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RESUMO

Leveduras oleaginosas tém se destacado como produtoras de lipidios de interesse indus-
trial como fonte alternativa de producao de lipidios devido & necessidade de reduzir a
dependéncia de recursos fosseis e promover o desenvolvimento de bioprodutos renovéa-
veis. Rhodosporidium toruloides (Rt) é uma levedura oleaginosa promissora porque pode
acumular grandes quantidades de lipidios neutros intracelulares. Esses lipidios tém valor
comercial em diversos setores, incluindo biocombustiveis, producao de alimentos, produtos
quimicos e farmacéuticos. Nesta dissertacao, foram estudados o rendimento da Rt e o
rompimento da parede celular para posterior extracao lipidica. A ruptura da parede
celular foi realizada de duas formas: via plasma nao térmico e extracao direta do 6leo
por meios quimicos. A morfologia celular foi analisada por microscopia eletronica de
varredura (MEV) antes e depois da ruptura da parede celular por aplicagao de plasma
nao-térmico. As analises do Oleo foram realizadas apos ruptura da parede celular por meio
de espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier (FTIR), e cromatografia
gasosa com detector de ionizacao de chama (CG-FID). O resultado de CG-FID de ambas
as vias de rompimento da membrana celular apresentam maior porcentagem de acido
palmitico e acido oleico e seus derivados, a diferenga pode ser notada na quantidade desses
acidos graxos presentes em cada amostra, com tratamento a plasma é possivel observar
valor elevado da concentragao de acido palmitico em detrimento do tratamento com &cido.
O tratamento com plasma nao-térmico mostrou-se eficiente na quebra com periodo de
exposicao de b minutos, e o dleo extraido fica solido a temperatura ambiente, em torno de
24 °C. Com a técnica de MEV foi possivel observar a morfologia e os danos causados a
parede celular do o Rt, com espectros de FTIR confirmando a presenca de acido palmitico
e acido oleico na composicao dos lipidios extraidos. Por fim, as duas amostras de 6leo
extraidas, com rompimento via plasma e via dcido, por solventes quimicos foram testadas
como lubrificante entre um par tribolégico de esfera e placa de ago 316L. em atmosfera
ambiente em uma trilha de 1 mm com forca normal de 5N e frequéncia de 1Hz. Neste
contexto, os resultados indicaram uma redugao mais significativa no coeficiente de atrito
para o 6leo obtido via plasma nao-térmico. A composicao quimica deste 6leo foi analisada
para melhor elucidar os resultados obtidos.

Palavras-chave: Rhodosporidium toruloides; Plasma nao-térmico; Rompimento de parede
celular; Lipidios.



LIPID EXTRACTION BY CELL MEMBRANE DISRUPTION USING
NON-THERMAL PLASMA: AN ALTERNATIVE APPROACH FOR
SUSTAINABLE LIPID PRODUCTION

ABSTRACT

Oleaginous yeasts have gained prominence as lipid producers of industrial interest, serving
as an alternative lipid production source due to the need to reduce dependency on fossil
resources and to promote the development of renewable bioproducts. *Rhodosporidium
toruloides™ (Rt) is a promising oleaginous yeast because it can accumulate large quantities
of intracellular neutral lipids. These lipids have commercial value in various sectors,
including biofuels, food production, chemicals, and pharmaceuticals. In this dissertation,
the yield of Rt and the disruption of the cell wall for subsequent lipid extraction were
studied. Cell wall disruption was carried out in two ways: via non-thermal plasma and
direct oil extraction by chemical means. The cell morphology was analyzed by scanning
electron microscopy (SEM) before and after cell wall disruption through the application of
non-thermal plasma. Oil analyses were performed after cell wall disruption using Fourier-
transform infrared spectroscopy (FTIR) and gas chromatography with flame ionization
detection (GC-FID). The GC-FID results from both methods of cell membrane disruption
showed a higher percentage of palmitic acid and oleic acid and their derivatives. The
difference could be noted in the amount of these fatty acids present in each sample,
with plasma treatment showing a higher concentration of palmitic acid compared to acid
treatment. The non-thermal plasma treatment proved efficient in breaking the cell wall with
an exposure period of 5 minutes, and the extracted oil remains solid at room temperature,
around 24 °C. The SEM technique allowed for the observation of the morphology and the
damage caused to the Rt cell wall, with FTIR spectra confirming the presence of palmitic
acid and oleic acid in the composition of the extracted lipids. Finally, the two extracted
oil samples, with cell wall disruption via plasma and via acid, using chemical solvents,
were tested as a lubricant between a tribological pair of a ball and a 316L steel plate in
an ambient atmosphere on a 1 mm track with a normal force of 5N and a frequency of
1Hz. In this context, the results indicated a more significant reduction in the coefficient of
friction for the oil obtained via non-thermal plasma. The chemical composition of this oil
was analyzed to better elucidate the obtained results.

Keywords: Rhodosporidium toruloides; Non-thermal Plasma; Cell Wall Disruption; Lipids.
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1 INTRODUCAO

As moléculas de lipidios sdo compostos organicos que desempenham fungoes essen-
ciais nos seres vivos. Elas sdo caracterizadas por serem insoluveis em dgua e soltveis em
solventes organicos, como hexano, cloroférmio e alcool (DAVID; MICHAEL, 2022). As
funcoes dos lipidios desempenham um papel essencial em processos biolégicos, como no
armazenamento e liberagdo de energia, isolamento térmico, formagao de barreiras celulares,
transporte de emissao lipossoluveis, sinalizagao celular e protecao contra danos oxidativos
(MOLINARO et al., 2013). Essas fungoes dos lipidios sdo essenciais em processos biolégicos,
como o armazenamento e a liberacao de energia, isolamento térmico, formacao de barreiras
celulares, transporte de substancias lipossoliiveis, sinalizagao celular e protecao contra
danos oxidativos (MOLINARO et al., 2013). Além disso, estudos relatam seu uso como bio-
lubrificantes, surfactantes, carregadores de ativos e em diversas outras areas relacionadas
a saide (TAJAU et al., 2021). No Brasil, existem 6leos essenciais de plantas amazonicas
com propriedades cicatrizantes e anti-inflamatorias, além de 6leos de plantas estrangeiras,
como o de girassol. Esses 6leos sao ricos em acidos graxos, especialmente oléico, linoléico
e linolénico, com potencial de aplicacdo em cicatrizagao. Alguns 6leos vegetais, como
6leo de soja, jojoba e azeite, sao amplamente usados no desenvolvimento de biomateriais
poliméricos devido a presenca de insaturacoes, que facilitam a reagdo com grupos reativos,
permitindo a produgdo de poliuretanos, elastémeros e adesivos (TAJAU et al., 2021;
FARIAS, 2021). A busca por fontes e alternativas de lipidios tem se intensificado devido a
necessidade de reduzir a dependéncia de recursos fosseis e promover o desenvolvimento
de bioprodutos renovaveis. Nesse contexto, as leveduras oleaginosas tém se destacado
como produtoras de lipidios de interesse industrial (LIMA et al., 2024). Rhodosporidium
toruloides (Rt) é um microrganismo unicelular pertencente ao reino dos fungos e a classe
dos basidiomicetos, uma espécie de levedura capaz de acumular altas quantidades de
lipidios intracelulares, apresentando um potencial significativo. Esses lipidios podem ser
usados, como matéria-prima na produgao de produtos de alto valor agregado (WEN et
al., 2020). O Rt é capaz de utilizar uma ampla gama de substratos, incluindo agucares,
carboidratos e residuos agroindustriais, como fontes de carbono, como por exemplo bagaco
de cana-de-acucar e bagaco de milho, dentre outros. Possui uma elevada tolerancia a
diferentes condi¢oes ambientais, incluindo pH, temperatura, salinidade e disponibilidade
de nutrientes (CASSA-BARBOSA, 2012). Dentre essas leveduras, destaca-se a capacidade
de actimulo de lipidios intracelulares em altas proporcoes, sob condi¢oes limitadas de
nutrientes, tornando-as candidatas promissoras para a produc¢ao de biomassa rica em
lipidios. Esses lipidios podem ser posteriormente convertidos em biocombustiveis, entre
outras aplicagoes (TEODORO, 2015). A parede celular é uma estrutura resistente que

envolve as células de levedura e desempenha um papel importante na protecao e estabili-



dade da célula. No entanto, o distturbio controlado da parede celular pode ser desejavel
em varias aplicagoes biotecnolégicas, como a aquisicao de compostos intracelulares de
interesse ou a liberagao de enzimas produzidas por essas leveduras, como por exemplo o
Rt (BOUZON; GARGIONI; OURIQUES, 2010). Dentre os métodos convencionais para
o rompimento de paredes celular de leveduras, tem-se o tratamento quimico e o choque
térmico. O tratamento quimico envolve o uso de compostos quimicos para enfraquecer
ou dissolver a parede celular da levedura. Agentes quimicos como acidos, bases fortes,
detergentes ou solventes organicos podem ser usados para alterar a estrutura da parede
celular e permitir seu colapso. O choque térmico consiste em submedidas como células
fermentadas a ciclos alternados de aquecimento e resfriamento rapidos. Essa variacao de
temperatura pode causar ruptura da parede celular, devido a diferenca de dilatagao e
contragao entre a parede celular e o citoplasma (PAESE; MARCZAK, 2016). O colapso
da parede celular de levedura usando plasma nao-térmico é uma abordagem alternativa e
inovadora na biotecnologia. O plasma nao-térmico é uma fonte de energia composta por
espécies reativas de oxigénio, nitrogénio e outros radicais que sao gerados a partir de gases
ionizados. Essas espécies reativas tém a capacidade de interagir com as células vivas e
podem causar efeitos como a ruptura da parede celular (NISHIME et al., 2017; PANNGOM
et al., 2014). O plasma nao-térmico é um estado altamente ionizado da matéria, composto
por um gas neutro contendo elétrons livres e ions positivos. A descarga elétrica aplicada
ao gas cria um ambiente de alta energia, no qual ocorrem reacoes quimicas, iniciacao de
espécies e formacao de radicais altamente reativos. Essas caracteristicas tornam o plasma
nao-térmico uma ferramenta poderosa para uma variedade de aplicagoes, como esterilizacao
de equipamentos médicos, tratamento de superficies, degradacdo de poluentes, entre outros
(WHEELER, 2020). O uso de plasma nao-térmico tem despertado grande interesse nas
ultimas décadas devido as suas propriedades tinicas e ao potencial de aplicagao em diversas
areas, como medicina, industria, meio ambiente e ciéncia dos materiais. Diferentemente
do plasma térmico convencional, no qual a temperatura ¢é elevada, o plasma nao-térmico
permite a geracao de reacdes quimicas e modificacoes de superficie com temperaturas
préximas ao ambiente (PASSOS, 2018). Este trabalho objetiva utilizar plasma nao-térmico
para rompimento de parede celular de levedura oleaginosa, o Rhodosporidium toruloides,
extrair e caracterizar o lipidio intracelular para aplicagoes futuras. A utilizacao de Rt
como uma fonte de lipidios renovaveis nao apenas reduz a dependéncia de recursos foésseis,
mas também oferece uma alternativa ambientalmente amigavel, promovendo a transicao
para uma economia mais sustentavel. Ao explorar as propriedades e aplica¢oes do plasma
nao-térmico, visamos contribuir para o desenvolvimento de tecnologias mais eficientes,
sustentaveis e seguras para a etapa de recuperacao dos lipideos intracelular e assim uma

possivel aplicagdo para area da engenharia biomédcia (WHEELER, 2020).
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1.1 Proposta da Dissertacao

O objetivo da presente dissertacdo de mestrado é objetivo utilizar plasma nao-
térmico para rompimento de parede celular da levedura oleaginosa, o Rhodosporidium
toruloides, extrair e caracterizar o lipidio intracelular para aplicagoes futuras na area de

engenharia biomédica. Para isso, propoe-se:

o Obter lipidio a partir da levedura Rhodosporidium toruloides;

o Analisar a superficie celular e da morfologia do Rhodosporidium toruloides com a

técnica de microscopia eletronica de varredura (MEV);

o Identificar nas amostras, com extracao da parede celular via plasma nao-térmico e
via acido, bandas caracteristicas presentes através da técnica de espectroscopia no

infravermelho por transformada de Fourier (FTIR-ATR);

 Identificar a porcentagem de cada acido graxo presente nas amostras, com extracao da
parede celular via plasma nao-térmico e via acido, através da técnica de cromatografia

gasosa com detector de ionizagdo de chama (CG-FID);

» Verificar o coeficiente de atrito de ambas amostras para aplicagoes futuras.

1.2 Justificativa da Dissertacao

O Rhodosporodium toruloides é uma levedura oleaginosa promissora devido a sua
capacidade de acumular grandes quantidades de lipidios neutros intracelulares, como trigli-
cerideos e carotenoides. Esses lipidios tém valor comercial em varias industrias, incluindo
biocombustiveis, producao de alimentos, produtos quimicos, farmacéuticos e engenharia
biomédica. O uso do plasma nao-térmico para o rompimento da parede da levedura oferece
a vantagem de preservar os componentes intracelulares de interesse. Ao contrario de méto-
dos mais agressivos, essas técnicas minimizam o aquecimento excessivo e a desnaturacao
de proteinas, enzimas e outros compostos sensiveis. Isso é especialmente relevante para
aplicagbes que protegem a preservacao da atividade bioldgica desses componentes. Ao con-
trario de outros métodos convencionais de extracao, que utilizam produtos quimicos para
o rompimento da parede celular, o plasma nao-térmico nao requer a adicao de reagentes
quimicos externos. Isso pode ser adotado em termos de seguranca, reducao de custos e
impacto ambiental, tornando-o uma abordagem mais sustentavel, que pode ser facilmente
adaptada para operacoes em larga escala. Essa técnica tem sido amplamente estudada e

aplicada em diferentes setores industriais, com potencial de escalabilidade.
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1.3 Estrutura da Dissertacao

Com o intuito de atingir a proposta descrita na subsecdo 1.1, a presente dissertacao

estd estruturada em:

o Capitulo 2: Este capitulo revisa a literatura relevante para a pesquisa, abordando
topicos como a estrutura e funcao dos lipidios, caracteristicas e cultivo de leveduras
oleaginosas, principios do plasma nao-térmico e métodos convencionais de extragao

de lipidios.

« Capitulo 3: Este capitulo descreve detalhadamente os materiais e a metodologia
utilizada na pesquisa, incluindo os meios de cultura do Rhodosporidium toruloides,
analises de densidade 6ptica e aglicares redutores, técnicas de rompimento de parede

celular, e métodos de extragao e caracterizagao dos lipidios.

o Capitulo 4: Este capitulo apresenta os resultados obtidos ao longo da pesquisa, in-
cluindo dados de fermentacao, analises morfologicas e quimicas dos lipidios extraidos,
bem como os resultados das comparacoes entre os métodos de rompimento de parede

celular.

o Capitulo 5: Este capitulo discute as conclusdes da pesquisa, destacando a eficacia do
plasma nao-térmico no rompimento da parede celular e na extracao de lipidios, além

de sugerir possiveis aplicagoes e dire¢oes futuras para pesquisas adicionais.

Por fim, o Apéndice A sao apresentados o cromatograma e tabela da analise de dleo
extraido do Rhodosporidium toruloides utilizando o método de rompimento via plasma nao-
térmico. O Apéndice B apresenta os cromatogramas e tabelas das andlises de 6leo extraido
do Rhodosporidium toruloides utilizando o método de rompimento via convencional com

acido sulftrico.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Lipidios

As moléculas de lipidios s@o compostas principalmente por carbono, hidrogénio e
oxigénio, e sua estrutura bésica é formada por um esqueleto de glicerol (um alcool) ligado
a copos de gordura. Os acidos graxos sao cadeias hidrocarbonadas longas, geralmente
compostas por um nimero par de a&tomos de carbono, com um grupo carboxila (-COOH) na
extremidade (BERG et al., 2002). Existem varios tipos de lipidios, incluindo triglicerideos,
fosfolipidios, esteroides, ceramidas e carotenoides, entre outros. Cada tipo de lipidio possui
uma estrutura e fungdo especifica (SOUTO et al., 2011). Os triglicerideos sao a forma
mais comum de lipidios e operam principalmente como reserva de energia nos organismos.
Eles sao compostos por trés proteinas dietéticas ligadas a uma molécula de glicerol. Os
fosfolipidios sao componentes essenciais das membranas celulares, que possuem uma
cabeca polar hidrofilica e duas caudas hidrofébicas de acidos graxos. Os esteroides sao
lipidios que possuem uma estrutura caracteristica de quatro anéis de carbono. O colesterol
é um exemplo conhecido de esteroide e desempenha papéis importantes na estrutura
celular e como precursor de hormonios esteroides. As ceramidas sao lipidios encontrados
nas membranas celulares e desempenham um papel fundamental na sinalizagao celular
(BERG et al., 2002). Os carotenoides sao pigmentos lipidicos encontrados em plantas
e alguns organismos, sao responsaveis pela coloragao alaranjada, possuem propriedades
antioxidantes e podem exercer fungdes de protegao contra a radiagdio UV (BERG et al.,
2002). A forma bésica de um lipidio sdo os acidos graxos, suas propriedades fisicas e
quimicas podem ser diversificadas e dependem da estrutura molecular, variando de acordo
com o tamanho da cadeia carbonica e a presenca de insaturacoes, na Tabela 1 estao
representados os principais dcidos graxos (GOMES et al., 2022; RODRIGUES, 2022).

Na Tabela 1, é possivel observar a formula molecular simplificada de cada acido
graxo, juntamente com seu nome e ponto de fusao. O acido estearico destaca-se por
possuir a segunda maior cadeia carbonica entre os demais, sendo completamente saturado
e apresentando o maior ponto de fusao listado na Tabela 1. Ja o 4dcido araquidonico possui
a maior cadeia carbonica e o maior nimero de insaturacoes, resultando no menor ponto
de fusd@o em comparagao com os outros acidos graxos listados na tabela. Por outro lado, o
acido palmitico, com 16 carbonos em uma cadeia totalmente saturada, possui um ponto
de fusao elevado de 63 °C, o que o torna um 6leo com aparéncia sélida a temperatura
ambiente, conforme indicado na Tabela 1. Finalmente, o 4cido oleico, com 18 carbonos na
cadeia e uma Unica insaturagdo central, apresenta um ponto de fusao mais baixo de 13 °C,

0 que resulta em um 6leo com aspecto liquido a temperatura ambiente.
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Tabela 1 — Férmula molecular, nomenclatura e ponto de fusao de acidos graxos estudados.

Simbolo Férmula molecular Nome sistematico/comum Fusao (°C)
P Ty coon

12:0 HiC Dodecandico/Laurico 44
COOH

14:0 HaC Tetradecandico/Miristico 54
H.C /\/\/\/\/\/\/\/COOH

16:0 ? Hexadecanéico/Palmitico 63
e e N\ N W W V'S coon

18:0 e Octadecanéico/Estearico 70

i e TN N SN B0
18:1 9-octadecendico/ Oleico 13

/\/\/=\/=\/\/\/\/COO>-
HiC

18:2 cis,cis-9,12-octadecadiendico/Linoleico -5
HEC\A/WCOOP

18:3 cis,cis,cis-9,12,15-octadecatriendico/Linolénico -11
— = — —_ COOH

20:4 me cis,cis,cis,cis-5,8,11,14-icosatetraendico/ Araquidonico -49

Fonte: Modificado de (RODRIGUES, 2022).

2.2 Levedura

A levedura Rhodosporidium toruloides tem uma capacidade notavel de acumular
lipidios intracelulares, como pode ser observado na Figura 1, sendo capaz de converter
eficientemente substratos como aguicares, glicerol e residuos agroindustriais em triglicerideos,
que sao os principais compostos lipidicos de armazenamento. Essa capacidade de acumular
lipidios em alta quantidade faz dela uma excelente candidata para a producao de biodiesel
e outros produtos relacionados (PARK; NICAUD; LEDESMA-AMARO, 2018).

A Figura 1 apresentada mostra células de Rhodosporidium toruloides submetidas
a condicoes que induzem o acumulo gradual de lipidios intracelulares ao longo do tempo.
Observa-se que, nas imagens a-f, hd um aumento progressivo na intensidade e no volume
das regides fluorescentes dentro das células, indicando o aciimulo de lipidios. Na imagem
(a), as células apresentam pequenos pontos fluorescentes, sugerindo o inicio da formagao
de goticulas lipidicas. A medida que o tempo avanca, conforme mostrado nas imagens
subsequentes (b-f), hd4 um aumento tanto no nimero quanto no tamanho dessas goticulas,

o que reflete um actimulo significativo de lipidios(NICAUD et al., 2017).

A capacidade de utilizar uma ampla variedade de substratos como fonte de carbono
e energia possibilita o crescimento e a metabolizacao de diferentes agiicares, como glicose,
sacarose e xilose, bem como outros compostos carbonados, como glicerol e acidos graxos.
Essa versatilidade a torna uma candidata atraente para a producao de bioprodutos a
partir de fontes renovaveis e residuos agroindustriais (WEN et al., 2020). A tolerancia
a uma ampla gama de condigbes ambientais, pode crescer e sobreviver em uma faixa
ampla de pH, temperatura e salinidade. Além dos lipidios, como vantagem a Rt também é
capaz de produzir outros compostos de interesse como por exemplo, carotenoides, que sao

pigmentos naturais com aplicagoes em alimentos, cosméticos e produtos farmacéuticos. Essa
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Figura 1 — Levedura Rhodosporidium toruloides com actimulo de lipidios intracelulares, contendo
o aumento gradual ao passar do tempo, sendo (a) como inicial e (f) como final.

Fonte: (NICAUD et al., 2017)

levedura tem a capacidade de produzir enzimas, proteinas e outros metabélitos de interesse
(MUSSAGY et al., 2022; WEN et al., 2020). Como qualquer organismo utilizado em
processos biotecnoldgicos, ela enfrenta limitagdes que podem afetar sua eficacia e eficiéncia
na producao de lipidios. A eficiéncia com que a Rt converte substratos (alimentagao)
em lipidios pode variar dependendo da composi¢cao do meio de cultivo, da presenca de
inibidores e da concentracao de nutrientes. Substratos de baixa qualidade ou a presenca
de compostos toxicos podem reduzir a eficiéncia da conversao (RABELO; PRADELLA;
IENCZAK, 2019). Os custos associados ao cultivo de R, incluindo o meio de cultivo,
controle de condigoes ambientais (temperatura, pH, oxigénio), e a extragdo subsequente
de lipidios podem ser proibitivos, especialmente em grande escala. A busca por meios de
cultivo econdémicos e métodos de extracao eficientes é essencial para tornar a producao
comercialmente vidvel (RABELO; PRADELLA; IENCZAK, 2019). A taxa de crescimento
e a densidade celular alcangavel em fermentacoes podem limitar a quantidade total de
lipidios produzidos. Cepas de crescimento lento ou condi¢oes sub6timas de cultivo podem
resultar em processos de producao longos e menos eficientes (RABELO; PRADELLA;
IENCZAK, 2019). A manipulagao genética para melhorar a capacidade de produgao de
lipidios pode enfrentar desafios relacionados a estabilidade genética. Alteragoes genéticas
que aumentam a producao de lipidios podem afetar outras caracteristicas celulares, como
a taxa de crescimento ou a resisténcia a estresses ambientais (RABELO; PRADELLA;
IENCZAK, 2019). A ruptura eficaz da parede celular para extracao de lipidios pode ser
dificil. Métodos fisicos e quimicos tém suas préprias limitagoes, como o custo, eficiéncia
e potenciais danos aos lipidios extraidos (RABELO; PRADELLA; IENCZAK, 2019). A
sensibilidade de Rt a variagdes nas condi¢oes ambientais, como mudancas de temperatura,

pH, e concentracgoes de oxigénio, pode afetar seu metabolismo e, por consequéncia, a
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acumulacao de lipidios (RABELO; PRADELLA; IENCZAK, 2019). O uso de substratos
que competem com a cadeia alimentar humana ou animal para o cultivo de Rt pode
levantar questoes éticas e de sustentabilidade, além de potencialmente aumentar os custos
(RABELO; PRADELLA; IENCZAK, 2019). A superacao dessas limitagoes requer pesquisa
continua, e poderao ser temas para trabalhos futuros para otimizar as condigdes de cultivo,
desenvolver métodos de extragao mais eficientes e possivelmente modificar geneticamente

as cepas de Rt para melhorar sua eficiéncia produtiva e estabilidade genética.

2.3 Plasma Nao-Térmico

O plasma nao-térmico pode ser gerado utilizando diferentes métodos, tais como
descargas elétricas, radiofrequéncia, laser e micro-ondas. O processo geralmente comeca
com a introdugao de um gas neutro na camara de plasma. Em seguida, ¢é aplicada uma fonte
de energia para ionizar o gas e gerar o plasma. A energia fornecida pode ser suficiente para
ionizar completamente os atomos ou apenas para ionizar uma fracao deles, dependendo do
tipo de plasma desejado (STRYCZEWSKA, 2020). A ionizagdo ocorre quando a energia
fornecida é suficiente para remover elétrons dos atomos, criando ions positivos, negativos e
elétrons livres. Esses elétrons livres possuem uma alta energia cinética e sao considerados a
componente "quente'do plasma. Por outro lado, os atomos e moléculas do gas mantém uma
temperatura mais baixa e sdo considerados a componente "fria"do plasma (SCHOLTZ et al.,
2015; STRYCZEWSKA, 2020). Uma vez formado, o plasma nao-térmico exibe propriedades
fisicas e quimicas peculiares. Os elétrons livres tém alta mobilidade e alta energia, o que
lhes permite colidir com outras moléculas e atomos, gerando espécies reativas como
radicais livres, ions e moléculas excitadas. Essas espécies reativas sao altamente reativas e
podem interagir com outras moléculas presentes no sistema, iniciando reagdes quimicas
ou modificando as propriedades dos materiais (ALMEIDA, 2023). As espécies reativas no
plasma nao-térmico desempenham um papel importante em varias aplicacoes. Por exemplo,
em aplicagoes de esterilizacao e descontaminacao, as espécies reativas podem reagir com
componentes biolégicos, danificando e inativando microrganismos, como bactérias, fungos
e virus. Isso ocorre por meio de processos de oxidacao e quebra de ligacdes quimicas
essenciais nas células microbianas (NISHIME et al., 2017; PANNGOM et al., 2014). Um
aspecto importante do plasma nao-térmico é sua capacidade de operar em temperaturas
relativamente baixas. Isso é particularmente relevante em aplicacoes biomédicas, onde o
calor excessivo pode danificar materiais sensiveis, como tecidos biologicos ou dispositivos
médicos (PINA, 2022).

2.4 Solventes Organicos

Um solvente organico é uma substancia quimica que tem a capacidade de dissolver,

dispersar ou extrair outras substancias organicas. Esses solventes sao compostos principal-
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mente por carbono e hidrogénio, podendo também conter outros elementos como oxigénio,
gases, enxofre, entre outros (BELUSSO, 2022). Os solventes orgénicos possuem proprieda-
des que facilitam a solubilizacao de lipidios, proteinas e outros compostos presentes na
parede celular. Eles podem atuar de diferentes maneiras, dependendo da composicao e
estrutura da parede celular da espécie em estudo. Alguns solventes organicos comumente
utilizados incluem alcoéis (como etanol e isopropanol), éteres (como éter etilico), acetona,
metanol, hexano, entre outros (MEROICO, 2023). A utilizagdo de solventes organicos
para extracao dos lipidios apds o rompimento da parede celular pode ser feita por meio
de diferentes técnicas, como maceracao, banhos de sonificacao ou agitacdo em vortice. A
escolha da técnica e do solvente especifico depende das caracteristicas da parede celular,
do tipo de célula e dos componentes intracelulares desejados (ALVES, 2022). A utilizagao
de solventes organicos para extracao de algum produto intracelular de interesse pode
afetar a integridade e atividade de alguns componentes celulares, como enzimas e proteinas
especificas. Portanto, é necessario considerar a compatibilidade dos solventes com os

componentes intracelulares de interesse (ALVES, 2022).

2.5 Acidos graxos na Engenharia biomédica

Os acidos graxos sao moléculas orgéanicas e versateis que podem ser aplicados em
diversas areas. Na engenharia biomédica as aplicagoes sao encapsulamento, onde esse
lipidio pode fazer o carregamento de um farmaco em caso de problemas na articula¢oes
como artrose ¢ indicado o uso de proteses, no caso da prétese metalica o bio 6leo pode ser
empregue como lubrificante, outra possivel aplicacao é como surfactante para formulacao,
possibilitando a interacao entre meios hidrofébicos e hidrofilicos(VYVER et al., 2020;
TAJAU et al., 2021; FARIAS, 2021).

Acidos graxos presentes em o6leos naturais, como o 6leo de palma que possui
partes magoritarias de acido palmitico e oleico, sdo matérias-primas valiosas para o
desenvolvimento de materiais poliméricos avangados, incluindo resinas de revestimento,
nanoparticulas, scaffolds, nanocompdésitos e técnicas de litografia. A estrutura quimica
do 6leo de palma, que contém cadeias de hidrocarbonetos, ligagoes duplas de carbono
e ligacgoes éster, permite a modificagao e aperfeicoamento dessas estruturas para novos
materiais. Além disso, acidos graxos, ésteres metilicos, alcoois graxos e aminas graxas
derivados do 6leo de palma sao fundamentais na producao de poliuretanos, surfactantes e
lubrificantes, desempenhando um papel na sustentabilidade ambiental. O éleo de palma
também tem sido objeto de pesquisas para entrega de medicamentos, com técnicas como
microemulsao e nanoemulsao permitindo a criagao de particulas com menos de 500 nm,
luteis para diversas formas de administracao de medicamentos, especialmente no tratamento
do céncer de mama(TAJAU et al., 2021).

Os acidos graxos saturados, como o acido palmitico, e os acidos graxos insaturados,
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como o acido oleico, estao presentes no liquido sinovial, o lubrificante natural das articula-
¢oes sinoviais do corpo humano. Devido a sua presenga no liquido sinovial, esses acidos
graxos podem ter aplicacoes como lubrificantes, sendo possivel estudar sua aplicagdo direta
nas articulagoes para reposicao ou em proteses metdlicas, como por exemplo utilizando o

ago 316L, contribuindo assim para a preservagao das articulagoes(VYVER et al., 2020).

O aco 316L é amplamente utilizado em aplicagoes de saude publica, incluindo como
material para préteses e implantes médicos.Existem preocupacgoes substanciais quanto aos
efeitos da metalose, que ocorre devido a infiltracdo de particulas provenientes do desgaste
de implantes metalicos. A metalose, pode ser observado um caso desse na Figura 2 pode
comprometer tanto os tecidos quanto os ossos, levando a complicagoes como infecc¢oes e
necrose tecidual, em razao da corrosao do material, o que ¢é frequentemente relacionado ao
uso inadequado de metais em implantes permanentes em contato prolongado com fluidos
corporais (SENE et al., 2023; SAYED-NOOR; SJ6DéN, 2010).

Figura 2 — Metalose em articulagao.

Fonte: (SAYED-NOOR; SJ6DéN, 2010)

Diversos microrganismos, incluindo bactérias, leveduras e fungos filamentosos, sao
capazes de produzir compostos metaboélicos, como por exemplo acidos graxos. Entre esses
compostos, os que possuem propriedades surfactantes, ou seja, que reduzem a tensao
superficial e tém alta capacidade de emulsificacdo, sdo conhecidos como biossurfactantes.
Estes biossurfactantes sao moléculas anfipaticas, com uma parte hidrofébica e outra

hidrofilica, o que lhes permite se distribuir nas interfaces entre fluidos com diferentes niveis
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de polaridade. Devido a essas propriedades, os biossurfactantes tém uma ampla gama de
aplicacoes industriais, como detergéncia, emulsificagao, lubrificacao, formacao de espuma,
molhagem, solubilizacao e dispersao de fases. A presenca de dcidos graxos na estrutura
dos biossurfactantes é vantajosa, pois esses dcidos desempenham um papel crucial no
metabolismo humano, servindo como precursores de substancias como as prostaglandinas,
que tém func¢oes importantes, incluindo a protecao da mucosa gastrica, aumento do fluxo

renal e regulacao das fungdes endécrinas(ALVES et al., 2019).
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3 MATERIAIS E METODOS

Os materiais e métodos utilizados nesta dissertagao, descritos nesta se¢ao, estao
ilustrados na Figura 3. Inicialmente, Rhodosporidium toruloides (Rt) é cultivado e seu
crescimento é monitorado utilizando anélises de densidade éptica (DO) e do acido 3,5-
dinitrosalicilico (DNS). Apéds a etapa de andlise, as células de Rt passam por dois diferentes
métodos de tratamento para rompimento da parede celular do microrganismo: tratamento
a plasma nao-térmico e tratamento com acido sulftrico. Em ambos os casos, a extragao de
lipidios é realizada utilizando uma solucao de solventes organicos. Os lipidios extraidos
sao entao caracterizados para avaliar sua morfologia e composicao quimica. Finalmente, os
lipidios sao aplicados em testes de atrito para investigar suas propriedades triboldgicas,
fornecendo uma compreensao abrangente das suas potencialidades e limitagdes como

bio-lubrificantes.

Tratamento a Extracfio via
plasma nio- solvente
térmico orgiinico

S 3 Aplicacio:
Anilise de DO .
M eDNS Atrito

Tratamento Extraciio via
com acido solvente Caracterizac¢io
sulfiirico organico

Figura 3 — Fluxograma delineando a divisdo desta secao.

Fonte: A Autora (2024)

Os procedimentos descritos a seguir foram conduzidos no Instituto de Pesquisa e
Desenvolvimento da Universidade do Vale do Paraiba, localizado em Sao José dos Campos,

Sao Paulo.

3.1 Fermentacao

Essa secao descreve os procedimentos detalhados utilizados para cultivar Rhodos-
poridium toruloides, monitorar seu crescimento durante o processo de fermentacao. A
subsecao 3.1.1 fornece informagoes sobre os diferentes meios de cultura utilizados e as
condicoes de crescimento. Em seguida, a subsecao 3.1.2 detalha a metodologia empregada
para monitorar o crescimento celular. Finalmente, a subsecao 3.1.3 descreve o procedimento

para a quantificacdo dos agucares redutores no meio de fermentacao.
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3.1.1 Meios de Cultura do Rt

Uma linhagem de Rhodosporidium toruloides, CCT 0783 com nivel de biosseguranca

1, fornecida pela Fundacao André Tosello foi disposta em todos os cultivos.

O pré-indculo foi utilizado meio Saboraund 0,12 g e 4 mL de agua destilada,
conforme descrito no rotulo, para fim de melhor aeracao foi preparado uma solucao de 40
mL com a mesma concentracao, armazenada em um erlenmeyer de 125 mL e esterilizada na
autoclave vertical CS Prismatec a 121 °C por 15 min, ap6s a solucao chegar a temperatura

ambiente foi inoculada com uma al¢a metalica de platina.

O frasco inoculado permanece no agitador de incubadora INFORS HT modelo

Ecotron com temperatura em 28,5 °C por 48 h e 180 rpm.

O preparo do in6culo utiliza a receita adaptada de Pradella (1980) da Tabela 2, com
a massa dos reagentes para 36 mL em um erlenmeyer de 250 mL, essa solucao ¢é esterilizada
na autoclave vertical CS Prismatec a 121 °C por 15 min, ao chegar a temperatura ambiente,
¢é adicionada 4 mL da solucdo do pré-tratamento, o frasco permanece no incubador rotativo

INFORS HT modelo Ecotron por 48 h nas mesmas condic¢oes ja citadas anteriormente.

O meio de fermentacao, apds o pré-indculo e indculo, é o meio definido com 360
mL volume final em um erlenmeyer de 2 L, essa solucao é esterilizada na autoclave vertical
CS Prismatec a 121 °C por 15 min, apés estabilizar na temperatura ambiente, adiciona
40 mL do in6culo, o frasco permanece no agitador de incubadora INFORS HT modelo
Ecotron por 96 h, sendo acompanhado com coletas de amostra estéreis para analise de
densidade optica e DNS, a tltima coleta é destinada a massa seca total. O indculo foi
empregue o meio de cultivo definido com a composicao disposta na Tabela 2, pode ser

visto a presenca dos cloretos de calcio e ferro e sodio.

Tabela 2 — Meio definido utilizado nas culturas do Rt.

Reagente Quantidade (g/L)
Glicose 40,00
Extrato de levedura 2,00
Cloreto de calcio 0,02
Cloreto de ferro 3 0,01
Cloreto de sodio 1,00
Sulfato de amonio 1,00
Sulfato de magnésio 2,00
Fosfato monopotassico 1,00
Fosfato de sédio 1,00

Fonte: Adaptado de Pradella (1980)

A levedura Rt possui perfil de acumulo de lipidios intracelulares com a razao entre
carbono e nitrogénio equilibrada pois componente essenciais para o crescimento o celular,

entretanto o nitrogénio precisa ser limitado e a fonte de carbono precisa ser excessiva. A
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formacao do lipidio intracelular ocorre em resposta a necessidade da levedura criar uma

reserva enérgica utilizando a fonte de carbono quando ocorre o esgotamento de nitrogénio
no meio de cultivo (LEITE, 2019).

As culturas foram conservadas em meio Dextrose agar em placa de petri, armaze-
nadas em refrigeragdo em temperatura de 5 °C em média. As etapas de fermentacao entao

representadas na Figura 4.

(a) (b) (c) (d) (¢)

4 ‘ -

Figura 4 — Esquema de fermentacao de Rhodosporidium toruloides (Rt), detalhando as etapas
de processamento e monitoramento do consumo e crescimento do microrganismo. (a)
Cultura de Rt em placa de Petri e coletada com al¢a de platina. (b) Transferéncia do
microrganismo para erlenmeyer. (c¢) Incubagao do pré-indculo. (d) Transferéncia para
erlenmeyer com meio definido. (e) Incubacao do indculo. (f) Transferéncia do meio
definido para erlenmeyer. (g) Incubagdo do meio definido até a fermentagao atingir
o ponto 6timo, monitorada por DNS e densidade éptica. (h) Transferéncia do meio
fermentado para tubos Falcon e centrifugacao. (i) Tubo Falcon apds centrifugacéo,
mostrando as fases separadas do sobrenadante e do precipitado.

Fonte: A Autora (2024)

A Figura 4 contém o esquema de fermentacao de Rt, detalhando as etapas de
processamento e monitoramento do consumo e crescimento do microrganismo. Na Figura
4(a), a placa de Petri com a cultura de Rt é levada ao fluxo laminar previamente higienizado.
Utilizando uma alga de platina, é coletada uma aliquota desse microrganismo. Na Figura
4(b), o microrganismo coletado na etapa (a) é transferido para um erlenmeyer de 125 mL
contendo meio Saboraund, preparado com 1,2 g dissolvido em 40 mL de dgua destilada e
autoclavado a 121 °C por 15 min. Na Figura 4(c), o erlenmeyer com o pré-indculo é levado
ao incubador rotativo, onde permanece por 48 h a 180 rpm e a 28,5 °C. Na Figura 4(d),
ocorre a transferéncia de 4 mL do meio Saboraund para um erlenmeyer de 250 mL contendo
36 mL de meio definido, também previamente preparado e autoclavado a 121 °C por 15
min. Na Figura 4(e), o erlenmeyer com o meio definido é novamente levado ao incubador
rotativo, onde permanece por 48 h a 180 rpm e a 28,5 °C. Na Figura 4(f), o meio definido é

transferido para um erlenmeyer de 2 litros contendo 360 mL de meio definido, previamente
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preparado e autoclavado a 121 °C por 15 min, totalizando 400 mL de volume. Na Figura
4(g), o erlenmeyer de 2 litros é levado ao incubador rotativo até atingir o ponto étimo
de fermentacao, identificado quando o agicar do meio esta esgotado e o microrganismo
apresenta maior crescimento. Esses pardmetros sdo monitorados por analises com reagente
DNS e densidade 6ptica, variando de 72 a 120 h. Na Figura 4(h), apés a fermentagao, o
meio fermentado é transferido para tubos Falcon de 50 mL e centrifugado por 15 min a

4000 rpm. Na Figura 4(i), é apresentado o tubo Falcon apds o processo de centrifugagcao.

3.1.2 Crescimento Celular

A anélise de densidade 6ptica (DO) consiste na medi¢ao da transmitancia da luz no
comprimento de onda de 600 nm, foi utilizada para acompanhar o crescimento de célula.
A densidade é determinada pelo espectrofotometro Kasvi modelo K37-VIS, baseada na

metodologia descrita por Oliveira e Damiani (2024).

A Figura 5 contém um esquema detalhado, passo a passo, da metodologia utilizada
na analise de DO. No item (a) da Figura 5, é coletada, com o auxilio de uma pipeta,
uma aliquota de 5 mL do erlenmeyer contendo a fermentagdo do microrganismo. No
item (b), essa amostra é transferida para um tubo Falcon. Em seguida, no item (c), a
amostra ¢é diluida 100 vezes, utilizando 0,1 mL da amostra e 9,9 mL de agua destilada.
Essa suspensao é homogeneizada e transferida para uma cubeta mostrada no item (d). A
cubeta preenchida com dgua destilada serd o padrao para essa anélise. No item (e), ambas
as cubetas sao levadas ao espectrofotometro para medi¢ao da absorbancia ao comprimento
de onda de 600 nm.

0,1mL AMOSTRA
9,9mL H20

Figura 5 — Esquema da metodologia de andlise de densidade 6ptica (DO) para Rhodosporidium
toruloides. (a) Coleta de uma aliquota contendo a fermentagdo do microrganismo.
(b) Transferéncia da amostra para um tubo Falcon. (c¢) Diluicdo da amostra. (d)
Transferéncia da amostra diluida para uma cubeta, com uma cubeta preenchida com
dgua destilada como padrao. (e) Medigao da absorbancia no espectrofotémetro a 600
nm.

Fonte: A Autora (2024)

A concentracao celular foi obtida utilizando
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X(g/L) = 0.4583 x DO x f, (3.1)

na qual X é a concentragao celular no meio de fermentagdo em g/L, DO é a densidade
optica medida no espectrofotéometro a 600 nm, f é o fator de diluicao e o coeficiente
0.4583 foi obtido a partir de uma curva de calibracao de concentragoes celular conhecidas

fazendo-se a correlacao linear entre a concentragao celular e o valor de DO obtido.

3.1.3 Consumo de Aciicar Redutor

O método com DNS, 4cido 3,5-dinitrosalicilico (DNS), consiste na determinagao
da concentracao de acucares redutores presentes em um determinado meio. A analise foi
baseada na metodologia descrita por MILLER GL (1959) com alteragdes na diluigao. Para
medicao foi utilizada a diluicdo de 100x, sendo 1 pL. da amostra retirada da fermentacao e
9.9 mL de agua destilada, agitagao manual seguido por adicionar 2.5 mL dessa solugao
com 2.5 mL da solugao do acido 3,5-dinitrosalicilico, agitacdo manual com finalidade de
homogeneizar e banho-maria a 100 °C por 15 min, em seguida banho de gelo por 5 min.
O branco da analise é composto por 2.5 mL de acido 3,5-dinitrosalicilico e 2.5 mL de
agua destilada, passa pela mesma etapa da amostra. O espectrofotometro Kasvi modelo
K37-VIS é zerado com a amostra branco na faixa de 540 nm e realizada a leitura das

amostras.

O preparo do reagente DNS é baseado em duas solucbes A e B, preparadas
separadamente e unidas no final. A solucao A é composta por uma solucao de 50 mL de
NaOH na concentracao de 2 M e adicionada 2.5 g do acido 3-5Hdinitrosalicilico, é necessario
o uso de agitador magnético com aquecimento. Enquanto a solucao A é agitada, inicia-se
o preparo da solucao B com 125 mL de agua destilada e 75 g de tartarato de soédio e
potassio (KNaC,H,0.4H50), também se faz necessario a agitacao da solugao sob agitador
magnético com aquecimento e apds ambas solugoes dissolvidas foi unidas em frasco com

tampa envolto em papel aluminio para armazenamento.

Apods o preparo da solugao do reagente DNS, este é utilizado na analise de acticares

redutores presentes na amostra. A Figura 6 contém um esquema da metodologia de analise
de DNS.

No item (a) da Figura 6, é coletada, com o auxilio de uma micropipeta, uma
aliquota de 5 mL. No item (b), essa amostra é transferida para um tubo Falcon e levada
a centrifuga por 15 min a 4000 rpm. O item (c) representa o tubo Falcon retirado da
centrifuga, onde as duas fases estdao bem definidas: a mais escura é o sobrenadante e a
mais clara é o precipitado. Para essa andlise, utiliza-se o sobrenadante. No item (d), é
coletado 0,1 mL do sobrenadante, transferido para um tubo Falcon e diluido 100 vezes

com a adigdo de 9,9 mL de dgua destilada. No item (e), sdo preenchidos dois tubos de
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(a) (b) (c) (d) (e)

_—— el

(1) (h) (2) ()

Figura 6 — Esquema da metodologia da andlise com reagente DNS para a determinacao de
agucares redutores. (a) Coleta de uma aliquota contendo a fermentagao do micror-
ganismo. (b) Transferéncia da amostra para um tubo Falcon e centrifugacdo. (c)
Separagao do sobrenadante. (d) Coleta do sobrenadante e diluigdo em agua destilada.
(e) Preenchimento de dois tubos de vidro: um com 4gua destilada e reagente DNS, e
o outro com amostra diluida e reagente DNS. (f) Aquecimento dos tubos de vidro em
banho-maria. (g) Resfriamento dos tubos de vidro em banho de gelo. (h) Transferéncia
das solugdes dos tubos de vidro para cubetas. (i) Medigao da absorbancia das solugoes
no espectrofotometro a 540 nm.

Fonte: A Autora (2024)

vidro: um com 2.5 mL de agua destilada e 2.5 mL do reagente DNS, e o outro com 2.5
mL da amostra diluida e 2.5 mL do reagente DNS. No item (f), os tubos de vidro sao
levados ao banho-maria a 100 °C por 15 min. No item (g), a estante com os tubos de vidro
é levada ao banho de gelo por 5 min para resfriar as solugdes dos tubos. No item (h), as
cubetas sao preenchidas com as solugoes dos tubos. Finalmente, no item (i), as cubetas

sao levadas ao espectrofotometro para leitura da absorbancia.

A concentragao dos aguicares redutores foi obtida utilizando

AR(g/L) = 0.293 x Ab x f, (3.2)

na qual AR é a concentragao do agtcar redutor no meio de fermentagao em g/L, Ab é a
absorbancia medida no espectrofotometro a 540 nm, f é o fator de dilui¢do e o coeficiente
0.293 foi obtido a partir de uma curva de calibragao de solu¢oes de concentragao conhecida

de glicose, fazendo sua correlagao linear com os valores de absorbancia obtidos.
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3.1.4 Massa Seca

O procedimento de determinacao da massa seca foi utilizado para verificar e
quantificar o crescimento do Rt, complementando as medigdes de densidade éptica (DO)

realizadas durante o processo de fermentacao.

A massa seca consiste no peso em massa do conteido sélido da levedura. Neste
trabalho a metodologia foi baseada no artigo de Martins (2017) com alteragoes referente a
temperatura para secagem da membrana. O método utilizado neste trabalho consiste em
coletar uma amostra de 5 mL do frasco de fermentacao com 96 h. A amostra é filtrada
através de uma membrana, previamente pesada em balanca analitica, utilizando um
sistema de filtracao a vacuo. Posteriormente a membrana foi seca em estufa a 60 °C até
total evaporacao de solvente. A massa seca, entdao, é determinada pela diferenca entre a

massa da membrana antes e apos filtracao.

3.2 Rompimento da Parede Celular do Rt

O rompimento da parede celular do Rt é uma etapa crucial para a extracao eficiente
dos lipidios intracelulares acumulados durante a fermentacao. Esta secdo detalha os dois
métodos utilizados para romper a parede celular do Rt: o método convencional utilizando
acido sulfarico e o método inovador utilizando plasma nao-térmico de arco deslizante.
Ambos os métodos tém suas vantagens e limitagoes, e sao essenciais para a compreensao
das técnicas de extracao de lipidios. As subsecoes a seguir descrevem os procedimentos e
as condigoes especificas de cada método, bem como as adaptagoes feitas para otimizar os

resultados.

3.2.1 Via Método Convencional

O método convencional com acido sulfirico, de acordo com Pradella (1980), Vieira
(2016), foi utilizado para rompimento da parede celular da levedura e possibilitar assim a

extragao dos lipidios neutros acumulados no interior das células.

Conforme descrito por Pradella (1980), a lise celular pode ser conduzida utilizando
10 mL de cultivo e 0,5 mL de HCI concentrado (10 mol L™!), ambos adicionados em
frascos apropriados. A reacgao é entao realizada a 120 °C por 30 min em autoclave. Apés a
conclusao da autoclavagem, o sistema ¢ resfriado a temperatura ambiente, e entao 20 mL
de éter de petréleo e 5 mL de etanol hidratado com 95% de pureza sao adicionados ao

frasco. O conteido ¢ agitado por 6 h para promover a lise celular.

Conforme mencionado por Vieira (2016), a lise celular pode ser executada utilizando
300 mg de biomassa e 3 mL de acido sulftrico. Essa solucao acida e a biomassa sao entao

submetidas a 120 °C por 30 min.

A metodologia adaptada foi realizada apds a etapa de fermentagao, onde o volume
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foi dividido em tubos Falcon para possibilitar a centrifugag¢ao a 4000 rpm por 15 min, o
contetido do tubo Falcon formou duas fases onde a fase sobrenadante foi descartada. O
precipitado contém a biomassa do Rt a qual é adicionado o acido sulfurico PA com uma
relacdo massa:acido de 0,23 g de acido para cada grama de célula. O acido sulfarico e a
biomassa sao transferidos para um frasco de vidro com tampa, entdao submetido a 120 °C

por 13 min.

3.2.2 Via Plasma Nao-Térmico de Arco Deslizante

O tratamento do Rt a plasma foi realizado utilizando um reator tipo plasma de
arco deslizante com argénio e ar comprimido baseado na metodologia de Doria et al. (2015)
conforme visualizado na Figura 7, com modificacao no tempo de exposicao e volume da
amostra. Para esse tratamento foi utilizado um béquer com 50 mL de amostra, por 5 min.
Apos o tratamento as amostras foram centrifugadas a 4000 rpm por 15 min, e armazenadas

sob resfriamento entre 5 °C e 10 °C.

a) Fonte AC | b
(a) b0t (b}

Camada
1solante

Jato de
Plasma

Amostra

b= 30 mm
Basc metalica

Figura 7 — Sistema de Plasma em arco deslizante. (a) Diagrama esquemético mostrando a
configuragao do sistema. (b) Fotografia mostra o equipamento em operagao.

Fonte: Adaptado de Doria et al. (2015).

A Figura 7 ilustra um sistema de plasma em arco deslizante utilizado para o
tratamento de amostras. Na Figura 7(a), o diagrama esquematico mostra a configuragao
do sistema, que inclui uma fonte de corrente alternada (AC) de 60Hz para gerar o jato de
plasma. O sistema é composto por uma camada isolante que separa a fonte de energia
do jato de plasma, garantindo seguranca e eficiéncia no processo. O jato de plasma é
direcionado para a amostra, posicionada sobre uma base metalica isolada. O diametro do
jato de plasma é especificado como 30 mm, indicando a area de tratamento do plasma

sobre a amostra. Na Figura 7(b), a fotografia mostra o equipamento em operagao, com
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o jato de plasma gerado e direcionado para a amostra, que esta colocada em uma placa
de Petri. A imagem a esquerda apresenta a configuracao completa, incluindo a amostra
sob o jato de plasma. Este sistema ¢ utilizado para tratamento do Rt como mencionado

anteriormente.

3.3 Extracao dos Lipidios

O processo de extragao dos lipidios ocorre apés as etapas de fermentacao e rompi-

mento da parede celular, via plasma nao-térmico e via acido, em ambas as amostras.

Conforme mencionado por Vieira (2016), apds a conclusao da reagao de lise celular,
6 mL de hexano sao adicionados e o contetdo é agitado em vortex por 2 min. Em seguida,
é agitado em um incubador rotativo a 350 rpm e 28 °C por 4 h para extrair os lipidios.

Apos essa etapa, o material é centrifugado a 4000 rpm por 7 min.

A metodologia adaptada utilizada nesta dissertacdo utilizou uma mistura de
solventes organicos. No frasco de vidro com a biomassa, em temperatura ambiente, é
adicionado uma solucao solvente organico, com concentracao 80% de hexano e 20% de
alcool etilico. O frasco é levado para incubadora por 4 h a 18 °C e 180 rpm. Apéds a
extragao a fase leve é retirada e colocada em vidro relégio de massa conhecida, e levado a

estufa em 60 °C até a evaporagao total dos solventes, ficando apenas o bio 6leo.

3.4 Caracterizacao do Microrganismo
3.4.1 Morfologia do Microrganismo

A analise de morfologia é importante para verificar em alta resolu¢ao as caracte-

risticas microestruturais de amostras sélidas e pode ser empregue em diversos materiais

(DEDAVID; GOMES; MACHADO, 2007).

Foi preparado uma amostra de levedura para microscopia éptica que envolveu alguns
passos. Primeiro, foi necessario limpar as laminas e laminulas de vidro com alcool para
remover qualquer residuo. Em seguida, a cultura de levedura em meio de fermentacgao foi
coletada com uma micropipeta retirando uma pequena amostra. A amostra foi transferida
para uma gota de dgua destilada no centro de uma lamina de vidro, com a auxilio da
pipeta, a amostra é espalhada suavemente para formar uma camada fina, o que ajuda a
separar as células de levedura, tornando-as mais faceis de visualizar. Em seguida, uma
laminula de vidro é colocada cuidadosamente sobre a amostra, evitando a formacao de
bolhas de ar, inclinando a laminula e abaixando-a lentamente sobre a gota. A lamina é
entao colocada no microscopio e ajusta-se a objetiva para focar na amostra, comegando
com uma objetiva de baixa poténcia, como 10x, e mudando para uma poténcia maior,

40x ou 100x, para uma visualizacao mais detalhada. A iluminacao e o foco sdao ajustados
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conforme necessario para obter a melhor imagem possivel. Alcantara, Cunha e Almeida
(2001).

O estudo da morfologia de amostras biolégicas requer um tratamento prévio para
evitar o colapso das células em ambiente a vacuo com solugoes e tempo de descanso,
descritas no préximo paragrafo, posteriormente as amostras passam pela metalizadora
modelo K550X (Emitech). As fotomicrografias sao realizadas no Microscépio Eletronico de
Varredura (MEV), modelo EVO MA 10 (Zeiss), para a andlise da formacao, distribuigao e

morfologia do microrganismo.

O tratamento das amostras biolégicas possui etapas, sendo necessario o preparo
de uma solugao com: 5 mL de uma solugdo tampao fosfato (concentragao 0,2 M), 1,2 mL
de glutaraldeido 25% e 3,8 mL de dgua destilada. Essa solucao ¢é utilizada para lavagem
das amostras, nas quais devem acrescentar o dobro da quantidade da amostra, agitar
para homogeneizar e deixar em repouso por 30 min, apos o tempo centrifugar e descartar
sobrenadante, esse processo se repete por 3 vezes, sendo que na ultima lavagem deixa em
repouso de um dia para o outro, e centrifugar descartando o sobrenadante para a proxima
etapa. A préxima etapa é a desidratacao com o reagente utilizado é acetona, abaixo estao

dispostas as porcentagens do reagente e tempo de reagao (Tabela 3).

Tabela 3 — Desidratagdo protocolo MEV.

Acetona | Agua destilada | Tempo de reagao
30% 70% 10 min
50% 50% 10 min
70% 30% 10 min
90% 10% 10 min
90% 10% 20 min
100% 0% 10 min
100% 0% 20 min

Fonte: A Autora (2024)

3.4.2 Espectroscopia (FTIR-ATR)

A espectroscopia de transformada de Fourier é uma técnica empregada para carac-
terizagao de grupos funcionais, com comprimentos de ondas especificos. A espectroscopia
no infravermelho por transformada de Fourier modo de reflexao total atenuada (ATR), o
principio deste tipo de espectroscopia baseia-se no fato de que quando um feixe de radiacao
passa de um meio mais denso (cristal de diamante utilizado no ATR) para um meio menos
denso (amostra), ocorre reflexao. A técnica de ATR é principalmente utilizada para a
andlise de superficie em na forma de filme ou p6 (CONCEICAO et al., 2014).

Neste trabalho o preparo da amostra para essa andlise consistiu em coletar uma
aliquota de 0,200 g das células foi transferida dos frascos de agitacao para tubos Eppendorf,

e a biomassa de levedura foi lavada trés vezes com solucao de NaCl (1 g/L) para remover
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o meio de crescimento restante. Apos a tltima etapa de lavagem, aproximadamente 0,100
g de células permaneceram nos tubos Eppendorf e foram posteriormente utilizados para
analise com o espectrofotometro Spectrum Spotlight 400 com Transformada de Fourier com
tecnologia de refletancia total atenuada (ATR) da fabricante PerkinElmer. Os espectros

1 1

serao registrados na regiao entre 4000 e 500 cm™" com uma resolugdo espectral de 6 cm™

no modo transmissao.

3.4.3 Cromatografia Gasosa com Detector de lonizacdo de Chama (CG-FID)

A cromatografia gasosa com detector de ionizacdo de chama (CG-FID) é uma
técnica que combina a separacao e a identificacdo de compostos organicos, tanto volateis
quanto semivolateis. O principio fundamental dessa técnica reside na migracao diferencial
dos constituintes de uma mistura através de uma coluna contendo uma fase estacionaria,

impulsionados por uma fase mével conhecida como gas de arraste (MENDHAM et al.,
2002).

As amostras passarao por processo de transesterificagdo, uma vez que a técnica
cromatografica somente consegue determinar ésteres de dcidos graxos, sendo descrita sua

metodologia a seguir.

Pesou-se 0,05 g de amostra em tubo de ensaio com tampa, adicionaram-se 5 mL de
metanol e agitou-se por 30 s, adicionaram-se 0,5 mL de solugdo KOH (14 mol/L) e agitou-se
em vortex por 10 s. Deixou-se em repouso em banho por 15 min a 85 °C e resfriou-se
a amostra com agua até alcancar a temperatura ambiente. Adicionaram-se 0,58 mL de
solugao de HySO4 em metanol (12 mol/L) e agitou-se no vértex por 1 min. Deixou-se em
repouso em banho por 15 min a 85 °C, seguido de resfriamento até temperatura ambiente.
Adicionaram-se 2 mL de hexano e de dgua ao tubo de ensaio, agitando-se em seguida no
vortex por 2 min. Centrifugou-se a 1500 rpm por 2 min, coletou-se a fase menos densa

(cerca de % da fase) e armazenou-se para andlise de cromatografia gasosa.

A anélise por cromatografia gasosa com amostra com rompimento via acido sulfurico
empregou um cromatéografo gasoso Clarus 580 PerkinElmer equipado com um detector de
ionizagao de chama (FID) e uma coluna Elite-5 PerkinElmer, medindo 30 m x 0,25 mm x
0,25 pm. As condigoes operacionais foram definidas da seguinte forma: as temperaturas do
injetor e do detector foram mantidas em 250 °C. O programa de temperatura da coluna
comecou em 120 °C, mantido isotermicamente por 0,5 min, seguido por uma rampa de
3,0 °C/min até 235 °C, e depois uma rampa de 1,0 °C/min até 255 °C, que foi mantido
por 1,2 min. O nitrogénio foi usado como gas de arraste, fluindo a uma taxa constante
de 0,5 mL/min. O volume de injecao foi ajustado em 1 pL. no modo splitless. Os ésteres
metilicos foram identificados e quantificados comparando os tempos de retencao e as areas

dos picos com a mistura padrao 37 FAME da Supelco.

A anélise por cromatografia gasosa com amostra com rompimento via plasma foi
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utilizado um cromatografo gasoso Clarus 600 PerkinElmer equipado com um detector de
ionizagao de chama (FID) e uma coluna SP-2560 Supelco, medindo 100 m x 0,25 mm x
0,2 pm. As condigoes operacionais foram definidas da seguinte forma: as temperaturas do
injetor e do detector foram mantidas em 260 °C. O programa de temperatura da coluna
comecou em 140 °C, mantido isotermicamente por 5 min, seguido por uma rampa de
2,0 °C/min até 240 °C. O nitrogénio foi usado como gés de arraste, fluindo a uma taxa
constante de 16 mL/min. O volume de injecao foi ajustado em 1 pL. no modo splitless. Os
ésteres metilicos foram identificados e quantificados comparando os tempos de retencao e

as areas dos picos com a mistura padrao 37 FAME da Supelco.
3.5 Aplicacao - Analise tribolégica

As andlises triboldgicas de atrito foram realizadas conforme descrito por Nehme
(2017) com algumas modificagoes. Para realizacao do ensaio foi utilizado o Micro-Tribometer
Basic System UMT-2MT, uma for¢ca normal de 5 N, com duragao de 300 segundos,
utilizando um par tribolégico composto por esfera e placa de aco 316L, em atmosfera
ambiente, com uma trilha de deslizamento de 1 mm e frequéncia de 1 Hz. Este estudo teve
como objetivo investigar o comportamento de diferentes lubrificantes sob carga constante
e condigbes controladas. A utilizagao da esfera de ago 3161 permitiu uma avaliagdo precisa
da resisténcia ao desgaste e ao atrito, enquanto a trilha de 1 mm e a frequéncia de 1 Hz
garantiram um contato constante e uniforme durante o teste. Os resultados obtidos sao
fundamentais para compreender o desempenho dos materiais em aplicagoes nas quais o

controle do atrito e do desgaste ¢ essencial.
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4 RESULTADOS E DISCUSSOES

Os resultados e discussoes estao apresentados de acordo com a sequéncia da
metodologia e consistem na analise sobre o microrganismo e sua morfologica, e bio 6leo

produzido.

4.1 Fermentacao do Rt

A fermentacao da levedura pode ser representada ao longo do tempo por um grafico
de dispersao com linhas, como por exemplo a Figura 8, que mostra o consumo de agucar e

o crescimento celular durante a etapa de fermentacao.

Agucar redutor (A) -#=Acucar redutor (B) Crescimento celular (A) =-#=Crescimento celular (B)
30,00 16,00
- 12,00
20,00 10,00 3
215,00 800 O
[+
< 10,00 6,00 ¥
4,00
5:[}[} 2-00
0,00 0,00
0 20 40 60 80 100 120 140
TEMPO (H)

(33

Figura 8 — Fermentagao A e B. O eixo “x” representa o tempo em horas, enquanto o eixo “y
esquerdo representa a concentragio de agticar redutor em g/L, e o eixo “y” direito
representa o crescimento celular em g/L. As linhas amarelas e azuis representam a
concentragao de aguicar redutor para as fermentagdes A e B, respectivamente, enquanto
as linhas cinza e laranja representam o crescimento celular para as fermentagoes A e
B, respectivamente.

Na Figura 8, ambas as fermentacoes A e B mostram um aumento inicial no agtcar
redutor seguido de uma diminuicao ao longo do tempo, indicando consumo de acucar
durante o processo de fermentacdo. A quantidade de agucares redutores nas fermentagoes
A comeca com 20 g/L, e decresce ao longo do tempo, chegando a cerca de 5 g/L em
120 horas. A quantidade de agicares redutores na fermentagao B comeca com 25 g/L,
e decresce ao longo do tempo, chegando a cerca de 5 g/L em 120 horas. O crescimento
celular mostra um padrao inverso ao de AR, com um aumento inicial seguido de uma
estabilizacao apds 80 horas. A Figura 8 sugere que no inicio, ha uma fase de adaptagao e
crescimento celular, seguida por uma fase de consumo de acticar, com as células atingindo

um estado estacionario.
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4.1.1 Densidade Optica (DO)

A Tabela 4 contém os parametros utilizados para o cultivo de Rt, exibindo a
Densidade Optica (DO) ao longo do tempo, e a relagio entre a diluicao, o fator de corregéo
da DO (FC DO) e o crescimento celular ajustado (DO*FC). Os principais dados incluem:
o tempo varia de 0 a 120 horas, com intervalos de 24 horas. A diluicao é consistentemente
de 100 vezes para todas as amostras. Com o passar do tempo, a DO, indicativa da
concentracao celular, aumenta de 0,0230 a 0,3090. O FC DO é mantido em 0,4583 durante
todo o periodo de estudo. O produto DO*FC, calculado multiplicando DO por FC DO,
representa o crescimento celular ajustado, aumentando de 1,0541 a 14,1615, indicando
o crescimento celular total durante o processo de fermentacao. Observa-se que a taxa
de crescimento diminui durante a fase final da fermentacao, mostrando um padrao de
crescimento cumulativo atingindo um limite méaximo a medida que as células atingem a

maturidade.

Tabela 4 — DO do cultivo do Rt.

Tempo (h) | Diluicaio | DO | FC DO | DO*FC
0 100x 0,0230 | 0,4583 1,0541
24 100x 0,1200 | 0,4583 5,4996
48 100x 0,2060 | 0,4583 9,4410

72 100x 0,2550 | 0,4583 11,6867

96 100x 0,3030 | 0,4583 13,8865

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

Fonte: A Autora (2024)

Na Tabela 4, é perceptivel que o aumento do tempo esta diretamente relacionado

ao aumento do crescimento celular, sendo mais lento no estagio final da fermentacao.

4.1.2 Método DNS

A fonte de carbono foi acompanhada durante o cultivo do Rt por meio da anélise de
DNS, conforme a Tabela 5, com o fator de corregao (FC DNS). As amostras foram coletadas
e analisadas a cada 24 horas durante o periodo de fermentacgao, e foram diluidas cem vezes
para todas as anélises. O resultado da tltima coluna DO*FC é o valor correspondente &

quantidade total restante da fonte de carbono presente no meio.

Em contraste com a Tabela 4, a Tabela 5 contém uma relagao inversamente
proporcional, pois registra a quantidade de fonte de carbono no meio de cultivo, que
diminui ao longo do tempo. Nota-se, no entanto, uma excecao no periodo de 96 horas, onde
ocorre um aumento nesse valor. Isso pode indicar que o Rt consumiu a reserva interna por
um periodo de tempo e, em seguida, retornou a fase de acumulacao de reservas internas

em forma de lipidios.



4.2. CARACTERIZACAO DO LIPIDEO EXTRAIDO 26

Tabela 5 — DNS do cultivo do Rt.

Tempo (h) | Diluicdo | DNS | FC DNS | DNS*FC
0 100x 0,6820 0,2930 19,9826
24 100x 0,4580 0,2930 13,4194
48 100x 0,6100 0,2930 17,8730
72 100x 0,3310 0,2930 9,6983
96 100x 0,4770 0,2930 13,9761
120 100x 0,0850 0,2930 2,4905

Fonte: A Autora (2024)

4.2 Caracterizacao do Lipideo Extraido

A caracterizacao é necessaria para identificar e compreender as propriedades do

microrganismo analisado.

4.2.1 Morfologia do Microrganismo

A microscopia possibilita de forma pratica e de rapido preparo a visualizagao de
amostras biologicas, sendo possivel ampliar em até 100 vezes. A Figura 9(a) contém a foto
de uma microscopia de aumento de 40 vezes do Rt logo apdés o cultivo, pode ser observado
um acumulo intracelular. A Figura 9(b) contém a foto de uma microscopia de aumento de
100 vezes, sendo possivel visualizar com mais detalhes o interior da célula e o acimulo
de lipidios intracelular. As Figuras 9(a) e 9(b) mostram que a levedura Rt possui células
de parede fina, e formam longos metabasidios nao septados e afilados apicalmente, com
a ponta inflada. Essa levedura é considerada oleaginosa, pois pode acumular lipidios em
mais de 70% de sua massa seca (SANTANA, 2022).

O processo de plasma nao térmico, com ar comprimido e argonio, foi realizado em
triplicata com 5 amostras, com alteracao no tempo de exposi¢ao, sendo 5 min, 10 min, 20
min, 30 min, os demais parametros foram mantidos. A caracterizacdo das amostras, antes

e apds o tratamento com plasma, ocorreu via microscopia eletronica de varredura (MEV).

A Figura 10 contém seis fotomicrografias obtidas por MEV do Rt. Pode ser visto
na Figura 10(a) a imagem das células de levedura logo apds fermentagao, observa-se
nesta Figura que as células do Rt possuem conformagao oval. A Figura 10(b) contém a
fotomicrografia da célula do Rt com 24h da fermentacao, pode ser observado nesta Figura
que o tempo de 24 h de armazenamento em 10°C nao impactou na morfologia celular.
A Figura 10(c) contém a fotomicrografia do Rt com tratamento a plasma nao-térmico
por 5 min, pode ser visto nesta Figura o inicio do rompimento da parede celular do
microrganismo apontado por seta amarela. A Figura 10(d) contém a fotomicrografia do Rt
com tratamento a plasma nao-térmico por 10 min, onde pode ser visto uma difusdo do meio
intracelular propiciando um aumento de area, conforme indicado na seta amarela. A Figura

10(e) contém a fotomicrografia do Rt com tratamento a plasma nao-térmico por 20 min, a
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Figura 9 — Fotografia do microscépio das células de Rt. (a) Microscopia de aumento de 40 vezes
logo apds o cultivo. (b) Microscopia de aumento de 100 vezes mostrando detalhes do
interior celular e o actimulo de lipidios intracelular.

Fonte: A Autora (2024)

Figura 10 — MEV do Rhodosporidium toruloides. (a) Células de levedura logo apds fermentagao.
(b) Célula de Rt com 24h da fermentagdo. (¢) Rt com tratamento a plasma nao-
térmico por 5 min. (d) Rt com tratamento a plasma nao-térmico por 10 min. (e) Rt
com tratamento a plasma nao-térmico por 20 min. (f) Rt com tratamento a plasma
nao-térmico por 30 min.

Fonte: A Autora (2024)

qual pode ser observado um aumento da destruicao da parede celular caracterizado como
lise causado pelo estresse produzido pelo plasma. A Figura 10(f) contém a fotomicrografia
do Rt com tratamento a plasma nao-térmico por 30 min, ocorre a liberacdo do contetido

intracelular, incluindo organelas e moléculas como acidos nucleicos e metabdlitos.
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A exposicao das amostras ao plasma nao térmico a partir de 5 min, representado
na Figura 10(c), apresentou gradual rompimento de parede celular das leveduras durante
os periodos de tempo testado no estudo, sendo que em 30 min, representado na Figura

10(f), observou-se a completa destruicao da parede celular.

4.2.2 Cromatografia Gasosa com Detector de lonizacdo de Chama (CG-FID)

Analise de CG-FID

Acido docosanbico = 23

=

Acido araquidico
Acido cis-11,14, 17-sicosatriencico | g1
Acido cis-8,11, 14-eicosatrienoico 0,1
Acido estedrico i — 93
Acide Elaidico ™= L7
Acidos oleico/Tinolelaidico/lin ol 8 co | s 15,6
Acido linokeico bl e— 133
Acido Heptadecangico ™ 1.3
Acido cis-10-heptadecandico ™ 2.0
Acido palmitico | T — 34,1
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Acido Pentadecanéico ™ L6
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Figura 11 — Dados de CG-FID do 6leo da levedura extraido via acido sulfarico. No eixo “x”
estd representada a quantidade de dcidos graxos em porcentagem, enquanto o eixo
“y” lista os diferentes tipos de acidos graxos analisados. A amostra “Plasma” é
representada por barras laranja e representa a amostra do bio 6leo com tratamento
de plasma, enquanto a amostra “HoSO4” é representada por barras azuis e representa
a amostra do bio 6leo com tratamento de acido sulfurico.

Fonte: A Autora (2024)

A Figura 11 contém os dados dos cromatogramas do 6éleo produzido pela levedura,
com rompimento via acido e via plasma, ambos extraido com solventes organicos. Os picos
de separacao cromatografica foram identificados através do padrao FAME 37, disponivel
no Anexo C. Os cromatogramas e tabela de dados de ambas andlises estao disponiveis nos
Anexos A e B. A porcentagem na Figura 11 referente a amostra “H,SO,” é a média de

duas amostras que foram analisadas no CG-FID.

E possivel notar que hé uma variacao significativa na quantidade de alguns dcidos
graxos entre as duas amostras, como ¢ o caso dos acidos caprilico e caprico que estao
com pequena porcentagem de 0,6% e 0,1% respectivamente na amostra “H,SO4”. O
acido araquidico e o acido pentadecanoico nao estao presentes no “HySO,”, mas tém

concentragoes notaveis em “Plasma’.

Os 4cidos oleico e seus derivados sao os mais abundantes em ambas as amostras,

apresentando uma concentracao significativamente maior em “HySO,” de 49,6% em
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comparacao ao “Plasma” com 39,6%. O acido palmitico também mostra uma diferenca
notavel entre as amostras, com “Plasma” possuindo uma quantidade superior 34,1% em

relacao ao 24,7% do “HySO,”.

Comparando a quantidade de acidos graxos presentes nas andlises, observa-se que a
analise do rompimento via plasma produz um ntmero maior de espécies de acidos, com 11
tipos diferentes, enquanto a analise do rompimento via acido possui 10 tipos. No entanto,

a diferenca numérica é minima, sendo de apenas uma unidade.

4.2.3 Espectroscopia (FTIR-ATR)

As caracteristicas quimicas dos 6leos extraidos a partir do tratamento com plasma
nao térmico foram avaliadas por infravermelho com transformada de Fourier de reflexao
total atenuada (FTIR-ATR). Os espectros observados na Figura 12 obtidos para cada 6leo

em seu tempo de exposi¢ao ao plasma nao térmico.

A Figura 12 pode ser usada para confirmar as estruturas do éleo, no item seguinte
de CG-FID sera abordado a composi¢ao do mesmo. Levando em consideracao o resultado
do CG-FID junto com as bandas na regiao do infravermelho, é possivel identificar a

presenca de 6leo palmitico e oleico.

O espectro contém bandas caracteristicas do acido oleico e palmitico onde, sao

verificadas bandas na regiao de 1635 cm™! (estiramento =C-H), de 3410 até 2350 cm ™!

I caracteristica do estiramento

(estiramento O-H do &cido carboxilico) e em 1708 cm™
simétrico da ligagdo carbonila (vibragao C=0) de acidos graxos, os quais confirmam
que trabalhamos com o 4cido oleico. H4 ainda bandas em 2922 cm™!, 1465 cm™! (C-H

deformacao angular) (SANTOS, 2023; RODRIGUES, 2022).

Durante o periodo de exposicao do material ao plasma nao térmico, ndo foram

observadas alteracoes substanciais nas bandas espectrais nas analises de FTIR.

A Tabela 6 apresenta as bandas e atribui¢oes de estiramentos e flexdes observadas
no espectro de infravermelho de uma amostra. As identificagoes das bandas sdo numeradas
de 1 a 13, e cada entrada inclui a frequéncia da banda em cm™! e a respectiva atribuicao.
A banda identificada como 1, com frequéncia de 3410 cm™!, é atribuida ao estiramento

O-H. A banda 2, com 2922 cm™!, corresponde a deformacao angular C-H. A banda 3,

1

com 2849 cm™, é atribuida ao estiramento simétrico do grupo C-Hsy. A banda 4, com

1699 cm™!, esté relacionada ao estiramento assimétrico do grupo C=0. A banda 5, com

1464 cm™?, refere-se a flexao assimétrica dos grupos de -CHs. A banda 6, com 1419 cm™?,

1

corresponde ao alongamento C-H. A banda 7, com 1298 cm™", é atribuida ao estiramento

do grupo C-O e vibracao dentro do plano do grupo -OH. A banda 8, com 1259 cm™!, est4

1

relacionada ao alongamento de C-H e O-H. A banda 9, com 1241 cm™", corresponde ao

alongamento do grupo C-O. A banda 10, com 1033 cm™?, é atribuida ao alongamento do
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Figura 12 — Espectros do FTIR-ATR. A linha preta representa a amostra sem tratamento, logo
apos ser retirada do cultivo. A linha vermelha indica a amostra sem tratamento, que
foi deixada em repouso por 24 horas apds o cultivo, mantida sob refrigeracao a uma
temperatura de 10°C. A linha verde clara representa a amostra com o tratamento
do plasma nao-térmico com exposi¢cdo de 5 minutos. A linha azul escuro representa
a amostra com o tratamento do plasma nao-térmico com exposicado de 10 minutos.
A linha azul clara representa a amostra com o tratamento do plasma nao-térmico
com exposicdo de 20 minutos. Por fim, a linha verde-escura representa a amostra
com o tratamento do plasma nao-térmico com exposi¢do de 30 minutos.

Fonte: A Autora (2024)

Tabela 6 — Bandas e atribuigoes de estiramentos e flexoes.

Identificagdo | Bandas (cm™') | Atribuigao
1 3410 Estiramento O-H
2 2922 Deformacao angular C-H
3 2849 Estiramento simétrico de grupo C-Hy
4 1699 Estiramento assimétrico de grupo C=0
5 1464 Flexao assimétrica dos grupos de -CHjy
6 1419 Alongamento C-H
7 1298 Estiramento do grupo C-O e vibracao dentro do
plano do grupo -OH
8 1259 Alongamento de C-H e O-H
9 1241 Alongamento do grupo C-O
10 1033 Alongamento do grupo C-O
11 939 Flexao fora do plano do grupo C-O-H
12 719 Flexao do grupo -OH
13 688 Flexao do grupo -OH

Fonte: Adaptado de Stuart (2004), Ibarra et al. (2015), Krishna et al. (2020).
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grupo C-O. A banda 11, com 939 cm ™!, refere-se a flexao fora do plano do grupo C-O-H.
A banda 12, com 719 cm™!, est4 relacionada a flexao do grupo -OH, assim como a banda

13, com 688 cm~ (IBARRA et al., 2015; KRISHNA et al., 2020; STUART, 2004).

4.3 Andlise Tribolégica

A andlise do coeficiente de atrito ao longo de 300 segundos comparou quatro tipos
de 6leos: 6leo de girassol comercial, 6leo tratado com acido, dleo tratado com plasma e
metal-metal, conforme ilustrado na Figura 13. Os resultados revelaram que o 6leo tratado
com plasma apresentou o valor médio de 0,061 do coeficiente de atrito durante o periodo
de teste, indicando sua superioridade na reducao do atrito. Em contraste, o 6leo de girassol
comercial exibiu o valor médio de 0,077 do coeficiente de atrito, evidenciando sua menor
eficacia, dentre as amostras de lubrificantes testados, na diminui¢ao do atrito nas condigoes
experimentais. Esses resultados sao importantes para aplicacoes onde a redugao do atrito

é relevante, como em componentes mecanicos e sistemas de lubrificagdo de modo geral.

Tabela 7 — Coeficiente de atrito das amostras analisadas.

’ Amostra \ COF \ Desvio Padrao ‘

Acido 1 0,068 0,025
Acido 2 0,057 0,025
Acido 3 0,065 0,024
| Média | 0,063 | 0,025
Plasma 1 0,059 0,028
Plasma 2 0,059 0,024
Plasma 3 0,066 0,022
| Média | 0,061 | 0,024
Girassol 1 0,080 0,037
Girassol 2 0,075 0,032
Girassol 3 0,076 0,300

| Meédia | 0,077 | 0,123 |
Metal/Metal 1 | 0,425 0,164
Metal/Metal 2 | 0,460 0,170
Metal/Metal 3 | 0,468 0,167

| Média | 0451 | 0,167 |

Fonte: A Autora (2024)

A Tabela 7 fornece informagoes sobre o coeficiente de atrito (COF) médio e o desvio
padrao de varias amostras, permitindo uma analise comparativa de suas propriedades. Na
Tabela 7 contém uma comparagao detalhada dos coeficientes de atrito (COF) médios e
seus desvios padrao para as amostras que foram submetidas ao atrito, sendo elas: dleo
tratado com acido, 6leo tratado com plasma, 6leo de girassol comercial e uma amostra

de contato metal/metal (o metal do par tribolégico desta amostra é o ago 316L), seus
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dados foram dispostos na Figural3. Estes resultados sao significativos para entender as

propriedades triboldgicas dos materiais e suas possiveis aplicagoes.

0.7 ] — Acido

—— Girassol

| ——Plasma

0,5 7 — Metal-Metal

Coeficiente de atrito (COF)
\
\
\\

T T T T T
0 50 100 150 200 250 300

Tempo (s)

Figura 13 — Diferenca entre os coeficientes de atrito. O coeficiente de atrito mais baixo é o
da amostra “Plasma”, com valores entre 0,061 e 0,058. A amostra "Acido"possui
valor semelhante a amostra “Plasma” com pequena variagao entre 0,068 e 0,057.
O coeficiente com valor mais elevado, e consequentemente com maior atrito é da
amostra “Metal-Metal” com valores entre 0,468 a 0,424.

Fonte: A Autora (2024)

As amostras de contato metal/metal, com esfera e placa de ago 316L, tiveram
valores significativamente maiores do que os observados para as amostras com todos os
Oleos testados, indicando que o atrito é muito maior sem a presenca de lubrificantes, isso

ressalta a eficdcia dos tratamentos com acido e plasma na reducao do atrito.

As amostras de 6leo de girassol comercial mostraram uma variagao significativa-
mente maior nos resultados, especialmente a amostra "Girassol 3", que apresentou um
desvio padrao elevado de 0,300. Estes dados sugerem que o 6leo de girassol é menos
consistente em suas propriedades lubrificantes comparado aos 6leos tratados com acido e

plasma.

As amostras de 6leo tratado com acido indicam uma consisténcia razoavel entre
as amostras, com uma ligeira variagdo. Essa amostra possui em maior porcentagem
o acido oleico na sua composicao, portanto, os constituintes da estrutura molecular

mantém uma camada lubrificante em contato com superficies sujeitas a movimentos de
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rolamento/deslizamento, causando assim uma reducao consideravel no coeficiente de atrito
quando comparado a amostra de Metal/Metal (KAMARAPU et al., 2024). Na Tabela 7, a
amostra "Acido 2"exibiu o menor coeficiente de atrito, sugerindo uma melhor eficiéncia

lubrificante entre as trés.

As amostras de 6leo tratadas com plasma mostraram consisténcia, com uma variagao
minima em relagdo ao método convencional de rompimento. O acido palmitico possui
maior concentragao, possivelmente indicando que E perceptivel que com o tratamento com
plasma nao-térmico é possivel obter uma eficiéncia para lubrificante melhor se comparada
ao método convencional (via dcido), com um coeficiente de atrito ligeiramente menor,

indicando uma potencial superioridade no desempenho tribologico.

Comparando os diferentes tratamentos, observa-se que tanto os 6leos tratados com
acido quanto os tratados com plasma apresentam coeficientes de atrito mais baixos e
consistentes, indicando boas propriedades lubrificantes. O 6leo tratado com plasma, em
particular, mostrou um desempenho ligeiramente melhor, com um COF médio de 0,061. O
0leo de girassol comercial, embora efetivo, apresentou maior variabilidade nos resultados,
sugerindo menor consisténcia. O contato metal/metal, como esperado, mostrou os maiores
valores de atrito, destacando a importancia dos lubrificantes para reduzir o desgaste e

melhorar a eficiéncia em sistemas mecanicos.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

Esta dissertacao revelou que o plasma nao-térmico é uma técnica eficaz para o
rompimento da parede celular do Rt, permitindo a extragao de lipidios com uma eficiéncia
consideravel em comparacao com métodos convencionais. Os principais resultados do
projeto incluem a fermentacao do Rt, a caracterizagao morfolégica, a andlise quimica e os

resultados tribologicos das amostras tratadas.

Durante a fermentacao do Rt, dados detalhados foram apresentados sobre o consumo
de agucar e o crescimento celular do microrganismo na producao de lipidios. Em duas
fermentagbes distintas, a concentracao de agicar redutor iniciou em 20 g/L e 25 g/L,
respectivamente, e diminuiu para cerca de 5 g/L em 120 horas. O crescimento celular
mostrou um aumento inicial seguido por uma estabilizacao apds 80 horas em ambos os
casos. A densidade éptica (DO), indicativa da concentragao celular, aumentou de 0,0230
para 0,3090 ao longo de 120 horas, e o crescimento celular ajustado (DO*FC) aumentou,

indicando um crescimento celular durante o processo de fermentacao.

A morfologia do Rt foi avaliada utilizando microscopia eletronica de varredura
(MEV), permitindo uma anélise detalhada da estrutura celular antes e apés o tratamento
com plasma. As imagens mostraram que as células de Rt possuem paredes finas e formam
longos metabasidios nao septados, afilados apicalmente e com a ponta inflada. Foi obser-
vado um actimulo intracelular de lipidios, uma caracteristica importante desta levedura
oleaginosa, que pode acumular lipidios em mais de 70% de sua massa seca. As imagens
foram capturadas em diferentes ampliagoes, proporcionando uma analise detalhada do

interior celular e do aciimulo de lipidios intracelulares.

A caracterizagao quimica dos lipidios foi realizada utilizando FTIR e CG-FID,
confirmando nao apenas o sucesso na extracao dos lipidios, mas também a preservagao

das estruturas quimicas de interesse, como o acido palmitico e o acido oleico.

Os resultados da andlise tribolégica, que investigou o desempenho de diferentes
lubrificantes extraidos do Rt, mostraram os seguintes pontos principais: a configuracao do
teste foi realizada utilizando um par tribolégico composto por uma esfera e uma placa
de aco 316L, sob uma for¢a normal de 5 N, durante 300 segundos, com uma trilha de
deslizamento de 1 mm e frequéncia de 1 Hz, garantindo um contato constante e uniforme
durante o teste. Os testes indicaram que o 6leo obtido através do tratamento com plasma
nao térmico apresentou uma redugao no coeficiente de atrito em comparagao ao Oleo
extraido por métodos quimicos, sugerindo que o tratamento com plasma melhora as
propriedades lubrificantes do 6leo. A analise demonstrou que os 6leos extraidos, tanto

pelo método convencional quanto pelo tratamento a plasma, tém potencial para serem
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utilizados como lubrificantes, mas o éleo tratado com plasma se destacou por suas melhores

propriedades triboldgicas.

Em conclusao, esta dissertacao reforca o potencial da biotecnologia na exploragao
de métodos nao convencionais, como o plasma nao-térmico, para o rompimento de paredes
celulares em microrganismos oleaginosos. Isso representa um passo em dire¢ao a producao
mais eficiente e ambientalmente sustentavel de lipidios, essenciais para a industria de
biocombustiveis e outros setores bioquimicos, nao apenas contribuindo para o avanco
do conhecimento cientifico na area de engenharia biomédica, mas também destaca a
importancia de desenvolver tecnologias que aliam eficicia e sustentabilidade na obtencao

de recursos.
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ANEXO A - CROMATOGRAMA E TABELA DA AMOSTRA VIA PLASMA
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Central Analitica - UNIVAP

Relatério de Cromatografia Gasosa - CG- FID Pekin Elmer Clarus 600

Pico Tempo  Area Resultado Componentes Area Amount
#  [min] [HV-s] [ug/mL] # [%] [%]
1 13,197 22803,02 3649,37 METHYL BUTYRATE 297 0,18
2 13,476 21784,78 1512,79 2,84 0,00
3 13,801 30343,19 774944 3,95 0,00
4 13,989 6441,31 850,15 0,84 0,00
5 14,164 541092 939,26 0,70 0,00
6 14,585  4239,81 628,06 0,55 0,00
7 14,806 1623,49 537,09 0,21 5e-05
8 14,898 4014,94 1064,40 METHYL HEXANOATE 0,52 0,00
9 15452 635853 866,53 0,83 0,00
10 15,711 194,46 76,05 0,03 6e-06
11 16,080 5021,46 1150,51 0,65 0,00
12 16,221 1289,67 34573 0,17 4e-05
13 16,353 1227,07 314,75 0,16 4e-05
14 16,551 442599 910,49 METHYL OCTANOATE 0,58 0,19
15 16,689 2762,36 636,61 0,36 8e-05
16 16,920 3210,29 437,24 0,42 1e-04
17 17,150 2444,39 494,46 0,32 7e-05
18 17,522 897,81 166,13 0,12 3e-05
19 17,875 116553 207,42 METHYL DECANOATE 0,15 0,17
20 18,309 846,37 114,45 0,11 3e-05
21 18,569 682,58 109,16 0,09 2e-05
22 19,130  1068,69 160,43 METHYL UNDECANOATE 0,14 0,07
23 19,513 1144,05 93,52 0,15 3e-05
24 19,959 801,70 144,25 0,10 2e-05
25 20,159 607,12 126,33 0,08 2e-05
26 20,304 390,97 66,13 0,05 1e-05
27 20,483 186,23 50,06 0,02 6e-06
28 20,836 886,25 135,08 0,12 3e-05

29 21,013 930,04 171,43 METHYL DODECANOATE 0,12 0,09
30 22,994  2332,55 464,04 METHYL TRIDECANOATE 0,30 0,27

31 23,631 830,41 75,10 0,11 3e-05
32 24413 72941 120,76 0,09 2e-05
33 26,321 13579,69 2142,04 METHYL MYRISTATE 1,77 1,85
34 26,911 615,07 84,51 0,08 2e-05
35 27,435 496,65 75,99 0,06 1e-05
36 28,304 745,77 90,51 0,10 2e-05
37 28,682 164579 229,79 METHYL MYRISTOLEATE 021 024
38 29,231 1357,92 117,52 0,18 4e-05
39 29,675 234,23 56,72 0,03 7e-06

40 29,831 11936,74 1940,24 METHYL PENTADECANOAT 1,55 1,60
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16/7/2024 16:16:15 Result:

Pico Tempo  Area  Resultado Componentes Area Amount

#  [min] [uV-s] [ug/mL] # [%] [%]
- 31,807 0,00 0,00 METHYL CIS-10 PENTAD 0,00 0,00
41 32,450 248791,86 25006,56 METHYL PALMITATE 32,40 34,06
42 33,227 637,76 121,34 0,08 2e-05
43 33,899 678,26 99,49 0,09 2e-05
44 34,155 319,33 79,52 0,04 1e-05
45 34,468 2550,94 494,11 METHYL PALMITOLATE 0,33 042
46 35275 1008,15 149,72 0,13  3e-05
47 35940 7581,27 1516,58 METHYL HEPTADECANOAT 099 1,34
48 37,377 442,05 68,98 0,06 1e-05
49 38,172 11671,43 228454 METHYL CIS-10 HEPTAD 1,52 1,97
50 38,410 22096,84 3558,68 METHYL STEARATE 2,88 3,86
51 39,526 10280,27 1567,44 METHYL TRANS-9 ELADI 1,34 1,93
52 40,508 250026,63 2403539 METHYL CIS-9 OLEATE 3256 39,69
53 41,125 398,81 102,62 METHYL LINOLELAIDATE 0,05 0,07
54 42,809 568,15 92,35 0,07 2e-05
55 43,184 9934,13 1684,43 METHYL LINOLEATE 1,29 1,57
56 43,857 1167,63 187,24 METHYL ARACHIDATE 0,15 5,76
57 44,251 225,74 47,91 0,03 7e-08
58 44,391 342,53 60,78 METHYL-GAMMA-LINOLEN 0,04 0,03
59 46,091 161,53 37,00 0,02 5e-06
60 46,454 198,03 45,20 METHYL CIS-11 EICOSE 0,03 0,03
61 46,655 272,36 48,01 METHYL LINOLENATE 0,04 0,06
62 47,537 436,62 58,93 METHYL HENEICOSANOAT 0,06 0,06
63 48,346  1068,87 167,89 METHYL CIS-11,14-EIC 0,14 0,18
64 48,866 6634,37 1080,47 METHYL BEHENATE 0,86 2,33
65 49,092 6509,37 1021,72 METHYL CIS-8,11,14 E 0,85 0,66
66 49,210 3653,68 773,44 METHYL ERUCATE 0,48 0,57
- 51,844 0,00 0,00 METHYL CIS-11,14,17 0,00 0,00
67 52,319 1369,44 238,37 METHYL TRICOSANOATE 0,18 0,21
68 52,626 746,06 106,40 METHYL ARACHIDONATE 0,10 2e-05
- 52,872 0,00 0,00 METHYL CIS-13,16 DOC 0,00 0,00
69 54,583 896,07 50,21 METHYL LIGNOCERATE 0,12 0,32
70 55,476 246,71 129,29 METHYL CIS-5,8,11,14 0,03 0,03
71 56,720 523,01 59,22 0,07 2e-05
72 57,163 556,78 87,18 0,07 2e-05
73 57,347 445,50 87,20 0,06 1e-05
74 58,362 728,21 111,43 METHYL NERVONATE 0,09 0,14
75 59,984  1045,47 135,48 0,14  3e-05
76 63,604 401,70 65,80 METHYL CIS-4,7,10,13 0,05 0,07
77 65,526 391,13 58,26 0,05 1e-05
78 66,151  1140,12 133,56 0,15  3e-05
79 72,126 549,89 64,51 0,07 2e-05
80 75,075 345329 151,85 0,45 0,00
767857,27 94953,67 100,00 100,00
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ANEXO B - CROMATOGRAMA E TABELA DA AMOSTRA VIA ACIDO

Software Version : 6.3.2.0646

Sample Name . 1 amostra
Instrument Name : Clarus
Rack/Vial : 0/0
Sample Amount : 1.000000
Cycle : 2

Page 1 of 1
Date - 11/10/2023 3:20:53 PM
Data Acquisition Time : 11/3/2010 4:30:44 AM
Channel .t
Operator © manager
Dilution Factor - 1.000000

Amostral_2.rst

Result File : @:\20231108 - perfil lipidico joséAugusto\20231110 - amostras reprocessadas\30 10 2023-amestra2- 2.rst
Sequence File : C:\PenExe\TcW S\Ver6.3 . 2\Sequencias\-_03_11_2010-20101103-040448 seq

Sample Notes:
Esteres Metilicos = Splitb 9:1

o m @y @ o Qr w0 o®mo = ower o @
ot oo @ o & = A% &3 =&+ 5 oG & &
D ETE N w0 o = e = g‘gu}m‘cﬁo ~ =]
[ S R a & JE Hn & 8 &9 5 7]
i T Il i | | 111 (1N [
_. 800
)
E
@
2 6
2
&
o
4
200
L
1 | 4 .
T T 1 T I m I 1 TTm 1
| Il [
‘I\\I|IIII‘\I\\|\III|I\I\‘I\II|IIII‘\III|IIII|I\I\‘IIII‘IHI
5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55
Time [min]

Perfil de Acidos Graxos

Perfil de acidos graxos - Padrdo FAME 37

Peak MNomo do Tempo Area

# Componente [min] [uV*sec]

14 (C10:0) Capric Acid 9.938 2731177
23 (C16:1) Palmitoleic Acid Methy — 28.223 119858.23
24 (C16:0) Palmitic Acid MethylE ~ 28.970 3638738.23
26 (C17:0) Heptadecanoic Acid Met 31.932 67662.59
27 (C18:2n6c) Linoleic Acid Methy 34.096 1716153.56
28 (C18:1n8t) Elaidic Acid Methyl ~ 34.386 6851731.50
29 (C18:0) Stearic Acid Methyl Es  34.985 1437368.90
32 (C20:3n6)cis-8,11,14-Eicosatri  39.339 27788.98
34 (C20:3n3) cis-11,14,17-Eicosat  39.873 36846.90

13923460.65

Area

[%]

0.20
0.86
2613
0.49
12533
4921
1032
0.20
0.26

100.00

Oleic/linolelaidic/linolenic Acids
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Page 1 of 1
Software Version : 6.3.2.0646 Date - 11/10/2023 3:38:48 PM
Sample Name . 2 amostra Data Acquisition Time : 11/3/2010 6:36:55 AM
Instrument Name : Clarus Channel A
Rack/Vial : 0/0 Operator o manager
Sample Amount 1.000000 Dilution Factor - 1.000000
Cycle 3
Result File - €120231108 - perfil lipidico joséAugusto 20231110 - amostras reprocessadas\30_10_2023 amostra2_2 rst
Sequence File - C:\PenExe\TcW S\Wer6 3 2\Sequencias\-_03_11_2010-20101103-040448 seq
Sample Notes:
Esteres Metilicos - Splith 9:1
K8 8 =3 58
=0 0 o =21 T
— o E‘\K‘\l Lrlsel
s
E
@
g2
2
@
o4
o
-
| l 'l
mr [ T
[l [
III\|IIII|IH\‘\III|I\H‘IIII|III\|IIII|IIII|IIII‘IIII|II\\‘
5 10 15 20 2 30 35 40 45 50 55
Time [min]

Perfil de Acidos Graxos

Perfil de acidos graxos - Padrdo FAME 37

Peak MNomo do Tempo
# Componente [min]

Area
[uv*sec]

Area
[%]

1 (C8:0) Caprylic Acid 5942
19 (C14:0) Myristic Acid Methyl E  22.350
20 (C16:1) Palmitoleic Acid Methy 28.192
21 (C16:0) Palmitic Acid Methyl E 28.835
22 (C182n6c) Linoleic Acid Methy 34 008
23 (C18:3n3) alfa-Linolenic Acid ~ 34.195
24 (C18:0) Stearic Acid Methyl Es 34.890

15147 .86
18271.13
7127.07
292813.63
187107 .87
630643.68
110311.02

126142226

120
145
057
2321
1483
49.99
874

100.00

Oleic/linolelaidic/linolenic Acids

EEL-USP-Lorena
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ANEXO C - CROMATOGRAMA E TABELA DO PARAO FAME 37

Chromatogram

Sample Name : padrdo Sample # Page 10f 1
FileName :e\20231108 - perfil lipidico joséAugusto\20231110 - amostras reprocessadasi03_11_2023 - Padrio - FAME 37.raw
Date - 11/10/2023 3:41:38 PM

Method - 20170818_Esteres_Mefilicos_FAMEs 37 Time of Injection: 11/3/2010 2:56:00 AM
Start Time © 0.00 min End Time : 60.00 min Low Point: -49.69 mV High Point - 993 88 mV/
Scale Factor: 1.0 Plot Offset: -49.69 mv/ Plot Scale: 1043 6 mv/

Response [mV]

abo T Bl Bodoo&ndon B b Bo o BodooEondono B 8
s —{(c40) BUT— =20
—l(C6:0) CAPI— :é;
_—:ce:m CAPH =55
7 =44
—9.37
—C10.0) CAF— —5.9%
| =1z
8 :fCﬁ:O)UNE— 3 —1313
] 4 1475
—{(C12:0) LAL— En 1855
E : - 1822
—C130 TR f—— —19.41
_ £ N —1962
B 2031
s e e——— 46
letsy e %3
—2629
g | —27.39
eems £
=4 —
g' =3038
EPR =

WN;HTW . % v

_lic20.0) AR~
2
_lic21:0) HEM— —43380
Tlicz22) cls= =46.27
" c220 BB e 47.39
] L 4826
] 3 5062
—|(c23:0) TRI— e 5121
“ic2a:1m9) — 54.41
_ licea0) L —5554
] 56.91
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Page 1 of 2
Software Version : 6.3.2.0646 Date - 11/10/2023 3:41:34 PM
Sample Name : padrdo Data Acquisition Time - 11/3/2010 2:56:00 AM
Instrument Name : Clarus Channel A
Rack/Vial - 0/0 Operator - manager
Sample Amount : 1.000000 Dilution Factor : 1.000000
Cycle 1
Result File : e\20231108 - perfil lipidico joséAugustoi20231110 - amostras reprocessadas\03_11_2023 - padrao - fame 37.rst
Sequence File - C:\PenExe\TcW S\Ver6.3 2\Sequencias\-_03_11_2010.seq
Sample Notes:
Esteres Metilicos - Splitb 9:1
N N 0 R o e o OO0 NEE @O MO T ENE- T MO N O e cw =
“@ BEERT 5 Y moos N B0 mEs Sor on @8 com S aol @ ee oo 383
0O T O T O X O T N i S N R §
= 8
E
m
2 600
g
&
4
200
1 | | I I I I Il I [ i [ I
‘I\\I|IIII‘\I\\|\III|I\I\‘I\II|IIII‘\III|IIII|I\I\‘IIII‘IHI‘
5 10 15 20 25 35 40 45 50 55
Time [min]
,
Perfil de Acidos Graxos
Perfil de acidos graxos - Padrao FAME 37
Peak Nomo do Tempo Area Area
# Componente [min] [uV*sec] [9%]
2 (C4:0) Butyric Acid 3.219 850624.69 221
7 (C6:0) Caproic Acid 3.956 1290551.42 3.35
15 (C8:0) Caprylic Acid 5917 1619007.16 4.20
20 (C10:0) Capric Acid 9.963 1745980.04 453
24 (C11:0) Undecanoic Acid 12727 867303.60 225
27 (C12:0) Lauric Acid 15.866 187320516 4.86
30 (C13:0) Tridecanoic Acid 19.110 935346.66 243
35 (C14:1) Myristoleic Acid Methy ~ 22.047 871145.03 2.26
36 (C14:0) Myristic Acid Methyl E 22459  1978511.22 514
37 (C15:1)cis-10-Pentadecanoic Ac 25.335 884648.86 2.30
38 (C15:0) Pentadecanoic Acid Met 25.699 1046515.92 272
41 (C16:1) Palmitoleic Acid Methy  28.255 886804 .41 2.30
43 (C16:0) Palmitic Acid Methyl E~ 28.955 3126563.03 8.12
47 (C17:1) cis-10-Heptadecanoic A 31.372 915853.87 2.38
48 (C17:0) Heptadecanoic Acid Met 31.953 633118.79 1.64
49 (C18:3n6) Gama-Linolenic Acid 33.572 177754 .46 0.46
50 (C18:2n6c¢) Linoleic Acid Methy  34.044 371060.33 0.96
51 (C18:1n9c) Oleic Acid Methyl E 34 277 2554973.76 6.63 Oleic/linalelaidic/linolenic Acids
52 (C18:1n8t) Elaidic Acid Methyl ~ 34.428 928725.97 241
53 (C18:.0) Stearic Acid Methyl Es  34.999 2215129.24 575
57 (C20:4n6) Arachidonic Acid Met 38.766 115365.15 0.30
58 (C20:5n3)cis-5,8,11,14,17-Eico  38.974 83079.31 0.22
59 (C20:3n6)cis-8,11,14-Ficosatri 39257 23732519 062  pggk Fr—— Tempo  Area Bres
60 (C20:2)cis-11,14-Eicosadienoic  39.774 382465.15 099 # Componente [min] [uV*sec] 1]
61 (C20:3n3) cis-11,14,17-Eicosat  39.932 1025170.09 2.66
62 (C20:1n9) cis-11-Ficosenoic 40020 9211000 024 69 (C22:0) Behenic Acid Methyl Es  47.393 2155873.24  5.60
63 (C20.0) Arachidic Acid Methyl ~ 40.706 2208291.19 573 72 (C23:0) Tricosanoic Acid Methy 51208 1067003.04  2.77
66 (C21.0) Hensicosanoic 43803 108413321 281 73 (C24:1n9) Nervonic Acid Methyl 54,415 901429.35 2,34
67 (C22:2) cis-13,16-Docosadienci  46.273  317986.95  0.83 74 (C240) Lignoceric Acid Methyl  55.541 2092325.28 543
AR (27100 Frucic Arid Mathul E AR 425 GONAAY 21 2 K7

38526264.99 100.00
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Page 2 of 2
11/10/2023 3:41:34 PM Result: 20231108 - perfil lipidico joséAugusto\20231110 - amostras reprocessadas\03_11_2023 -
padréo - fame 37 rst

Peak MNomo do Tempo Area Area
# Componente [min] [uV*sec] [%]
69 (C22:0) Behenic Acid Methyl Es  47.393 2155873.24 5.60
72 (C23:0) Tricosanoic Acid Methy 51.208 1067003.94 277
73 (C24:1n9) Nervonic Acid Methyl 54.415 901429.35 2.34
4 (C24.0) Lignoceric Acid Methyl 55541 2092325.29 543

~

38526264.99 100.00

Warning -- Signal level out-of-range in peak
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