proporgio 1:1 (v v'!)
resultou na maior eficiéncia de extracgdo lipidica (4,57%) da microalga Chlorella sp. Entretanto
a propor¢do 2:1 (v v'!) reduziu em mais de 50% o rendimento, demonstrando que proporcdes
adequadas entre solventes polares e apolares foi importante para maximizar a extragao de
lipidios, os valores de extragdo s6 foram inferiores ao método usando cloroférmio e metanol,
que alcangou o percentual de 7,08%.

A Figura 14 mostra o aspecto visual dos baldes contendo solvente e lipidios (a) e os
lipidios apds a evaporacao do solvente (b). A extragdo com hexano (ensaio 1) (representado
pelo baldo 10), apesar de recuperar os lipidios de maneira eficiente, ndo manteve a coloragao
avermelhada do 6leo rico em carotenoides. Esse fenomeno também foi observado nas extragdes
de lipidios conduzidos por Arrieira et al. (2024), onde houve uma perda de cor apds 4 dias de
extracdo com hexano, ocorrendo uma mudanca no parametro b* da cor, variando de 58,5
imediatamente ap0s a extracdo para -1,7 no 8° dia, indicando que o 6leo ficou mais amarelado.
Dessa forma, a utilizagdo do hexano foi desconsiderada em fun¢do da baixa estabilidade dos
carotenoides.

Além disso, o hexano € obtido de fonte ndo renovavel. Segundo o guia de solvente (ICH
Q3C) disposto pela FDA (2017)), o hexano ¢ um solvente organico de classe 2 e seu uso e
aplicacdo ¢ estritamente controlada pelas Diretivas Europeias de Registro, Avaliagdo,
Autorizacao e Restricdo de Produtos Quimicos (REACH) (Yara-Varon et al., 2016), devido a
seu risco toxicoldgico. Adicionalmente, o hexano frequentemente € alvo de investigagao, pois
estd associado a efeitos adversos ao organismo e neuropatologias (Cravotto et al., 2022;
Graham et al., 1995).

Lohani ef al. (2015) compararam hexano e acetato de etila na extracdo de 6leo de
sementes oleaginosas. O 6leo das sementes foi extraido com extratores utilizando aquecedores
sob pressdo (ASE 350, Dionex) e pelo método de Soxhlet. O maior rendimento foi obtido por

Soxhlet com 6leo de canola (42,96 +0,71%), seguido do acetato de etila (40,38 +1,39%) no
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ASE a 120 °C por 90 min. Os autores observaram que ndo houve diferenca significativa entre
os solventes quanto a densidade, viscosidade e perfil de acidos graxos dos 6leos. Além disso, o

uso de acetato de etila representou uma economia de 31,68 $ L' em relacdo ao hexano.

Figura 14 - Lipidios antes (a) e ap6s (b) a evaporacgdo do solvente.

‘ .
Baldo 4: Ruptura com HCI 2,4 M e extrag@o com cloroféormio e metanol (Bligh & Dyer);
Baldo 7: Ruptura com HCI 2,4 M e extrag@o com acetato de etila e etanol;

Baldo 10: Ruptura com HCI 2,4 M e extracdo com hexano e etanol. Imagens referentes aos
testes a ruptura controle (Tabela 6, ensaios 2, 4 ¢ 5, respectivamente).

Deste modo, para que a extracdo de lipidios seja realizada de forma ambientalmente
amigavel, ¢ importante adotar medidas que reduzam o uso de solventes toxicos. Nesse contexto,
destaca-se a importancia do uso de solventes verdes, como o etanol e o acetato de etila usados
no ensaio 4. Ambos sdo considerados biossolventes, possuem baixa toxicidade e seu uso €

recomendavel pelo guia de solvente (IMI)-CHEM21 (Prat et al., 2016).

5.2.1.2. Ruptura mecanica

Ruptura com esferas de ago inoxidavel

Para avaliar a eficiéncia das esferas de aco inoxidavel no rompimento da parede celular
e extragdo do conteudo lipidico da biomassa de R. mucilaginosa (Tabela 7), foram realizados
testes com aplicacao de diferentes propor¢des quantidade de biomassa (g) e de esferas (g), € o
método Bligh & Dyer (1959) para o processo de extracdo de lipidios, utilizando os solventes

metanol e cloroférmio (método controle).
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Tabela 7 - Contetido lipidico com diferentes condi¢des de ruptura mecanica com esferas
de aco inoxidavel usando extragdo com metanol e cloroféormio

Biomassa Esferas Proporcao Tempo de vortex  Conteudo
Ensaios © © biomassa:esferas (min) lipidico

(ggh) (%)
1 0,5 10,0 0,050 5 ciclos de 4 min 6,7
2 0,5 8,0 0,060 5 ciclos de 4 min 8,0
3 0,5 8,0 0,060 5 ciclos de 8 min 9,4
4 0,5 8,0 0,060 5 ciclos de 10 min 8,1
5 0,5 5,0 0,100 5 ciclos de 4 min 6,6
6 1,0 10,0 0,100 5 ciclos de 8 min 2,5
7 1,0 8,0 0,125 5 ciclos de 8 min 4,0
8 1,0 5,0 0,200 5 ciclos de 8 min 6,3

Os ensaios 2 a 4 (Tabela 7) usaram a mesma relagao biomassa:esfera para a recuperagao
de lipidios de 0,06 g g’!, diferindo apenas da varidvel, tempo de vortex (min), que foram,
respectivamente de 20, 40 e 50 min no total. Para estes ensaios a recuperagdo lipidica foi
superior aos demais e variou de 8,0 a 9,4%, indicando que nestas condi¢des sdo necessarias
cerca de 17x mais esferas (0,3 mm) do que biomassa para que ocorra a ruptura celular e
recuperagao de lipidios. Isso faz com que aumente a relagdo entre a area superficial da célula
em contato com area de esfera, favorecendo que a ruptura ocorra. Kot et al. (2020b) avaliaram
diferentes métodos de ruptura celular para recuperacao de lipidios de Rhodotorula glutinis
LOCKR13, dentre eles, a homogeneiza¢do com pedras de zirconia (13,5 = 0,7%) e hidrdlise
acida (21,2 = 1,7%). Em rela¢do ao controle (auséncia de ruptura), houve um aumento de
aproximadamente 52% com a hidrdlise acida e reducao de aproximadamente 3% com as pedras
de zirconia.

Os ensaios 5 e 1 confirmaram que menores cargas de esferas nao foram efetivas para a
ruptura celular. O ensaio 6 pode ser comparado ao ensaio 5, visto que teve a mesma propor¢ao
entre biomassa e esferas, com o dobro de tempo de vortex. Nessas condi¢des, houve redugao
de aproximadamente 60% na recuperacdo de lipidios, indicando que, mesmo que a propor¢ao
entre biomassa e esfera seja mantida, ¢ preferivel utilizar menor carga de biomassa e menor
tempo de vortex, como no caso do ensaio 5.

A ruptura mecanica por moinho de bolas usando esferas de aco inoxidavel, entre outras
técnicas de ruptura celular, foi estudada por da Silva et al. (2024). A técnica foi aplicada na
microalga Tetradesmus obliquus para recuperagao de proteinas e lipidios. O teor de proteina
recuperado com essa técnica foi de 29,7 & 1,2% valor inferior ao encontrado em outros estudos

para a mesma microalga, segundo os autores, o teor encontrado para lipidios foi de
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4,23 £ 0,21%. Os autores atribuiram o baixo percentual de lipidios a composi¢ao do meio de
cultura (BG11), mas salientaram que a forca de cisalhamento das bolas aglomerou a biomassa
dificultando identificar se as células haviam sido rompidas ou nao.

O aspecto visual do processo de ruptura com as esferas de aco inoxidavel (em todos os
ensaios) neste trabalho (Figura 15) apresentou no processo de cisalhamento, muitos residuos,
que podem ter interferido na recuperacdo de lipidios e consequentemente inviabilizando a
possivel aplicagao futura em alimentos, uma vez que demandaria mais energia para purificar e
separar esses residuos do 6leo microbiano. Diante deste fato optou-se por ndo selecionar o
método de ruptura celular por meio das esferas de aco inoxidavel para sequenciamento do

trabalho.

Figura 15 -Aspecto visual da extracdo apos ruptura com esferas de aco inoxidéavel a)

tubo contendo solvente b) apds a retirada do solvente.

Y

A A ]

Ruptura da parede celular com diferentes tratamentos e diferentes solventes

Ap0s a realizagdo dos testes preliminares, foram realizados alguns ensaios a fim de
comparar as diferentes rupturas e diferentes solventes no rendimento lipidico. Foram realizados
a ruptura com esferas de ago inoxiddvel combinadas com extragdo usando acetato de etila e
etanol como solventes verdes, bem como a combinagdo de técnicas de ruptura mecanica,
maceracao com gral e pistilo e moinho de facas. A maceracao da biomassa, poderia promover
uma reduc¢do da granulometria e favorecer a interagdo com as esferas de ago, promovendo maior
ruptura, e por consequéncia, maior extracao dos lipidios. Além disso, a interacdo entre as esferas
e os solventes utilizados poderiam ser responsaveis pela coloragao escura da biomassa, por isso,
outros solventes como o acetato de etila, etanol, hexano e isopropanol foram testados. Os

experimentos estdo demonstrados na Tabela 8.
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Tabela 8 - Conteudo lipidico com diferentes condi¢des de ruptura mecanica usando diferentes
solventes de extragao.

Ensaios Tratamento Conteudo lipidico % (m/m)
1 Esferas de ago inoxidavel* 16,0+£0°
2 Maceracao * 16,0+0,7 ¢
3 Maceragao ** 15,63+0,1 ¢
4 Maceragao®P 14,6+1,5°¢
5 Maceragao, moinho de facas®? 18,0+1°
6 Maceracao, moinho de facas*** 24,0+0,34°

Valores médios + desvio padrao (n=3). Letras minusculas diferentes na mesma coluna indicam diferenca
significativa (p <0,05) pelo teste de Tukey. *Extracdo com acetato de etila e etanol. **Extra¢do com
hexano e isopropanol. BD método de extragdo Bligh & Dyer. ***Extra¢do com acetato de etila, etanol e

acido acético (Wittenhofer et al., 2024).

A metodologia adaptada de Wittenhofer ez al. (2024), utilizando os solventes acetato de
etila, etanol e acido acético foi aplicada no ensaio 1 e resultou em um rendimento lipidico de
16,0 £ 0,0 %. Nesse ensaio, a ruptura celular foi realizada com esferas de ago inoxidavel, que
apresentaram desempenho superior aquele observado nos testes descritos na Tabela 7 onde o
mesmo tipo de ruptura foi utilizado, mas com menores teores de lipidios.

As biomassas que foram apenas maceradas em gral e pistilo e padronizadas em peneira
115 mesh (ensaios 2, 3 e 4) com diferentes solventes de extracdo como acetato de etila e etanol,
hexano e isopropanol e método Bligh & Dyer ndo apresentaram diferencas significativas
(p>0,05) e obtiveram 16,0; 15,63; e 14,6%, de conteudo lipidico, respectivamente.

A inser¢@o do moinho de facas no processo de ruptura celular promoveu um incremento
de cerca de 23%, ao comparar o ensaio 4 com o ensaio 5. Porém, com a utilizagdo do moinho
de facas e a extracao de acordo com a metodologia de Wittenhofer et al. (2024) Adaptada
usando os solventes acetato de etila, etanol e 4cido acético (ensaio 6), foi obtida a maior
recuperagdo de lipidios (24,0+0,34 %), 33% superior ao ensaio 5, que utilizou os solventes
cloroformio e metanol segundo Bligh & Dyer.

O bom rendimento lipidico observado esté relacionado a eficiéncia do moinho de facas,
equipamento amplamente utilizado nas industrias alimenticia e farmacéutica. O equipamento
usa laminas que funcionam sob agitagdo de um motor e promovem rompimento da parede

celular por cisalhamento (Williams et al., 2017) e consequentemente, a liberacao dos compostos
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intracelulares. Essa acdo mecanica potencializa a eficiéncia de extragdo, especialemte quando
¢ associada ao uso de solventes verdes, promovendo baixo impacto ambiental.

A biomassa empregada no ensaio 1 foi previamente macerada em gral e pistilo e
padronizada com peneira de 115 mesh, procedimento também realizado nos ensaios 2, 3 ¢ 4.
Esse pré-tratamento pode ter favorecido a eficiéncia da ruptura quando combinada as esferas
de aco inoxidavel, ao contrario do que foi observado nos testes realizados da Tabela 7, em que
0 mesmo tipo de ruptura ndo alcangou resultados satisfatorios.

Além da técnica de ruptura, os solventes utilizados podem ter contribuido para a maior
recuperacdo lipidica. Diferentemente da mistura cloroférmio:metanol usada no método de
Bligh & Dyer, os solventes verdes utilizados (acetato de etila e etanol) apresentam menor
densidade, o que favorece a separacdo de fases e facilita a recuperacdo dos solventes com
lipidios, visto que eles se concentram na fase de topo.

Essa mesma granulometria (115 mesh) foi padronizada por Cipolatti et al. (2015) para
a extracdo de carotenoides de P. rhodozyma. Portanto, a operacdo mecanica de maceracao foi
selecionada como etapa para a ruptura celular visando a recuperagao de lipidios naturalmente
enriquecidos com carotenoides obtidos na biomassa de R. mucilaginosa. Adicionalmente, essa
selecdo fornece suporte a um processo que venha a utilizar os aspectos da quimica verde,
desejado pelo atual mercado consumidor de produtos potencialmente funcionais. Outro aspecto
positivo € a possibilidade de escalonamento industrial utilizando moinhos aplicados em layout
industrial na 4rea de alimentos e minimiza¢do de custos de processos ao utilizar uma tnica
operac¢ao unitaria no processo para esta etapa.

Portanto, neste processo de ruptura, a biomassa seca ¢ macerada em gral e pistilo,
moida em moinho de facas e padronizada em peneira 115 mesh (Cipolatti et al., 2019),
utilizando acetato de etila e etanol, alcangando 24,0+0,34 % de conteudo lipidico, foi similar
ao alcancado pelo método padrao com Bligh & Dyer realizado no acompanhamento do cultivo
(26,3%), quanto aos testes com ruptura quimica (23,0%). Assim, visando obter o método mais
ambientalmente amigavel, a etapa de ruptura por processos mecanicos (maceracao ¢ biomassa
moida em moinho de facas) e o uso de solventes verdes (acetato de etila e etanol) foram os
métodos escolhidos para dar prosseguimento ao estudo e otimizar a recuperacao de lipidios a

partir dessas etapas por meio de planejamento experimental.
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5.3. DELINEAMENTO EXPERIMENTAL
5.3.1. Plackett-Burman

O planejamento experimental ¢ uma ferramenta estatistica aplicada para aprimorar
metodologias analiticas, além de otimizar e controlar processos em diversas areas da ciéncia e
da industria. Conforme discutido por Rodrigues; lemma, (2014), essa metodologia permite
investigar de forma sistematica os efeitos de multiplas varidveis independentes (ou fatores)
sobre uma ou mais varidveis resposta, reduzindo o nimero de experimentos necessarios €
maximizando a obtencao de informagdes confiaveis.

Assim, um planejamento de Plackett-Burman foi elaborado para avaliar oito variaveis
independentes com um total de 16 ensaios, sendo 4 deles repeticdes do ponto central, utilizando
adaptagdes da condicdo de extracdo de lipidios de acordo com a metodologia proposta por
Wittenhofer et al. (2024) detalhada no item 4.5.3. Este delineamento Plackett-Burman (Tabela

9) foi realizado para selecionar as variaveis mais importantes na recuperagao de lipidios.

Tabela 9 - Niveis codificados e valores reais (entre parénteses) do Plackett-Burman e
conteudo lipidico como resposta.

Y
(“0)

1 100,8) -1(1) 1(6) -13) -12) -1(3000) 1(7) 1(3) 2
2 100,8) 13) -1(2) 1(7) -12) -1(3000) -13) 1(3) 19
3 -1(02) 13) 16) -13) 16) -13000) -13) -1(1) 17
4 10,8) -1(1) 16) 17) -12) 1(5000) -1(3) -1(1) 3
5 100,8) 1(3) -12) 17) 16) -1(3000) 1(7) -1(1) 18
6
7
8
9

Ensaio X1 X2 X3 X4 X5 X6 X7 X8

10,8) 13) 1(6) -13) 1(6) 1(5000) -13) 13) 12
1(02) 13)  16)  1(7) -1(2) 1(5000) 1(7) -1(1) 18
1(02) -1(1)  16)  1(7) 16) -1(3000) 1(7) 13) 24
1(02) -1(1) -12)  17)  16)  1(5000) -1(3) 13) 21
10 10,8 -1(1) -12) -13) 1(6) 1(5000) 1(7) -1(1) 15
11 -102) 13) -12) -13) -1(2) 1(5000) 1(7) 1(3) 26
12 -1(02) -1(1) -12) -13) -12) -1(3000) -1(3) -1(1) 17
13 00,5 0@2) 04) 0(5) 04 04000) 05) 02) 14
14 00,5 0@2) 04) 0(5) 04 04000) 05) 02) 15
15 0005 0@2) 0@4) 0(5) 04) 04000) 0(5) 0@2) 18
16 0005 0@2) 0@4) 0(5) 04) 04000) 005) 0Q2) 14
X1: Biomassa (g). X2 Vol. Mistura (mL) (acido acético 1M, etanol e acetato de etila nas proporg¢des

2/20/30 v v v-1). X3 Agua destilada (mL) X4: Vortex (min). X5: Acetato de etila (mL). X6: Velocidade de

centrifugacdo (rpm). X7: Tempo de centrifugacdo (min). X8: N° de extragdes. Y (%): Conteudo lipidico
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De acordo com a Tabela 9, € possivel observar que a variavel resposta alcangou o valor
maximo de lipidios no ensaio 11, com 26 %, e o valor minimo no ensaio 1, com 2 %. Os ensaios
que usaram a biomassa (variavel X1) no menor nivel (-1), apresentaram maiores percentuais de
lipidios quando comparados aos ensaios em que a biomassa estava no maior nivel (+1). Por
exemplo, os ensaios 11, 8, e 9 tiveram 26, 24 e 21 % de conteudo de lipidios, respectivamente,
e ambos usaram 0,2 g de biomassa. Enquanto, os ensaios 1 e 4 tiveram 2 e 3 % de contetdo
lipidico e usaram 0,8 g de biomassa.

O ensaio 10 obteve o percentual de lipidios semelhante aos ensaios dos pontos centrais
(13, 14, 15 e 16), com 15% de contetdo lipidico, embora tenha usado uma quantidade de
volume total de solvente inferior. Enquanto o ensaio 10 usou 18 mL de volume total de
solventes, os pontos centrais usaram 30 mL de volume total em cada ensaio, quase o dobro da

quantidade.

5.3.2. Analise de efeitos principais

A resposta do planejamento experimental (contetido lipidico) foi obtida nos ensaios do
planejamento PB (Plackett-Burman), com o objetivo de verificar o efeito principal de cada
variavel estudada. Os efeitos de cada varidvel na resposta, juntamente com seu erro padrao,
valor t e nivel de significancia (p-valor), estdo apresentados na Tabela 10, e as variaveis

significativas para um nivel de confianc¢a de 90% (p<0,1) estdo representadas em negrito.

Tabela 10 - Efeitos estimados utilizando o conteudo lipidico como varidvel dependente
com andlise de curvatura.

Nome Efeito (%)  Erro padrao t(6) p-valor
Média 15,82 0,95 16,63  >0,0001
Curvatura -1,03 3,81 -0,27 0,7951
Biomassa (X1) -9,07 1,90 -4,77 0,0031
Volume da mistura (X2) 4,73 1,90 2,49 0,0473
Agua destilada (X3) -6,40 1,90 -3,36 0,0152
Vortex (X4) 2,10 1,90 1,10 0,3120
Acetato de etila (X5) 3,43 1,90 1,80 0,1212
Velocidade de centrifugacgao (X5) -0,50 1,90 -0,26 0,8015
Tempo de centrifugagdo (X7) 2,60 1,90 1,37 0,2208
Numero de extragoes (X8) 2,50 1,90 1,31 0,2368

O valor do efeito indica o quanto uma mudanca na variavel independente em estudo, do

nivel inferior (-1) para o nivel superior (+1) provoca alteracdes significativas na varidvel
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dependente. Assim, fatores com elevado valor de efeito produzem as mudancas mais
significativas em uma resposta, sendo entdo, considerados como os mais importantes
(Rodrigues; lemma, 2014).

A coluna do, p-valor, indica qual a probabilidade de uma variavel independente nao
produzir efeito sobre as variaveis resposta. Dessa forma, baixos valores de p significam que
existe alta probabilidade de que alteragdes na variavel independente produzirdo mudancas
significativas na variavel dependente (Rodrigues; lemma, 2014). Em um planejamento PB as
mudangas significativas sao consideradas a um nivel de confianc¢a de 90%, o que determina que
alteracdes nos fatores estudados so serdo significativas na resposta se seu valor de p for menor
que 0,1 (p<0,1).

Apos a realizagdo dos experimentos conforme o delineamento PB, foram estimados os
efeitos principais que influenciaram significativamente no conteudo lipidico (Y%), os quais
estdo apresentados na Tabela 10. Das 8 variaveis estudadas, a quantidade de biomassa (X1), o
volume da mistura (X2) e a quantidade de agua destilada (X3) influenciaram significativamente
(p<0,1) a recuperacao de lipidios. A quantidade de biomassa apresentou o efeito mais
significativo e negativo, com p-valor de 0,0031, ou seja, ao passar do nivel -1 para o nivel +1,
reduziu em média 9% do conteudo de lipidios.

A varidavel X2 (volume da mistura) teve um efeito positivo significativo (p-valor de
0,0473) ao passar do nivel inferior (-1) para o maior nivel (+1), incrementou a recuperagao
lipidica em torno de 4,7%. A variavel X3 (agua destilada) também apresentou efeito negativo
significativo (p-valor de 0,0152) diminuindo em média 6,40% no conteudo lipidico. A presenca
de 4dgua forma o mesmo sistema de extragao do Bligh & Dyer, um solvente polar, apolar e a
agua. De acordo com Lu et al. (2015), o acetato de etila possui maior afinidade por lipidios
neutros enquanto o etanol possui afinidade por fosfolipidios (lipidios anfifilicos), a 4gua facilita
para que substancias sejam mais faceis de serem distribuidas entre as fases como ocorre no
sistema Bligh & Dyer, em que a agua facilita a separagdo da fase metandlica (polar) da fase
apolar. Contudo, em excesso, a agua pode deslocar lipidios para a fase polar, reduzindo a
eficiéncia da extragdo e explicando o efeito negativo observado.

As demais varidveis como tempo de vortex (X4), velocidade de centrifugacao (X5)
tempo de centrifugacdo (X7) e numero de extracoes (X8) ndo apresentaram efeitos
significativos (p>0,10) dentro da faixa de variagdo estudada. Portanto, para a sequéncia de

otimizagdo do processo de recuperacao de lipidios estas variaveis foram fixadas no menor nivel
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(-1). Tempo de vortex foi fixado em 3 min, velocidade de centrifuga¢do em 3000 rpm, tempo
de centrifugagdo em 3 min e niumero de extragdo de 1 vez.

A variavel X5 (volume do acetato de etila) apresentou um efeito positivo, porém, nao
significativo (p>0,1). Porém, como se trata da quantidade de solvente extrator que participa de
um sistema com uma mistura extratora (X2, X3 e X4), foi estudada sequencialmente no

proximo delineamento.

5.3.3. Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR)

Apos a triagem das varidveis mais importantes pelo Plackett-Burman que tiveram maior
influéncia no contetido de lipidios, foi proposto um DCCR 2* (Tabela 11), para otimizar a
recuperacgao dos lipidios da biomassa de R. mucilaginosa.

As varidveis biomassa (X1), volume da mistura (X2), 4gua destilada (X3) e acetato de
etila (X5) foram estudadas. A biomassa (g) foi reduzida de 0,2 a 0,8 g para 0,05 a 0,25 g; o
volume da mistura (mL) foi aumentado de 1 a 3 para 2 a 6 mL; a agua destilada (mL) foi
reduzida de 2 a 6 para 0 a 2; e o acetato de etila (mL) foi mantido de 2 a 6. A Tabela 11 mostra
a matriz do planejamento, os valores reais e codificados das variaveis investigadas com a
respectiva resposta de recuperacgao de lipidios.

Os ensaios apresentaram recuperagao lipidica com valores variando entre 13,5% (ensaio
17) € 29,3% (ensaio 7). De modo geral, os resultados indicaram que a eficiéncia do processo de
extra¢do foi favorecida pela combinag¢ao de uma menor quantidade de biomassa, maior volume
da mistura de solventes € menores volumes de acetato de etila e agua.

A avaliacdo do modelo de segunda ordem foi realizada com base na resposta de
recuperacdo lipidica, considerando os efeitos das varidveis independentes: concentragdo de
biomassa, volume da mistura de solventes e volume de acetato de etila. Para validar o modelo,
foram estimados o coeficiente de regressao (CR), erro padrao (EP), valor t, valor p (Tabela 12)
e a analise de variancia (ANOVA) (Tabela 13).

Para a resposta de recuperagdo lipidica ¢ possivel verificar que os efeitos referentes a
biomassa, volume da mistura e acetato de etila foram significativos (p<0,05), (Tabela 12).
Todos os parametros que nao tiveram efeito significativo foram adicionados a falta de ajuste
para o céalculo da ANOVA (Tabela 13). O coeficiente de correlagdao (R) de 0,7572 assim como

a relacdo Fealculado/Fiabelado de 3,39 foram calculados (Tabela 13).
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Tabela 11 - Niveis codificados e valores reais (entre parénteses) do DCCR 2* com 27

ensaios.
Valor
Ensaios X1 X2 X3 X4 Y (%) DR*
predito
1 -1(0,1)  -1(3) -1(0,5) -1(3) 25,6 22,73 11,21
2 1(0,2) -13) -1(0,5) -1(3) 22,5 22,73 -1,02
3 -1(0,1) 1(5) -1(0,5) -1(3) 29,0 27,35 5,69
4 1(0,2) 1(5) -1(0,5) -1(3) 25,0 27,35 -9,40
5 -1(0,1)  -13) 1(1.,5) -1(3) 25,1 22,73 9,44
6 1(0,2) -13)  1(1,5) -1(3) 20,9 22,73 -8,24
7 -1(0,1) 1(5) 1(1,5) -1(3) 29,2 27,35 6,66
8 1(0,2) 1(5) 1(1,5) -1(3) 25,7 27,35 -6,42
9 -1(0,1)  -1(3) -1(0.,5) 1(5) 20,5 19,65 4,61
10 1(0,2) -1(3) -1(0,5) 1(5) 19,1 19,65 -2,34
11 -1(0,1) 1(5) -1(0,5) 1(5) 23,4 24,27 -3,72
12 1(0,2) 1(5) -1(0,5) 1(5) 24,2 24,27 -0,29
13 -1(0,1)  -13) 1(1,5) 1(5) 19,0 19,65 -3,20
14 1(0,2) -13)  1(1,5) 1(5) 17,1 19,65 -14,31
15 -1(0,1) 1(5) 1(1,5) 1(5) 28,4 24,27 14,63
16 1(0,2) 1(5) 1(1,5) 1(5) 26,0 24,27 -10,00

17 200,05 0@4) 0(1) 0@ 13,7 1951  -4230
18 20025)  0(4) 0(1)  04) 239 19,51 18,67
19 000,15) -2(2) 0(1)  04) 185 2021 29,01
20 000,15) 2(6) 0(1)  04) 258 2945  -14,01
21 0(0,15) 04) -2(00)  0@4) 205 2483  -20,94
22 0(0,15) 0(4) 22)  0@4) 224 2483  -10,65
23 000,15) 04) 0(1) -22) 282 2792 1,13
24 0(0,15) 0@4) o)  26) 222 21,71 2,47
25 00,15 0(4) o)  0@4) 265 24,83 6,34
26 00,15 0(4) o)  0@4) 27,1 24,83 8,55
27 000,15) 0(4) 0(1) 04) 279 2483 1129
*Desvio Relativo (%) X1: Biomassa (g). X2 Vol. Mistura (mL). X3 Agua destilada (mL) X4: Acetato

de etila (mL). Variaveis fixadas: tempo de vortex (3 min), velocidade de centrifugagao (3000 rpm)
tempo de centrifugacao (3 min) e nmimero de extracdes (1 extragdo)

O erro puro, foi baixo, indicando boa reprodutibilidade dos dados experimentais. Com
base no teste F e R, os modelos sdo preditivos (Rodrigues; lemma, 2014) e significativos,
respectivamente. Portanto, pode-se concluir que os dados experimentais se ajustam ao modelo
codificado de segunda ordem (Equacdo 9), sendo o mesmo usado para gerar as curvas de

contorno (Figura 16) que descrevem a recuperagao lipidica (%).

Y (%) =124,83 -1,33 X12+2,31 X2 -1,54 X4 9)
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Onde Y (%) ¢ o rendimento de lipidios, X1 ¢ a biomassa em g, X2 ¢ o volume da mistura em

mL e X4 é o acetato de etila em mL

Tabela 12 - Resultados do coeficiente de regressao (CR), erro padrao (EP), valor t, valor p.

Variavel CR EP t({12) p-

Média 27,21 1,71 1586 2,05
X1 003 0,60 006 0094
X12  -1,77 0,64 -2,76 0,01
X2 231 0,60 3,80 <0,01
X2>  -0,94 0,64 -1,46 0,16
X3 025 0,606 0,42 0,68
X3 -1l 064 -1,73 0,10
X4  -1,54 0,60 -2,54 0,02
X4 0,17 064 -027 0,78
X1.X. 0,08 0,74 0,10 0,91
X1.X3 -0,26 0,74 -035 0,72
X1.X4 0,62 074 0,83 041
X2.X3 084 074 1,13 027
X2.X4 0,70 0,74 0,94 0,36
X3.X4 027 074 036 0,72

As variaveis significativas para um nivel de confianga de 95% (p<0,05) estdo representadas em negrito.

E possivel observar que os desvios relativos variaram de 18,67% no ensaio 18 a -42,30%

no ensaio 17 na Tabela 11 do DCCR.
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Tabela 13 - Analise de variancia (ANOVA) do Delineamento Composto Central Rotacional

(DCCR).
Fonte de Soma dos Graus de Quadrado
variaciao quadrados liberdade médio Feal p-valor
Regressao 2323 3 77,4 10,30 0,00017
Residuos 172,8 23 7,5
Falta de Ajuste 171,7 21 8,2 14,8 0,06495
Erro Puro 1,1 2 0,6
Total 405,2 26

Com base no modelo preditivo, foram construidas as superficies de resposta e suas
respectivas curvas de contorno (Figura 16).

A andlise dos graficos de superficie de resposta e suas respectivas curvas de contorno
permitiram visualizar as interacdes entre as variaveis biomassa (X1), volume da mistura (X2),
acetato de etila (X4) e sua influéncia sobre o rendimento de lipidios. Nos trés graficos
apresentados, observa-se que as regides em vermelho correspondem as condicdes

experimentais que proporcionaram os maiores rendimentos de lipidios.
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Figura 16 - Curvas de contorno da recuperagao de lipidios: a) biomassa versus volume da mistura, b) biomassa versus acetato de etila c) volume
da mistura versus acetato de etila. As variaveis: tempo de vortex, tempo de centrifugacao, velocidade da centrifugacdo e n° de extragcdes foram
fixas no ponto central

b)

Volume da mistura (ml.)

Acetato de etila (ml.)

0,05 0.1 0,15 02 0,25 = .4 0.05 0.1 0,15 02 0,25 B 20

Biomassa (g) Biomassa (g)

c)

Acetato de etila (mlL)

2 3 4 5 o I 20
Volume da mistura (mL)
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Na Figura 16a, ¢ possivel observar que os maiores rendimentos lipidicos foram obtidos
na faixa de 0,1 a 0,2 g de biomassa quando o volume da mistura se encontrava maiores que
4 mL. Isso pode ser atribuido ao fato de que um volume maior de solvente melhora o sistema
de extracdo e o contato com a biomassa.

Enquanto na Figura 16b, na mesma faixa de quantidade de biomassa de 0,1 a 0,2 g e
baixos volumes de acetato de etila (<3 mL) foram recuperados maiores contetidos lipidicos.
Isso infere que a eficiéncia da extragdo esta relacionada a propor¢ao adequada entre biomassa
e solvente.

A Figura 16¢, mostra que a combina¢do de maiores volumes da mistura de 4 a 6 mL
com menores volumes de acetado de etila 2 a 3 mL favoreceram maiores recuperagdes de
lipidios. O sistema entre solventes polares, apolares consequentemente potencializam a
recuperagao de lipidios. Esse sistema de extragdo maximizou a recuperagdo de lipidios. Esse
fato pode ser explicado pela diferenca de polaridade entre os solventes, que permite maior
seletividade na solubiliza¢do dos diferentes tipos de lipidios presentes na biomassa. Enquanto
o solvente apolar solubiliza preferencialmente lipidios neutros, o solvente polar auxilia na
extracdo de lipidios anfifilicos, como também ¢ relatado em sistemas tradicionais de extragao,
como Bligh & Dyer (1959).

Portanto, a partir da andlise das curvas de contorno geradas pelo modelo preditivo,
foram definidas as faixas otimas para as variaveis independentes do processo de extracao:
biomassa (0,1 a 0,2 g), volume da mistura 4 a 6 mL e volume de acetato de etila (2 a3 mL). O
volume da agua destilada ndo foi significativo (p>0,1) portanto, ndo constou da equagdo do
modelo, consequentemente nao representado nas curvas de contorno. Porém, tais superficies

em duas dimensdes mantiveram as demais variaveis no ponto central (0).

5.3.4. Validacao Experimental

Para a validacdo do modelo, foi escolhida uma condicao experimental referente a 0,1 g
de biomassa (nivel -1), 5 mL de mistura extratora (nivel +1), 0,5 mL dgua destilada (nivel -1)
e 2 mL de acetato de etila (nivel -2). As demais varidveis do processo, foram fixadas no niveis
-1, como estratégia para redugdo dos custos e de geragao de residuos de processo. Essas
variaveis foram: tempo de vortex (3 min), velocidade de centrifugagao (3000 rpm), tempo de
centrifugacdo (3 min) e nimero de extragdes (1 re-extragdo). A escolha da condicdo

experimental priorizou menores custos operacionais e menor geracao de residuos.
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Na extracdo de validagdo foi alcangado 26,00 + 1,7% de recuperagao lipidica e o modelo

predito estimou um 28,89%, portanto, apresentou um desvio relativo de aproximadamente 10%
(-11,11%).

54. PRODUCAO E CARACTERIZACAO DO OLEO MICROBIANO
5.4.1. Perfil de acidos graxos

Os pertis de acidos graxos do oleo extraido de R. mucilaginosa CTT 7688 utilizando
diferentes condic¢des de extragdo: com solventes verdes (acetato de etila e etanol) e pelo método
controle o Bligh & Dyer estdo descritos na Tabela 14.

Os perfis de acidos graxos do oleo de R. mucilaginosa foram obtidos sob trés diferentes
condicdes com solventes verdes, utilizando uma combinacao de acetato de etila, etanol e acido
acético e comparados com uma condi¢do controle usando metanol e cloroférmio (Bligh &
Dyer).

Tabela 14 - Perfil de 4cidos graxos do 6leo da levedura R. mucilaginosa.
Perfil de acidos graxos % (m m™)

. Condicio Condicao Condicio Condic¢ao
Acido graxo

1 2 3 4

Acido mistirico (C14:0) 0,64 0,71 0,67 0,64
Acido palmitico (C16:0) 17,85 17,10 17,21 17,52
Acido palmitoleico (C16:1) 1,10 0,98 0,99 1,04
Acido heptadecanoico (C17:0) 0,32 0,26 0,31 0,24
Acido cis-10-heptadecanoico
(C17:1) 0,24 0,20 0,21 0,21
Acido estearico (C18:0) 5,06 5,55 5,67 5,02
Acido oleico (C18:1) 51,87 53,41 53,61 51,79
Acido linoleico (C18:2) 16,68 15,66 15,15 16,95
Acido linolenico (C18:3) 5,04 4,69 4,56 5,29
Acido behénico (C22:0) 0,41 0,50 0,51 0,45
Acido lignocerico (C24:0) 0,75 0,94 1,12 0,80
Total A}cidos graxos saturados 24,04 25,06 25,49 24.69

Acidos graxos insaturados 75,59 75,65 75,19 75,94

Condigio 1: Oleo extraido da condigio descrita dos pontos centrais do planejamento Plackett-Burman (método
proposto por Wittenhofer et al. (2024) com adaptagdes apos ruptura com moinho de facas.0 Condigio 2: Oleo
extraido da condigdo validada pelo DCCR apés 24 h. Condigdo 3: Oleo extraido da condigio validada pelo
DCCR apbs 144 h de armazenamento Condigdo 4: Oleo extraido pelo método Bligh & Dyer

Dos 4cidos graxos obtidos na extra¢do usando acetato de etila, etanol e acido acético

tanto pela condi¢do proposta por Wittenhofer et al. (2024) quanto pelas condi¢des validadas
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pelo DCCR e a condicdo controle (Bligh & Dyer), 75% correspondem as fragdes de acidos
monoinsaturados e poliinsaturados (MUFAs e PUFAs), dentre eles estdo o acido oleico
(C 18:1), acido palmitoleico (C 16:1), acido linolénico (C 18:3) e acido linoleico (C 18:2), que
sao acidos graxos de grande importancia para a industria alimenticia (Dar et al., 2024), bem
como para industria farmacéutica e cosmética (Kunik et al., 2022).

Em todas as condic¢des avaliadas, observou-se predominancia dos acidos graxos oleico
(C18:1), palmitico (C16:0) e linoleico (C18:2). Dentre esses, o acido oleico foi o mais
abundante, com teores variando entre 51,7 % e 53,6 %, demonstrando que mesmo apods as
144 h de armazenamento, o perfil lipidico do 6leo se manteve estavel.

Mussagy et al. (2021) propuseram um sistema de extracao usando acetato de etila, etanol
e agua, para recuperar lipidios e carotenoides da levedura Rhodotorula glutinis, cultivada em
biorreator de 7 L, em meio contendo glicose (10 g L!) como fonte de carbono e NHsNOs
(4 g L") e asparagina (10 g L'') como fontes de nitrogénio, além de sais minerais como KH2POx4
e MgSOa. A natureza polar e apolar dos solventes foi crucial para a recuperacgdo lipidica. Em
contraste a este estudo, os acidos graxos encontrados foram predominantemente saturados de
cadeia longa, onde 75 % corresponderam ao acido margarico (C17:0), 10 % ao 4cido estearico
(C18:0) e 8% ao acido pentadecilico (C15:0).

Diferentemente ao que foi relatado por Mussagy et al. (2021), este estudo demonstrou
que ambas as extragdes incluindo a condigdo controle, apresentaram perfis lipidicos
semelhantes, com predominancia dos &cidos graxos oleico (C18:1) e linoleico, (C18:2). Tanto
nas condi¢des validadas pelo DCCR, quanto para o método controle, usando metanol e
cloroférmio, os teores C18:1 e C18:2 foram respectivamente 53,41% e 53,61%, ¢ 15,66% e
15,15%.

Esses resultados estdo de acordo com os encontrados por Arrieira et al. (2024) para os
acidos oleico (54,67 %), palmitico (17,8 %) e linoleico (16,6 % %). Os acidos graxos C24:0
(acido lignocerico) C22:0 (acido behenico) e C14:0 (acido miristico), totalizaram um percentual
de 4acidos graxos superior a 1,5 % para ambos os métodos, resultado semelhante encontrado por
Rodrigues et al. (2025) para a mesma levedura (R. mucilaginosa CTT 7688) e nas mesmas
condigdes de cultivo desse estudo, no entanto, fizeram uso de solventes tradicionais como
cloroférmio e metanol no processo de extracao.

Portanto, o uso de solventes verdes como acetato de etila, etanol e acido acético nio
comprometeu o perfil lipidico do 6leo de R mucilaginosa. A estabilidade do 6leo mesmo apds

144 h de armazenamento refor¢a que a combinagdo desses solventes verdes compreende uma
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alternativa vidvel ao uso de solventes toxicos, permitindo futuras aplicagdes industriais,

incluindo a de alimentos.

5.4.2. Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

A espectroscopia de RMN de 'H foi usada para caracterizar a composi¢io lipidica do
Oleo extraido da levedura R. mucilaginosa, fornecendo informagdes sobre a presenca de
insaturagdes e o estado de degradagio do 6leo. O espectro de 'H da amostra do 6leo de R.
mucilaginosa ¢ demonstrado na Figura 17 a) RMN do 6leo extraido de R. mucilaginosa na

condi¢do validada e b) padrdo de triacilglicerol.

Figura 17 — a) '"H RMN do 6leo extraido de R. mucilaginosa. b) 'H RMN do triacilglicerol

da

(3]

Os protons de hidrogénio sdo sinais identificados no espectro pela faixa em que ocorre
o deslocamento quimico. A faixa varia entre 5,40 a 0,88 ppm e corresponde a determinados
tipos de grupos funcionais (Alonso-Salces et al., 2021). O sinal dos grupos metilicos pode ser
usado para identificar a presenga de acidos graxos, como o oleico e linolénico, que em geral se

encontram em faixas <2 ppm.
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Com base nas integrais (calculadas conforme a literatura descrita por Carneiro, Reda e
Carneiro (2005) dos sinais especificos (picos) observados no espectro de RMN de 1H dos
hidrogénios alifaticos e olefinicos, foram determinados o indice de iodo, indice de
saponificagdo, peso molecular com base no indice de saponificacdo, acidez livre, Roa
(olefinicos/alifaticos) e 4cidos graxos livres.

O indice de iodo (II), calculado em 74,00 g 1./100 g 6leo, reflete um grau moderado de
insaturacao. O sinal olefinico referente aos protons de hidrogénio ligados a carbono com dupla
ligacdo, corresponde a regido do espectro entre 5.40 e 5.26 ppm (Carneiro, Reda e Carneiro,
2005). Na Figura 17b (Carneiro, Reda e Carneiro, 2005), essa regido ¢ identificada pelas letras
k+j. Os picos presentes nessa faixa reforcam a presenca de insaturagdes na estrutura lipidica,
devido a presenca de 4cidos graxos monoinsaturados e poli-insaturados.

O indice de saponificagdo (IS), de 185,60 mg KOH/g, esta dentro da faixa esperada
(172,8 a 185,1 mg KOH/g) (Yeboah et al., 2017) para 6leos com TAGs de cadeias médias a
longas. Segundo Yeboah et al. (2017) quanto menor for o indice de saponificacdo, maior o peso
molecular médio (ou comprimento da cadeia) dos acidos graxos presentes, indicando que a
massa molecular média dos acidos graxos presentes no oleo de R. mucilagionsa esta coerente
com o peso molecular obtido.

A massa molecular média (PM g mol™!) dos triacilgliceréis (TAGs) foi estimado em
902,55 g mol™!. O alto peso molecular caracteriza a presenca de acidos graxos de cadeia longa,
como o oleico (C18:1) e o palmitico (C16:0), comuns em leveduras oleaginosas e observados
em maior predominancia no perfil de acidos graxos descritos nesse estudo, item 5.4.1.

O Roa ¢ um indicador de oxidagdo. A razdo entre hidrogénios olefinicos e alifaticos
equivale ao valor de Roa (2,43), para dleos vegetais esse valor nao deve ser inferior a 0,66,
segundo Carvalho dos Santos et al. (2017). De acordo com Vlahov (1999) a degradagdo
oxidativa de 6leos insaturados como o azeite de oliva, leva a formagao de compostos volateis
como aldeidos (hexanal, trans-2-hexenal), que podem ser detectados por RMN de 'H em
regiodes especificas (>9 ppm). Embora esses sinais ndo tenham sido detectados na amostra atual,
sua futura identificacdo pode ser util como marcador de degradacdo do 6leo durante o
armazenamento ou processamento.

A determinagdo da acidez livre do 6leo extraido de R. mucilaginosa foi realizada por
titulagdo conforme a norma AOCS (1980), e obteve o valor de 8,42 g/ 100 g em acido oleico
ou 5,23 mg KOH/g, valor acima do que indica a legislacdo para 6leos prensados a frio que ¢ de

4 mg KOH/g (Instru¢do Normativa n° 87/2021). O tempo de armazenamento pode contribuir
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para o aumento da acidez, visto que a hidrolise de TGAs aumenta a presenca de acidos graxos
livres (AGLs) e consequentemente contribui para a sua degradagao.

O indice de peroxido do 6leo extraido de R. mucilaginosa foi de 2,61 mEq O2//kg, valor
que indica baixa formagdo de perdxidos e, portanto, pouca oxidacao lipidica. De acordo com a
legislagdo brasileira vigente, a Instru¢do Normativa n® 87/2021, 6leos comestiveis devem
apresentar valores inferiores a 15 mEq O2/kg, o que demonstra que o 6leo microbiano analisado

apresenta estabilidade inicial satisfatoria, similar a de 6leos vegetais frescos.
5.4.3. Determinacio e identificacio de f3-caroteno no dleo

O cromatograma da determinagdo de [-caroteno no o6leo de R. mucilaginosa é

apresentado a seguir. Figura 18.

Figura 18 - Cromatograma representativo da determinacdo de -caroteno em 6leo de R.

mucilaginosa: a) analise cromatografica do d6leo b) padrao B-caroteno de referéncia
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A anélise cromatografica da amostra de 6leo microbiano obtido de R. mucilaginosa

revelou a presen¢a de alguns picos indicando a presenca de um ou mais compostos. Ao
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comparar o cromatograma da amostra de 6leo como padrdo de referéncia, confirmou-se a
presenga de um pico, correspondente ao B-caroteno, identificado e quantificado em 5,4 ug g’
de 6leo. Os demais picos nao foram identificados devido a auséncia de padrao de referéncia.

A determinagdo da concentracdo de carotenoides totais no 6leo foi realizada segundo a
metodologia proposta por Maldonade et al. (2021) resultando em 48,80 pg g™!, concentragdo
semelhante ao observado por Arrieira et al. (2024) que encontrou 41,1 pg g™! para o 6leo de R.
mucilaginosa cultivada nas mesmas condi¢des desse trabalho e seu 6leo extraido pelo método
Bligh & Dyer, com cloroféormio e metanol, enquanto o 6leo de R. mucilaginosa analisado nesse
trabalho foi extraido com os solventes verdes, acido acético, etanol e acetato de etila.

A literatura relata poucos estudos voltados especificamente para a quantificacdo de
carotenoides em oOleos microbianos. Em geral, os carotenoides totais sdo determinados em
extratos celulares. Santos et al. (2021) também observaram predominéncia do B-caroteno no
6leo de R. toruloides, representando 87,09% dos carotenoides detectados.

Portanto, a identificagdo de [-caroteno confere ao o6leo de R. mucilaginosa
caracteristicas de valor agregado devido ao seu conhecido potencial antioxidante e aplicagao

em alimentos e cosméticos (Cipolatti et al., 2019).

5.4.4. Estabilidade do d6leo de Rhodotorula mucilaginosa ao armazenamento

A medida das coordenadas L*, a* e b* que indicam a luminosidade, cromaticidade do
verde (-) ao vermelho (+) e cromaticidade do amarelo (+) ao azul (-), respectivamente, o Croma

(C*) e o angulo Hue (h°) estdo apresentados na Tabela 15.

Tabela 15 - Estabilidade do 6leo de Rhodotorula mucilaginosa ao armazenamento

Dia L* a* b* Croma (C*) Hue (h°)  AE*, (Dial)
Dia 1l 584+ 1,52 42,0+£22* 479+0,5° 63,8 48,7 -
Dia 9 68,4+13> 323+1,5"° 449+1,8° 55,4 54,2 14,2

O 6leo de Rhodotorula mucilaginosa apresentou um Angulo Hue (h°) ou matiz com
valores entre 48,7 no primeiro 1° e 54,2 ao 9° dia, situando a cor na regido do amarelo-
avermelhado (laranja) em ambos os dias (Tabela 15). Este aumento (5,5) no h® € consistente
com a perda na cromaticidade vermelha (a*), indicando que a tonalidade se moveu ligeiramente

em dire¢ao ao amarelo, indicando a presenca de carotenoides produzidos pela levedura, como
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0 beta-caroteno, mesmo comportamento observado por Arrieira et al. (2024), que observou
redu¢do na cromaticidade (a*), ao 8° dia de armazenamento em relagdo ao dia 0, confirmando
que a extracdo foi eficiente na recuperacdo desses biocompostos, produzido pela levedura,
mesmo observando degradacao dos pigmentos ao longo do tempo.

Quanto a intensidade da cor, calculada pelo parametro Cromaticidade (C*), obteve-se
valores entre 63.8 e 55.4 do 1° ao 9° dia, respectivamente. Embora o valor inicial ateste uma
cor vibrante ¢ saturada, reflexo da alta concentracdo de carotenoides, o decréscimo de 8.4
unidades em C* indica uma perda significativa na saturacao e intensidade da cor ao longo do
armazenamento, refor¢ando a hipdtese de degradacao dos pigmentos.

O parametro L* demonstrou um aumento na luminosidade ao longo do armazenamento,
variando de 58.4 £+ 1.5 no primeiro dia para 68.4 + 1.3 ao 9° dia. Este aumento na clareza
(luminosidade) ¢ um indicador da degradagdao dos pigmentos coloridos (carotenoides) que
conferem cor e, consequentemente, menor luminosidade ao 6leo. Em relagdo aos parametros
de cromaticidade a* e b* que indicam uma cor predominantemente mais vermelha e mais
amarela/laranja, respectivamente, notou-se que a tonalidade vermelha (a*) reduziu, de 42.0 +
2.2 para 32.3 £1.5 no 9° dia, o que representa uma perda de 23% na tonalidade vermelha. A cor
laranja (b*) também sofreu uma leve redugdo, variando de 47.9 + 0.5 para 44.9 + 1.8. A reducao
significativa em ambos os parametros, a* e b*, ¢ uma forte evidéncia da degradagao oxidativa
dos carotenoides ao longo dos nove dias de armazenamento."

Referente ao parametro Total Color Difference (AE*ab) que quantificou a diferenca
total entre a amostra do 9° dia e a amostra de referéncia do 1° dia, observou-se um valor de 14.2
(Tabela 15). Este valor ¢ muito superior ao limite de percepgao visual de cor (geralmente aceito
como AE*ab = 1.0), o que confirma a deterioragdo perceptivel do 6leo de R. mucilaginosa ao
longo do armazenamento. Sendo assim, torna-se necessario um estudo mais aprofundado de
técnicas vidveis para a conservagdo desse oleo, a fim de retardar sua deterioracdo e aumentar

sua vida util.

5.5. CARACTERIZACAO DA BIOMASSA INTEGRAL E A RESIDUAL

5.5.1. Composicao proximal

A Tabela 16 apresenta os parametros de composicdo proximal da biomassa de R.

mucilaginosa: biomassa integral (ndo extraido os lipidios) e biomassa residual (pos-extracao
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lipidica). Observam-se variagdes significativas apos o processo de extragdo, impactando nos

teores de lipidios, proteinas e carboidratos, refletindo a composi¢ado final da biomassa.

Tabela 16 - Composicao proximal da biomassa integral e residual de R. mucilaginosa.

Média £ desvio padrao (%)

Parametros
Integral Residual
Proteina 16,0+ 1.0 10.34 + 0,19
Lipidios* 26,3+£0,5 12,521
Umidade 11,1 +£2,0 1,9+0,0
Cinzas 2,4+ 0,4 6,4+ 0,05
Carboidratos 55.8%* 67,8 **

*Método Bligh Dyer **Carboidratos por diferenga

O conteudo de lipidios da biomassa integral foi de 26,3 £+ 0,5%, conforme observado
nas demais andlises desse estudo. Apds a extragdo dos lipideos (extraidos na condi¢ao
validada), o teor residual foi de 12,5%, indicando uma remogdo parcial dos lipidios totais. A
presenca de fracdes lipidicas na biomassa residual sugere que ha lipidios ligados ou que um
pré-tratamento na biomassa integral ainda ¢ necessario.

Quanto a fragdo proteica, a biomassa integral apresentou 16,0 + 1,0% e a biomassa
residual 10,34 + 0,19%. Esse decréscimo pode indicar que o processo de extracdo promoveu a
solubilizacdo de proteinas de baixo peso molecular ou a perda de compostos nitrogenados
volateis. Apesar disso, o perfil proteico da R. mucilaginosa destacou-se pela predominancia de
albuminas (35,2 + 1,5 mg g'), seguidas por gluteninas (21,58 + 0,21 mg g') e
globulinas (16,1 = 0,4 mg g'!) indicando que essa biomassa pode ser explorada na industria de
alimentos, pois a presenga significativa de albuminas sugere boa solubilidade e potencial
aplicacdo na industria de bebidas proteicas (Amara ef al., 2023).

O teor de carboidratos foi a fragdo predominante em ambas as biomassas, especialmente
na biomassa residual, onde representou 67,8%, em comparacdo com 55,8% na biomassa
integral. Esse aumento proporcional ocorre como consequéncia da remogao parcial de lipidios
e proteinas, elevando o percentual relativo dos carboidratos. Esses dados indicam que a
biomassa residual ainda possui valor nutricional, podendo ser aproveitada para outros fins.

O teor de umidade na biomassa integral foi de 11,1 + 2,0%, e reduziu-se

significativamente apds a extragdo para 1,9%, uma redugdo de aproximadamente 83%. A
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reducdo do teor de umidade da biomassa residual apds a extracao pode ser atribuida a a¢ao dos
solventes verdes com a dgua. Solventes polares, como etanol e acido acético, apresentam alta
miscibilidade com a 4gua, favorecendo a sua remocgao e a dos compostos organicos durante a
extracao (Martins ef al., 2013). Além disso, a entrada dos solventes na parede celular contribui
para o arraste de umidade, promovendo uma secagem parcial da biomassa. A baixa umidade
descreve um aspecto importante para o armazenamento e estabilidade do produto.

Por fim, os teores de cinzas foram de 2,4 &+ 0,4% na biomassa integral e 6,4 + 0,05% na
biomassa residual. Esse aumento pode ser explicado pela concentracdo de minerais apos a
remocao dos compostos organicos (lipidios e proteinas), ou ainda pela presenca residual de sais
provenientes da extracao.

Portanto a biomassa de R. mucilaginosa compreende uma importante fonte de lipidios,
proteinas e compostos bioativos como os carotenoides. Assim como em outros microrganismos,
como microalgas (Zheng, 2024) a presenca de proteinas permite seu uso em dietas vegetarianas
e veganas ou em suplementos alimentares, por exemplo. Podem ser aplicadas também na
industria cosmética e farmacéutica, como base proteica, agente bioativo ou fonte de
aminoacidos essenciais. O aproveitamento integral dessa biomassa contribui também para a
sustentabilidade de processos biotecnoldgicos, promovendo a valorizacdo de coprodutos

agroindustriais e a reducao de residuos industriais.

5.5.2. Microscopia de varredura (MEV)

O MEV ¢ um instrumento usado para a observagdo e andlise de caracteristicas
microestruturais de objetos solidos em alta resolugao (Dedavid, 2007). A Figura 19 mostra as
micrografias obtidas por Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) em trés condi¢des
distintas da biomassa de R. mucilaginosa: integral (a—c), pré-tratada com moinho de facas (d—
f) e biomassa residual apds extragdo lipidica (g—i).

No presente estudo, a andlise por MEV foi aplicada para observar as alteragdes
morfoldgicas da biomassa de R. mucilaginosa em diferentes etapas do processo. Nas imagens
da biomassa integral (a, b e ¢), observa-se a morfologia caracteristica de leveduras, com células
de formato ovalado, superficie lisa e estruturas intactas, indicativas de uma biomassa que nao
foi processada mecanicamente, mesmo aspecto observado por Has et al. (2020) para a biomassa
das leveduras Hanseniaspora uvarum e Hanseniaspora guilliermondii que para sua preservacao

foram congeladas (-80 °C) e liofilizadas.
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Figura 19 - Microscopia de varredura da parede celular da biomassa de R. mucilaginosa. a, b,
c: biomassa integral. d, e, f : biomassa pré-tratada. g, h, i: biomassa residual.

Nas imagens da biomassa processada pelo moinho de facas (Figura 19 d, e, ), observou-
se uma leve degradagdo na estrutura, com sinais superficiais de deformagdes celulares,
sugerindo o inicio da ruptura mecanica. Apesar disso, algumas células ainda mantém parte de
sua estrutura morfologica, o que pode estar relacionado a ruptura promovida por esse tipo de
moagem.

Por fim, nas imagens da biomassa ap6s ruptura e extracdo (biomassa residual) (Figura
19 g, h e i), observa-se uma estrutura celular com aparéncia deformada e a presenga de vactolos,
indicando espacos intracelulares vazios. Essas estruturas sugerem que o conteudo celular,
principalmente os lipidios, foram removidos durante a etapa de extracdo. A perda do conteudo
interno e a degradagdo da parede celular sdo consistentes com um processo eficiente de ruptura

€ extracao.

5.5.3. Analise termogravimétrica (TGA)

A TGA também foi feita para estudar o efeito do aumento da temperatura na biomassa
integral de R. mucilaginosa. Na Figura 20 ¢ possivel observar que houve comportamento da

biomassa em uma faixa de temperatura que compreendeu os 100 °C a 600 °C.
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Figura 20 - Perfil de decomposi¢do térmica da biomassa de R. mucilaginosa
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A partir da Figura 20 ¢ possivel observar que a curva de TGA apresentou 3 eventos de
perda de massa. A primeira etapa ocorre em torno de 100 °C, correspondente a evaporacdo da
agua livre presente na biomassa, com uma perda de massa proxima de 10%. Esse valor ¢
coerente com o teor de umidade determinado gravimetricamente em estufa a 105 °C (11,1%).

A segunda regido, entre 250 °C e 400 °C, ¢ atribuida a decomposi¢do dos principais
constituintes organicos da biomassa como lipidios, carboidratos e proteinas e correspondeu
cerca de 60 % de perda de massa, teor semelhante ao encontrado por Benerjee ef al. (2021), que
obteve o teor de 63% onde caracterizou essa fase pela de liberacdo de compostos volateis. A
terceira etapa, iniciada apds 400 °C, refere-se a formagdo de residuos inorganicos, com
estabilizacdo da massa a partir de 550 °C, indicando o conteudo de cinzas residuais, estimado
em aproximadamente 2,5%, mesmo valor obtido a caracterizacdo da biomassa integral.

Dessa forma, os resultados da TGA confirmam a degradacdo térmica em diferentes
faixas de temperatura dos principais componentes quimicos € demonstram que a biomassa
integral de R. mucilaginosa ¢ rica em fragdo organica podendo ser usada para extracao de

compostos organicos ou usada integralmente em processos biotecnolégicos
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6. CONCLUSAO

O presente estudo demonstrou que a levedura Rhodotorula mucilaginosa CCT 7688 foi
capaz de produzir biomassa rica em lipidios e carotenoides, a partir de co-produtos
agroindustriais, como melaco de cana-de-agucar e 4gua de maceragdo de milho, onde atingiu a
produ¢io méxima de biomassa de 12,18 1,33 g L'l A técnica de ruptura com esferas de ago
resultou em teores lipidicos de 2,5 a 9,4%, enquanto a aplicagdo de moinho de facas promoveu
incremento de aproximadamente 23% na recuperacao de lipidios.

O uso do delineamento experimental como estratégia para aumentar a recuperagao
lipidica também mostrou resultados satisfatdrios. A condi¢do otimizada pelo DCCR alcangou
o percentual de 26,00 = 1,7 de recuperacao lipidica apresentado um desvio relativo de
aproximadamente 10 %, tendo usado 0,1 g de biomassa, 5 mL de mistura extratora, 0,5 mL
agua destilada, 2 mL de acetato, 3 min de tempo de vortex, 3000 rpm da velocidade de
centrifugacdo, 3 min de tempo de centrifugacdo e uma re-extra¢do, demonstrando que o modelo
teve uma boa capacidade preditiva, visto que o valor encontra-se dentro da margem aceitavel
de variagdo experimental.

O perfil lipidico do 6leo microbiano avaliado sob diferentes condigdes apresentou
predominancia dos acidos graxos oleicos, palmitico e linoleico. O acido oleico foi o mais
abundante, com teores variando entre 51,7 % e 53,6 %. A analise cromatografica confirmou a
presenca de -caroteno (5,4 pg g7') e a concentragdo total de carotenoides no 6leo extraido com
solventes verdes foi de 48,80 ug g

A avaliagdo da composicao proximal revelou que a biomassa integral apresentava
26,3 +0,5% de lipidios, 16,0 +1,0% de proteinas e 55,8% de carboidratos. Apds a extracao
validada, observou-se reducao dos teores de lipidios e proteinas, com aumento proporcional da
fragdo de carboidratos (67,8%) e de cinzas (6,4 = 0,05%). A redug@o da umidade de 11,1% para
1,9% (aproximadamente 83%) contribui para a estabilidade e conservacdo da biomassa,
ampliando suas possibilidades de aplicagdo industrial.

Portanto, o desenvolvimento de um processo sustentdvel baseado no uso de solventes
menos toxicos e co-produtos agroindustriais, aliado a recuperagao eficiente de compostos como
lipidios, refor¢ca o potencial da R. mucilaginosa na biotecnologia para a producdo de
ingredientes funcionais, contribuindo para a valorizagao de residuos e para a bioeconomia

circular.
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RESIDUOS GERADOS E DESTINO

Os residuos gerados foram separados, identificados e posteriormente acondicionados,
aguardando atingir a quantidade minima para solicitagdo de recolhimento pela Coordenagao de

Gestao Ambiental (PROINFRA-FURG).
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SUGESTAO PARA TRABALHOS FUTUROS

- Determinar a estabilidade oxidativa do 6leo extraido nas condi¢des otimizadas durante
0 armazenamento e/ou processamento térmico;

- Investigar o potencial antioxidante, antimicrobiano do 6leo microbiano extraido em
condi¢des otimizadas;

- Avaliar o potencial da biomassa residual como ingrediente funcional rico em fibras e
proteinas em formulagdes alimenticias e suplemento

- Avaliar aspectos microbiologicos e toxicoldgicos da biomassa residual para uso seguro
em alimentos, bem como aplica-la e matrizes alimenticias

- Avaliar a bioacessibilidade e biodisponibilidade dos carotenoides presentes no 6leo em

modelos de digestao simulada.
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