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RESUMO

Biossurfactantes sdo obtidos a partir do metabolismo de microrganismos. Estas moléculas
naturais podem apresentar baixa ou nenhuma toxicidade, serem biodegraddveis e estdveis em
condic¢des extremas. Devido as diversas propriedades que elas possuem, podem ser empregadas
em diferentes setores industriais, inclusive na biorremediacdo. Apesar das diversas vantagens,
eles ainda sdo incapazes de competir economicamente no mercado devido ao seu custo de
producdo em escala industrial ser muito elevado quando comparado aos surfactantes quimicos.
Com o intuito de contornar esses problemas, diferentes estratégias sao utilizadas, entre elas
podem-se destacar a busca por novos microrganismos produtores de biossurfactantes, utilizagao
de matéria prima barata, otimizacao do meio de cultura e das condi¢des de cultivo e estudo e
desenvolvimento de técnicas para extragdo e purificacdo da biomolécula. Dessa forma, o
presente trabalho consiste na otimizacao do meio de cultura utilizando como fonte de carbono
residuo de abacaxi para producdo de biossurfactante pela levedura Rhodotorula mucilaginosa
CRM 747. Além disso, teve como objetivos definir a melhor metodologia de extracdo da
biomolécula, avaliar a estabilidade da biomolécula em diferentes temperaturas, pHs e
concentracdes salinas e analisar a influéncia do biossurfactante no crescimento microbiano em
dgua contaminada. O residuo de abacaxi foi escolhido visto que o Brasil é um dos maiores
produtores do mundo dessa fruta e no seu processo industrial cerca de 50% do seu peso é
descartado, gerando uma enorme quantidade de lixo organico. Em relacdo a levedura,
Rhodotorula mucilaginosa CRM 747, ela foi isolada do ambiente antdrtico e apresenta
caracteristicas desejdveis para producdo da biomolécula, como crescimento e producdo do
metabolito em aproximadamente 24 horas, temperaturas de crescimento baixas (15 °C) e baixa
exigéncia quanto ao meio de cultivo. Os resultados da otimiza¢ao do meio de cultura mostraram
que a levedura Rhodotorula mucilaginosa CRM 747 € capaz de produzir o biossurfactante
utilizando o residuo de abacaxi como fonte de carbono, além disso, ao realizar uma
suplementacdo com o residuo de abacaxi, ap6s 10 horas de fermentacdo, a produtividade
aumentou de 21,2 g.L'! para 36 g.L"! em 16 horas de fermentacdo. A biomolécula extraida
também apresentou estabilidade em uma ampla faixa de pH (2 a 10) , temperatura (-70 a 100
°C) e salinidade (5 a 100 g.L''), o que torna possivel a sua aplicagio em atividades
biotecnoldgicas que apresentem alteracdes dessas varidveis. A emulsdo formada pela dgua e
6leo mineral, com a adi¢do do biossurfactante permaneceu inalterada ao longo de 30 dias de
experimento. Entre as seis metodologias de extracdo da biomolécula testadas a que utiliza

acetona fria como solvente foi a que obteve melhor resultado, com extracdo de 27 g.L"!. Na



andlise do crescimento microbiano em dgua contaminada, a presenca do biossurfactante foi
imprescindivel para o crescimento do microrganismo, sendo vidvel sua aplicacdo na
biorremediacdo. Portanto, evidencia a necessidade do prosseguimento com os estudos da
producdo de biossurfactante pela levedura, uma vez que se confirmou o elevado potencial
biotecnoldgico da biomolécula e a vantagem na utilizacdo da levedura, pois esta possui uma

alta produtividade utilizando residuo agroindustrial como fonte de carbono.



ABSTRACT

Biosurfactants are obtained from the metabolism of microorganisms. These natural molecules
have little or no toxicity, are biodegradable, and are stable under extreme conditions. They can
be used in different industrial sectors, including bioremediation, due to the different properties
they have. Despite the various advantages, the biosurfactants are still unable to compete
economically in the market because of their cost of production on an industrial scale being very
high when compared to chemical surfactants. To solve these problems different strategies are
used, such as search for new microorganisms that produce biosurfactants, use of cheap raw
material, optimization of the culture medium and of the conditions of cultivation and study and
development of techniques for the extraction and purification of the biomolecule. Then, the
present work consists of the optimization of the culture medium using pineapple residue as a
carbon source to produce biosurfactant by the yeast Rhodotorula mucilaginosa CRM 747. In
addition, had of the objective to define the best extraction methodology of the biomolecule,
evaluate the biomolecule stability at different temperatures, pHs and saline concentrations and
analyze the influence of the biosurfactant on microbial growth in contaminated water. Brazil
is one of the world's largest producers of the pineapples and in its industrial process about 50%
of its weight is discarded, generating an enormous amount of organic waste. The yeast,
Rhodotorula mucilaginosa CRM 747, was isolated from the Antarctic and has desirable
characteristics for the production of the biomolecule, such as growth and production of the
metabolite in approximately 24 hours, low growth temperatures (15 ° C) and is not demanding
as to the medium of culture. The results of the optimization of the culture medium showed that
the yeast Rhootorula mucilaginosa CRM 747 is capable to produce the biosurfactant using
pineapple residue as a carbon source, in addition, when performing a supplementation with the
pineapple residue, after 10 hours of fermentation, the productivity increased from 21.2 gL.”! to
36 gL' in 16 hours of fermentation. The extracted biomolecule also showed stability over a
wide range of pH (2 to 10), temperature (-70 to 100 ° C) and salinity (5 to 100 gL!), which
makes it possible to be applied in biotechnological activities that present changes in these
variables. The emulsion formed by water and mineral oil, with the addition of the biosurfactant,
remained unchanged over 30 days of the experiment. Among the six extraction methodologies
of the biomolecule tested, the one that uses cold acetone as solvent was the one that obtained
the best result, with extraction of 27 g.L'!. In the analysis of microbial growth in contaminated
water, the presence of the biosurfactant was essential for the growth of the microorganism, and

its application in bioremediation is viable. Therefore, it evidences the need to continue with the



studies of the production of biosurfactant by yeast Rhootorula mucilaginosa CRM 747, because
of the high biotechnological potential of biomolecule and the advantages in the use of yeast,

this present high productivity using agro-industrial waste as a carbon source.
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1. Introdugio

Surfactantes sdo moléculas anfipdticas, isto &, constituidas por uma por¢ao
hidrofébica e por outra hidrofilica. Devido a essa caracteristica eles apresentam propriedades,
como: reducao da tensdo superficial e interfacial de misturas imisciveis, concentragdo micelar
critica, capacidade de emulsificacdo, dentre outras particularidades que os tornam alvos de
estudo e interesse de diversas modalidades industriais (Saharan et al., 2011).

Os tensoativos produzidos quimicamente sdo obtidos a partir de derivados de
petrdleo ou fontes oleoquimicas, por isso podem ser toxicos e nido biodegraddveis, restringindo
a sua utilizacdo (Marchant e Banat, 2012). A crescente conscientizacdo em relacio a protecdo
do meio ambiente, o surgimento de novas leis de controle ambiental e a intengdo de contornar
outras desvantagens na utilizagdo de surfactantes sintéticos transformaram os biossurfactantes
em alvos de pesquisas. Entretanto a producdo dessas biomoléculas, em escala industrial, ainda
ndo € viavel quando comparada a dos surfactantes sintéticos (Amaral et al., 2010; Sanches et
al., 2021; Souza et al., 2017a).

Segundo Sanches e colaboradores (2021), surfactantes de origem natural sdo
produzidos por diversos grupos de organismos, como: 0s microrganismos, as plantas e até os
seres humanos. Os biossurfactantes sdo biomoléculas produzidas por microrganismos e
apresentam praticamente todas as caracteristicas dos surfactantes sintéticos. Além disso, eles
possuem baixa ou nenhuma toxicidade, alta biodegradabilidade, alta biocompatibilidade, alta
especificidade e sdo estiveis em condicOes ambientais extremas (variacdes de pH, de
temperatura e de salinidade), tornando-os substitutos apropriados dos sintéticos (Liu et al.,
2011; Sanches et al., 2021)

A classificacdo dos biossurfactantes € baseada nas suas propriedades fisico-
quimicas: glicolipidios, lipopeptideos, lipidios neutros, acidos graxos, fosfolipidios e
poliméricos (Amaral et al., 2010; Cameotra et al., 2010; Pacwa-Plociniczak et al., 2011; Steller
e Vater, 2000). As func¢des bioldgicas dos biossurfactantes ainda ndo foram totalmente
esclarecidas, contudo, sabe-se que eles sdo capazes de emulsificar, de transportar e de
solubilizar hidrocarbonetos. Tais fungbdes sdo valorizadas durante o processos de
biorremediacdo de um ambiente contaminado, por exemplo, apds um derramamento de dleo
(Sharma e Saharan, 2016).

Ademais, as biomoléculas surfactina, iturina, fengicina, liquenisina, micosubtilisina
e bacilomicina, produzidas por Bacillus sp, possuem funcdo de aderéncia-liberacao da célula as

superficies e atividade antibidtica (Kim et al., 2010; Maier, 2003; Steller e Vater, 2000).
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A principal forma de obtengdo dos biossurfactantes € através dos processos
fermentativos, que consistem na utilizacdao de fontes de carbono para geracdo de energia e
metabolitos secunddrios (Barbieri et al., 2012). A otimizac¢do do processo e do meio de cultura
utilizado sdao importantes para obter o maximo de rendimento, preservando as propriedades da
biomolécula (Fontes et al., 2008). A otimizacdo por métodos cldssicos é um processo
demorado, trabalhoso e com elevado custo, especialmente quando existem vdrias varidveis para
serem analisadas, pois cada fator é avaliado separadamente; além disso, pode resultar em
interpretagdes erroneas, visto que ndo levam em conta a interag@o entre as variaveis estudadas.
Portanto utilizar técnicas mais avancadas para a otimizacdo das condicdes de fermentagdo e do
meio fermentativo sdo necessdrias. Métodos estatisticamente projetados se apresentam como
uma abordagem alternativa mais eficiente, ou seja, menos demorada, trabalhosa e gerando
menos gastos, e evitam erros por considerarem as interagdes entre os fatores estudados. Esse
tipo de abordagem estuda todos os niveis das varidveis de interesse simultaneamente (Bruns e?
al., 2006; Rufino et al., 2008). O desenho experimental (planejamento experimental) e a anélise
das superficies de respostas sdo exemplos dessas abordagens mais avangadas (Deepika et al.,
2016; Park et al., 2005). O planejamento experimental é uma ferramenta que necessita de
quantidade limitadas de experimentos para gerar informagdes uteis. A partir desses
experimentos € possivel analisar a influéncia de cada fator e das suas interacdes sobre as
respostas, definindo o melhor caminho para se atingir o objetivo, ou seja, a maior producao da

biomolécula (Bruns et al., 2006; Ratnam et al., 2005).

A utilizacdo de residuos agroindustriais que apresentam uma alta quantidade de
carboidratos e lipideos sdo uma opcao adequada para produgdo de biossurfactantes (Meneses
et al.,2017; Santos et al., 2016). Esses residuos podem ser provenientes de variadas atividades
humanas, como processamento de batatas, de diversos 6leos (de soja, de milho, de coco, de
amendoim, de canola, entre outros), detritos domésticos e comerciais (6leos de frituras)
(Meneses et al., 2017; Santos et al., 2016; Thompson et al., 2000). Anualmente milhdes de
toneladas de residuos danosos ao meio ambiente e a saide da populagdo sdao gerados, portanto
utilizar esses residuos como matérias-primas de processos biotecnoldgicos representa uma
alternativa vidvel para reduzir a polui¢do e os custos de produgdo industrial de biomoléculas
(Aradjo et al., 2019; Maneerat, 2005). O principal empecilho na utilizacao de residuos para
meio de cultivo estd na adequada composi¢do de nutrientes necessdrios para crescimento dos

microrganismos € para a formacdo da biomolécula de interesse. Além disso, gastos com
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transporte, armazenamento e tratamento prévio do residuo podem encarecer o processo, que o

torna pouco atrativo (Nitschke e Pastore, 2003; Singh et al., 2019).

Atrelado a isso, o interesse das industrias na producao dos biossurfactantes promoveu o
aumento na investigacdo de microrganismos capazes de produzi-los, logo, intensificou a
pesquisa de culturas microbianas isoladas de ecossistemas variados. Entre os biossistemas, o
ambiente Antartico recebeu destaque, pois € um local indspito e, apesar disso, possui uma
extraordinaria biodiversidade (Buzzini et al., 2012; Connell et al., 2008; Pavlova et al., 2011).
Os microrganismos, plantas e animais que vivem nesse ambiente se adaptaram metabdlica e
fisiologicamente garantindo a sua existéncia. As bactérias, as leveduras, os fungos e as algas
unicelulares provenientes de locais extremos sdo importantes cientificamente, pois produzem
substancias biologicamente ativas diferenciadas (D’amico et al., 2006; Gerday et al., 2000).
Entre os microrganismos mais estudados encontram-se os fungos, com foco especial nas

leveduras.

Os fungos sdo organismos que conseguiram se adaptar bem as condi¢des do planeta,
habitando a Terra ha milhoes de anos. Podem ser encontrados em diversos locais da natureza,
apresentando papéis importantes, como decompositores de matéria organica (Zucconi et al.,
2020). Muitas pesquisas utilizando leveduras para produgdo de biossurfactante concentram-se
na utilizacdo das Candidas, no entrando, as espécies de candidas sdo consideradas patégenos
oportunistas, ndo apresentando status GRAS (generally regarded as safe) (Albuquerque et al.,
2014; Carneiro et al., 2019). Esse status indica que o microrganismo nao possui toxicidade e/ou
patogenicidade, sendo possivel a aplicacdo deles e de seus metabdlitos em diversos setores

industriais (Santos et al., 2016).

Por causa disso, outros microrganismos produtores de biossurfactantes tém sido
investigados por muitos pesquisadores, e as leveduras do género das Rhodotorulas t€m-se
destacado para utilizacdo nas industrias em processos fermentativos, principalmente pela sua
alta taxa de crescimento em matéria-prima barata (Branco et al., 2010; Coelho et al., 2011;
Wirth e Goldani, 2012). Contudo, o estudo do biossurfactante a partir da levedura Rhodotorula
mucilaginosa foi reportado em apenas um trabalho, pertencente a Kawahara e seu grupo de
pesquisadores (2013). Eles estudaram a capacidade estabilizadora de astaxantina, comprovando
que a astaxantina foi estdvel a oxidacdo nas novas micelas de biossurfactantes. Apesar dos
resultados promissores, um intervalo de tempo significativo separa o atual trabalho deste
publicado, confirmando a necessidade de continuagcdo dos estudos relacionados a producio da

biomolécula por esse microrganismo.
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Diante do exposto, o presente trabalho teve como objetivo principal a otimizagdo da
producdo de biossurfactante pela levedura Rhodotorula mucilaginosa, utilizando planejamento
experimental e residuo agroindustrial como fonte de carbono; ademais analisar a estabilidade
da biomolécula em diferentes condi¢des; e, por fim, avaliar a sua capacidade de biorremediagao

em 4gua doce contaminada por hidrocarbonetos.

2. Objetivos
2.1. Objetivo geral
Desenvolvimento de um meio de cultura 6timo para producdo de biossurfactante
pela levedura Rhodotorula mucilaginosa CRM 747 utilizando planejamento experimental,
caracterizacdo da biomolécula e sua aplicacdo biotecnoldgica.
2.2. Objetivos especificos

e Selecionar entre as fontes de carbono e as de nitrogénio testadas as melhores para
composi¢do do meio de cultura para producao da biomolécula;

e Planejamento experimental para otimizar o meio de cultura.

o Planejamento Fatorial Fraciondrio 2°°;
o Planejamento em estrela com trés variaveis;
o Planejamento em estrela com duas varidveis.

e Avaliar diferentes metodologias de extracdo da biomolécula;

e Determinar a hidrofobicidade celular da levedura Rhodotorula mucilaginosa CRM747
em diferentes hidrocarbonetos;

e Avaliar a curva de crescimento da levedura Rhodotorula mucilaginosa CRM747 e
producdo do biossurfactante;

e Avaliar a produgdo da biomolécula pela levedura Rhodotorula mucilaginosa CRM747
ao longo de 24 e 30 horas de fermentacdo, com e sem suplementacdao de fonte de
carbono;

e Determinar a concentra¢ao micelar diluida do biossurfactante;

e Avaliar a estabilidade da emulsdo ao longo de 30 dias;

e Testar a estabilidade da biomolécula em diversas temperaturas, pHs e concentracdes
salinas;

e Analisar a aplicacdo biotecnoldgica do biossurfactante.
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3. Revisdo bibliogrifica
3.1. Surfactantes sintéticos e biossurfactantes
3.1.1. Surfactantes sintéticos

Surfactantes, ou tensoativos, sdo agentes de atividade superficial, ou seja,
compostos capazes de modificar as propriedades superficiais e interfaciais de um liquido -
propriedade relacionada a sua natureza anfipdtica (Ramanathan et al., 2013). A parte apolar é
frequentemente constituida por uma cadeia de hidrocarbonetos, enquanto a por¢ao polar pode
ser i0nica: catidnica, em solucdo aquosa possui carga positiva e apresenta atividade
condicionante e antibacteriana; anionica, quando dissolvida apresenta ion com carga negativa
e ¢ amplamente empregada em cosméticos; ndo-idnica, por nao possuir carga pode ser utilizado
junto com os anidnicos ou catidnicos e € destinado, principalmente, para produtos de uso
infantil e para peles sensiveis e; anfotérica, exibe um sitio positivo e outro negativo, a carga
dependerd do pH da solucdo (Desai e Banat, 1997; Vaz et al., 2012). Um surfactante possui
uma estrutura tipica R-X, em que R representa a por¢do hidrofébica e o X a parte polar (Khan
et al., 2020).

Devido a presenca de grupos polares e apolares, os surfactantes tendem a se
concentrar na interface de dois liquidos imisciveis formando uma camada, a qual € responsavel
pela redugdo da tensdo interfacial e superficial. O termo interface indica o limite entre dois
liquidos imisciveis, enquanto o termo superficie € utilizado quando uma das fases estd no estado
gasoso (Ramanathan et al., 2013; Sanches et al., 2021).

Além dessa propriedade, os tensoativos produzem espontaneamente agregados
denominados micelas. A produc¢do das micelas estd atrelada a capacidade de detergéncia e
solubilizacdo apresentada por essas moléculas. A menor concentragdo na qual ocorre a
formacdo das micelas € chamada de concentra¢do micelar critica (CMC).

A determinacdo da CMC € um ponto importante para caracterizacao do surfactante.
Quanto menor a CMC melhor, porque necessita de uma menor quantidade para reduzir ao
maximo a tensdo superficial. Abaixo da CMC, os surfactantes estdo, dominantemente, na forma
de mondmeros; acima da CMC, existe um equilibrio entre mondmeros e micelas (Aradjo et al.,
2019; Wanderley Neto et al., 2020).

As caracteristicas supracitadas fazem com que os surfactantes apresentem
diferentes propriedades: detergéncia, emulsifica¢do, lubrificacdo, capacidade espumante,
capacidade molhante, solubilizacdo e dispersdo de fases; tornando-os versateis para diversas

aplicacoes (Banat et al., 2010).
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Os surfactantes sintéticos sdo obtidos a partir de derivados de petréleo ou fontes
oleoquimicas. Todavia por causa da crescente conscientizacao em relac@o a protecdo do meio
ambiente ¢ o surgimento de novas leis de controle ambiental, alternativas “amigas do
ecossistema” tém sido estudadas, pensando em substituir os surfactantes sintéticos pelos
naturais. Os surfactantes produzidos por microrganismos apresentam-se como uma alternativa
vidvel para esta substitui¢do (Sanches et al., 2021).

3.1.2. Surfactantes biologicos

Nos udltimos anos aumentou o interesse nos surfactantes naturais, moléculas
produzidas por diferentes organismos vivos. Os surfactantes produzidos a partir do
metabolismo de microrganismos sdo chamados de biossurfactantes (Sanches et al., 2021). De
acordo com Singh e colaboradores (2019) a produgdo inicial de biossurfactante no mercado
mundial de 2013 era de 344.068,40 toneladas e previa um aumento para 461.991,67 toneladas
para 2020, com taxa de crescimento anual de 4,3%.

O uso dos biossurfactantes iniciaram em 1949 quando Jarvis e Johnson descobriram
atividades antibidticas e hemoliticas de um ramnolipidios. Posteriormente, em 1968, Arima e
colaboradores descobriram a producdo da surfactina, um biossurfactante muito estudado
produzido por Bacillus subtilis. Passado algum tempo, estudiosos se depararam com a produ¢do
de biossurfactantes em meios hidrofébicos, desencadeando estudos relacionados a utilizacdo de
microrganismos produtores de surfactantes no tratamento de residuos oleosos, na recuperagdo
de petrdleo e na biorremediacdo de dreas contaminadas (Barros et al., 2007).

Semelhante aos sintéticos, os surfactantes microbianos sdo constituidos por duas
porg¢des distintas, uma lipofilica e outra hidrofilica. Normalmente, a parte apolar € composta
por uma cadeia hidrocarbonica de um ou mais acidos graxos, podendo apresentar diferencas
estruturais (Sharma e Saharan, 2016).

A classificacdo dos biossurfactantes € baseada nas suas propriedades fisico-
quimicas: glicolipidios, lipopeptideos, lipidios neutros, dcidos graxos, fosfolipidios,
poliméricos e particulados (Amaral et al., 2010; Cameotra et al., 2010; Pacwa-Plociniczak et
al., 2011). Os biossurfactantes poliméricos sdo compostos por diversos grupos quimicos
diferentes, enquanto os particulados sdo vesiculas ou células microbianas que possuem
atividade de surfactante (Shah et al., 2016). Os lipopeptideos sdo os principais representantes
das biomoléculas que apresentam atividade antibidtica, antiviral, antitumoral,
imunomoduladora, inibidora de enzimas e de toxinas.

Além da classificacdo acima, os tensoativos biolégicos sdo classificados conforme

a sua massa molecular. Os particulados e poliméricos sao do grupo de alta massa molecular,
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exibindo como principal propriedade a capacidade de formar emulsdes. Por outro lado, os
surfactantes naturais que possuem baixa massa molecular - glicolipidios, lipopeptideos e dcidos
graxos - sao melhores redutores de tensao (Banat er al., 2010)
3.1.3. Microrganismos

Dentre os microrganismos produtores de biossurfactante, os mais estudados sdo as
bactérias e as leveduras. Embora virios estudos foquem nas bactérias, algumas espécies sdao
patogénicas impossibilitando a aplicacdo dos produtos em algumas industrias (Fontes et al.,
2008). Em compensacao, algumas leveduras apresentam o status GRAS (geerally regarded as
safe) indicando que ndo possuem toxicidade e patogenicidade, logo, o emprego de suas

biomoléculas em diversos setores industriais € possivel (Carneiro et al., 2019).

3.1.3.1. Leveduras

Os fungos s@o organismos que conseguiram se adaptar bem as condi¢des do planeta,
habitando a Terra hd milhdes de anos. Eles podem ser encontrados em diversos locais da
natureza apresentando papéis importantes, por exemplo decompositores de matéria organica
(Schell, 1995).

As leveduras geralmente sdo unicelulares, brancas ou avermelhadas, com tamanho
variando de 1 a 5 um de didmetro e de 5 a 30 pm de comprimento, a forma também ¢é
diversificada: esféricas, elipticas ou quase filamentosas. Elas apresentam uma membrana
citoplasmadticas lipoproteica, responsdvel por regular as trocas com o meio externo, € uma
parede celular rigida. As leveduras sdo células eucaridticas, isto €, os nucleos sdo envolvidos
por uma membrana denominada carioteca. As formas de reproducao das leveduras podem ser
sexuadas ou assexuadas, a primeira envolve a formacdo de esporos e a segunda ocorre por
brotamento, divisdo bindria ou formagdo de artroconidios (Hoog et al., 2000).

Diversos estudos utilizando leveduras para producdo de biossurfactante e com
diferentes objetivos ja foram relatados na literatura. Sharma e colaboradores (2019) tiveram
como objetivo a otimizacdo da producdo de biossurfactante pela levedura Meyerozyma
guilliermondii YK32. Camargo e colaboradores (2018) analisaram a producdo de
biossurfactante por oito leveduras em condi¢des dcidas utilizando 6leo de soja residual como
fonte de carbono. As leveduras avaliadas pelo grupo foram: Meyerozyma guilliermondii
(accession number KX455858), Candida orthopsilosis (accession number KR136231),
Cryptococcus luteolus (accession number KR136232), Rhodotorula glutinis (accession number
KR136236), Rhodotorula mucilaginosa (accession number KR136233), Hannaela sinensis
(accession number KR136235), Dipodascus australiensis (accession number KR136229) and

Metschnikowia koreensis (accession number KR136230). Visando aplicagdo no setor
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alimenticio, Ribeiro e colaboradores (2020) avaliaram a possibilidade de utilizar o
biossurfactante produzido pela levedura Saccharomyces cerevisiae URM 6670 para substituir

a gema de ovo em uma formulagdo de biscoito.

3.1.3.1.1. Rhodotorula mucilaginosa

As leveduras Rhodotorula mucilaginosa sao fungos saprofiticos, pertencentes ao
filo Basidiomycota. Normalmente as culturas dos fungos pertencentes ao género Rhodotorula
demandam de 24 a 48 horas de incubagdo para serem detectdveis visualmente, apresentam uma
coloracdo amarelada/avermelhada e possuem um aspecto liso e/ou mucoso. A temperatura
Otima de crescimento varia de 25 °C a 37 °C e ndo sdo capazes de fermentar carboidratos (Fell
et al., 2000; Gan et al., 2017; Hoog et al., 2000; Kwon-Chung e Bennett, 1992).

Dentre as espécies pertencentes ao género Rhodotorula apenas a Rhodotorula
mucilaginosa, Rhodotorula glutinis e Rhodotorula minuta sdo patogénicas para os humanos.
Todavia, a Rhodotorula mucilaginosa apesar de ser classificada como uma levedura patogénica
oportunista, ela apresenta caracteristicas interessantes para aplicacdes biotecnoldgicas, como
producdo de carotenoides (Gan et al., 2017).

Elas podem ser isoladas de diferentes ambientes, solo, 4gua, ar, poeira e substratos
comumente encontrados no ambiente humano. Atualmente cresceu o interesse em fungos
isolados de diferentes ecossistemas, incluindo locais com condi¢des pouco favoraveis, como
exemplo as profundezas do mar, solo e vegetacdo da Antdrtica, ambientes aquéaticos
hipersalinos de alta temperatura, entre outros (Butinar et al., 2005; Gan et al., 2017; Pavlova et
al., 2011). As Rhodotorulas t€m-se destacado, para utilizacdo em processos fermentativos,
principalmente pela sua alta taxa de crescimento em matéria-prima barata (Branco et al., 2010;
Kwon-Chung e Bennett, 1992).

Estudos realizados por Oloke e Glick (2005) utilizando leveduras Rhodotorula
glutinis, demonstraram que o microrganismo produziu bioemulsificante e este apresentou niveis
de emulsificagdo significativos em querosene € 6leo cru (80%). Além do que, a biomolécula

apresentou taxas acima de 76% na remocao de 6leo bruto de poluentes.

3.1.3.1.2. Leveduras da antartica
O interesse em microrganismos, principalmente leveduras, isolados de ambientes
extremos aumentou nos ultimos tempos. Pode-se encontrar locais com condi¢des extrema nos
oceanos, nas fontes termais, em locais contaminados, no Artico e na Antértica, entre outros (Cai
et al., 2014). Apesar do crescente interesse nesses lugares, ha poucos trabalhos envolvendo o

estudo de microrganismos em ambientes frios, como o da Antértica. Entdo, o estudo da
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microbiota da Antdrtica ndo se restringe apenas no Aambito para novas aplica¢des
biotecnoldgicas, mas também para colher informacdes ecoldgicas e taxondmicas (Cabrera e
Blamey, 2018; Cai et al., 2014; Rosa et al., 2010).

Ademais, devido as caracteristicas adversas do seu ambiente de origem,
microrganismos extremoéfilos podem apresentam caracteristicas positivas, tornando atrativo o
seu emprego em processos industriais. O estudo de suas substincias bioativas também
despertou o interesse de diversos pesquisadores, acredita-se que seus metabdlitos secundarios
incomuns sejam adaptagdes quimicas para competir por substratos ou para a defesa (Bhadury
et al., 2006; Singh et al., 2011). Por exemplo, os biossurfactantes provenientes de
microrganismos de ambiente frio apresentam baixa temperatura de Krafft, o que permite que
sejam utilizados em diferentes temperaturas sem perderem sua atividade (Cai et al., 2014).

A Antartica € um ambiente extremamente hostil, possuindo o clima mais frio e seco
do planeta; mais de 99% do continente € coberto de gelo por longos periodos de tempo; possui
baixa temperatura e alta variacdo, de 15 °C no verao a — 80 °C no inverno; ventos fortes que
ultrapassam a velocidade de 100 kmh'!; alta taxa de sublimacdo e evaporacdo; elevada
incidéncia de radiagdo, principalmente ultra violeta e; baixa disponibilidade de dgua, o que
influencia no crescimento e desenvolvimento de qualquer ser vivo. Apesar de todas essas
condi¢des adversas para a sobrevivéncia de qualquer organismo, a Antartica apresenta uma
enorme diversidade biolégica (Cabrera e Blamey, 2018; Margesin e Miteva, 2011; Rosa et al.,
2010; Ruisi et al., 2007; Yergeau e Kowalchuk, 2008).

Os microrganismos sdo capazes de desenvolver mecanismos fisiologicos e
metabdlicos para superar as barreiras impostas pelo ambiente, principalmente as baixas
temperaturas (Buzzini et al., 2012; Ruisi et al., 2007; Zucconi et al., 2020). De maneira geral,
organismos adaptados ao frio podem ser divididos em psicroéfilos, englobam os incapazes de
crescer em temperaturas acima de 20 °C, e os facultativos, os que crescem em temperaturas
baixas, porém apresentam uma taxa de crescimento mais elevada quando cultivados em
temperaturas acima de 20 °C (Brunati et al., 2009; Buzzini et al., 2012).

A biota da antdrtica € constituida por microrganismos que ndo regulam a
temperatura interna, apresentam a mesma temperatura do meio, e, apesar do efeito negativo da
baixa temperatura nas reagdes quimicas, esses microrganismos conseguem Crescer € mover-se
em taxas similares aos de ambientes temperados (Cowan e Tow, 2004; Zucconi et al., 2020).
Eles apresentam diferentes tipos de adaptagdes, como: presenca de micélios estéreis, producao
de melanina e producao de varios compostos - por exemplo proteinas anticongelantes - com o

objetivo de protegé-los do congelamento intracelular e reduzir os resultados deletérios da
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formacgdo dos cristais de gelo (Gilbert et al., 2004; Kawahara, 2017; Margesin e Fell, 2008;
Shivaji e Prakash, 2010; Zucconi et al., 2020). O segredo para sobrevivéncia em ambientes
com baixas temperaturas € a capacidade de contornar os efeitos negativos causados por elas,
adaptando-se funcional e estruturalmente (Margesin e Miteva, 2011).

Kimura e Morita (1975) estudaram o efeito do biossurfactante mannosylerythritol
lipidico, produzido pela levedura Pseudozyma antarctica, sobre a hidratacdo de peles
danificadas. Eles notaram que a aplicacio dessas biomoléculas reverteu os danos, de forma dose
dependente, na pele. Essa pesquisa revelou que na Antartica existe leveduras capazes de
produzir biossurfactantes e esses apresentam aplicabilidade em diferentes setores industriais,
por exemplo na drea dos cosméticos. Gesheva e colaboradores (2010) estudaram um tensoativo
produzido pela levedura Rhodococcus fascians, também isolada da Antartica. A biomolécula
reduziu a tensdo superficial da d4gua/ar para 27 mNm™, inibiu o crescimento de B subtilis ATCC
6633 e apresentou atividade hemolitica.

3.1.4. Propriedades dos surfactantes

Dentre as diversas propriedades dos surfactantes, a adsor¢do, a concentracio
micelar critica, a solubilidade, a solubiliza¢cdo de substincias hidrofébicas, a microemulsio e o
balango hidrofilico/lipofilico (HLB) sdo as que recebem maior destaque.

A adsor¢do € a capacidade de acumular ou aumentar a concentracio de uma
determinada substancia sobre a superficie de outro composto. Gragas a caracteristica anfipdtica
do surfactante, ele se acumula na superficie de liquidos polares ou apolares e, dependendo da
sua concentracdo, pode ficar distribuido de forma desordenada ou ordenada (Varjani e Upasani,
2017). Quando a concentragdo do surfactante estd baixa, as moléculas tendem a se distribuir na
superficie paralelamente. Com o aumento da concentracio, essas moléculas se organizam de
modo a formar uma camada unidirecional. Quando a camada unidirecional é formada a
concentracdo do surfactante € denominada concentracdo micelar critica (CMC) (Porter, 1991;
Varjani e Upasani, 2017).

A CMC ¢ a concentragdo de surfactante em que ocorre a formagdo das micelas.
Logo, os surfactantes estdo preferencialmente na forma de moléculas individuais abaixo da
CMC e, acima da CMC existe um equilibrio entre mondmeros e micelas (Bognolo, 1999;
Varjani e Upasani, 2017). Além disso, as micelas formadas em solu¢do polar apresentam a parte
hidrofébica do surfactante voltadas para o centro e sdo chamadas de micelas diretas. Em
solugdes apolares encontram-se as micelas inversas, cujos nucleos sdo formados pela parte

hidrofilica do surfactante. A CMC € influenciada por diversos fatores: a estrutura do tensoativo,
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quanto maior a parte hidrofébica menor a CMC; a temperatura; o pH e; a presenca de eletrélitos
e/ou compostos organicos (Mesquita, 2004).

A temperatura micelar critica (TMC) ocorre quando as trés fases — cristais,
mondmeros e micelas — encontram-se em equilibrio e a concentragcdo do surfactante € igual a
concentracdo micelar critica (Bhairi e Mohan, 2001). O ponto de turvacdo € a temperatura na
qual a solucgdo fica turva e € importante conhecé-la, pois ela influencia nas aplicagdes dos
surfactantes ndo i6nicos ou anféteros (Nascentes et al., 2002).

Solubilidade € outra propriedade importante dos surfactantes e estd relacionada ao
tamanho das cadeias hidrofébicas e hidrofilicas que compde a molécula. Se o tamanho da parte
polar permanecer constante, entdo a solubilidade da molécula em dgua reduzird com o aumento
da parte hidrofébica. O contrario também ocorre: conservando o tamanho da cadeia carbonica,
a medida que aumenta o grupo polar também aumenta a solubilidade em dgua. A temperatura
influencia na solubilizacdo dos surfactantes em dgua. Os surfactantes em temperaturas muito
baixas estdo na forma cristalina insolivel em dgua, e a propor¢ao que a temperatura aumenta
também a solubilidade.

Substancias organicas sdo insoluveis ou pouco soliveis em agua, todavia a adi¢do
de surfactantes pode aumentar essa solubilidade por meio da formagdo de micelas, as quais
permitem que essas substancias sejam incorporadas no interior das biomoléculas (Mulligan et
al., 2001; Porter, 1991; Varjani e Upasani, 2017). Microemulsdo sao solucdes, aparentemente
limpidas e estaveis, de compostos organicos em agua, no entanto para que liquidos imisciveis
formem solugdes € necessdria uma grande quantidade de surfactante (Porter, 1991).

O HLB ¢ a relacdo entre as partes hidrofilicas e hidrofébicas do surfactante e € um
parametro importante, visto que afeta as propriedades fisico-quimicas da molécula. Ele é
alterado com a variacao no tamanho das partes polares e apolares do tensoativo, aumentando
com a elevacao da parte hidrofilica e reduzindo com o crescimento da parte apolar (Varjani e
Upasani, 2017).

3.1.4.1. Propriedades Especificas dos Biossurfactantes

Ao realizar uma comparagdo entre os surfactantes sintéticos e bioldgicos, estes
apresentam desempenhos melhores em algumas propriedades do que aqueles. Por exemplo, na
reducdo da tensdo superficial e interfacial os biossurfactantes necessitam de uma menor
concentracdo para obter os mesmos resultados que os surfactantes sintéticos (Banat, 1995;
Cooper et al., 1981; Mulligan, 2005).

Além disso, os biossurfactantes s@o estdveis em uma ampla faixa de temperaturas e

de pH, ademais suportam altas concentragdes salinas. Essas propriedades sdo interessantes para
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diferentes aplicacdes industriais. Enquanto isso, os surfactantes sintéticos sao mais susceptiveis
as variacdes drésticas, perdendo atividade (Jezierska et al., 2018).

Os surfactantes naturais sao também biodegradadveis, biocompativeis e apresentam
baixa toxicidade. Por causa da preocupacdo da populacdo na aplicacdo de surfactantes em
produtos alimenticios, cosméticos e farmacéuticos, além da conscientizacdo na preservacio
ambiental, o interesse nessas biomoléculas aumentou (Jezierska et al., 2018).

3.1.5. Vantagens e desvantagens

A biodegradabilidade e baixa toxicidade sdo as principais vantagens dos
biossurfactantes sobre os surfactantes sintéticos, substituindo-os em alimentos, em cosméticos
e em produtos farmacéuticos. Além dessas possibilidades, apresentam um elevado potencial em
aplicacdes ambientais: aumento da recuperacdo de petréleo e na biorremediacao de poluentes
insoluveis em dgua (Aradjo et al., 2019; Souza et al., 2014).

Essas biomoléculas também apresentam baixa concentracdo micelar critica (CMC)
e melhor desempenho na formagdo de complexo com metais pesados, na formacdo de espuma,
na emulsificacdo e na solubilizacdo. Ainda, sdo estdveis em variacdes de pH, de temperatura e
de salinidade; sdo altamente seletivos e especificos; apresentam atividade antimicrobiana e;
exibem diversidade estrutural que pode estar associado a propriedades unicas (Banat et al.,
2000; Kim et al., 2000; Nitschke e Pastore, 2002; Souza et al., 2014).

Entre as desvantagens, a principal é o elevado custo de producdo. Pretendendo
contornar essa situacio, sao desenvolvidas diversas pesquisas na utiliza¢do de substratos mais
baratos, utilizacdo de microrganismos menos exigentes e otimiza¢do do processo produtivo,
visando uma maior produc@o e menor gasto econdmico (Araujo et al., 2019; Gallert e Winter,
2002; Rahman et al., 2002). A extra¢do da biomolécula é outro ponto importante ao longo da
cadeia produtiva, determinando a viabilidade do processo. Diferentes métodos podem ser
empregados, no entanto, em larga escala, a maioria demanda grandes volumes de solvente,
gerando uma alta quantidade de residuos e encarecendo o processo (Jimoh e Lin, 2019;
Kuyukina et al., 2001).

3.1.6. Método de produgdo

Neste topico, serd abordado os tipos de fermentagdo mais comumente utilizados na
producdo industrial de surfactantes bioldgicos e suas vantagens. Serdo relatadas também as
principais fontes de residuos agroindustriais utilizadas para substituir fontes de carbono e/ou de

nitrogénio na composi¢ao do meio de cultura.
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3.1.6.1. Processo fermentativo

Muitos produtos comerciais sao obtidos por processos fermentativos, que consistem
na utilizacdo de fontes de carbono para gerag¢do de energia e algum outro produto (Barbieri ef
al., 2012). As principais vantagens na utilizacdo desses processos sdo: obter os produtos em
qualquer época do ano, menor custo, oportunidade de utilizar substratos baratos, espaco
utilizado relativamente pequeno e a possibilidade de controlar as condi¢des de cultivo (Barbieri
et al., 2012). Diversos produtos podem ser obtidos por esse método, as enzimas, os antibioticos,
0s corantes, as vitaminas, os aminodcidos, os biopolimeros, as bebidas alcodlicas, entre outros.

Os processos fermentativos podem ser descontinuos, semicontinuo, descontinuo
alimentado ou continuo. Batelada e batelada alimentada sdo os comumente utilizados na
producdo de biossurfactante, pois apresentam diversas vantagens: custos de equipamentos,
acompanhamento e manutenc¢do relativamente baixos e seguranca em relacdo as condi¢des de
assepsia (Fontes et al., 2008).

Durante o processo de batelada, adiciona-se antiespumante, dcido ou base para
controlar o pH e, nos processos aerdbicos, oxigénio. Na batelada alimentada, alguns nutrientes
sdo adicionados ao longo do processo aumentando o volume. Este tltimo € empregado quando
o microrganismo € susceptivel aos fendmenos de inibi¢do por substrato ou repressao catabolica
(Fontes et al., 2008).

A temperatura, o pH, a aeracdo e a agitacdo sdo pontos significativos relacionados
as condi¢Oes de fermentacdo, portanto, durante a otimizagdo do processo, eles devem ser
estudados. A otimizagdo do processo € a selecio do meio de cultura utilizado é de suma

relevancia para se obter o maximo de rendimento com o menor custo (Fontes et al., 2008).

3.1.6.1.1. Fatores que afetam a producdo

O meio de cultivo afeta a capacidade do microrganismo de produzir biossurfactante,
interferindo também na estrutura da biomolécula e modificando suas propriedades, estas
mudancas podem ser benéficas quando alguma propriedade especifica é almejada. Estudos
realizados por Das e colaboradores (2008) demonstraram que ao utilizar a glicose como fonte
de carbono, o biossurfactante produzido apresentou um melhor desempenho quanto a atividade
antimicrobiana quando comparada ao glicerol, ao amido e a sacarose. Portanto, ¢
imprescindivel definir a composi¢ao do meio.

As fontes de carbono, nitrogénio e a presenca de outros compostos (fésforo, ferro,
manganés e magnésio) interferem no cultivo do microrganismo. Além disso, alguns
microrganismos s produzem biossurfactantes quando estdo em condi¢des de estresse, ou

quando o meio possui compostos lipofilicos (Jimoh e Lin, 2019). Apds definir o meio, as
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condic¢des de cultivo - temperatura, pH, agitacdo e aeracdo - também devem ser otimizadas para
garantir a qualidade e a alta produtividade (Jimoh e Lin, 2019). Logo, um estudo preliminar das
condi¢des de fermentacao € fundamental para se obter a maxima producao.

A producdo dessas biomoléculas pode ocorrer quando as fontes de carbono sio
soliveis ou insoluveis em 4gua, todavia, na literatura hd relatos que € preferivel combinar
substratos insoliveis em dgua e carboidratos. A principio, os carboidratos seriam utilizados para
gerar a parte polar da molécula do biossurfactante, enquanto os compostos lipofilicos
formariam a parte apolar (Adetunji e Olaniran, 2021; Fontes et al., 2008). Contudo existem vias
metabdlicas em que carboidratos originam hidrocarbonetos, e que compostos apolares originam
compostos polares.

Compostos hidrofilicos sdo degradados originando intermedidrios da via glicolitica,
precursores dos carboidratos, entretanto, eles também podem ser convertidos a acetil-CoA pela
via da glicdlise, posteriormente a acetil-CoA unida ao oxaloacetato produz malonil-CoA
formando, em seguida, dcido graxo, precursor da sintese dos lipidios (Fontes et al., 2008).

Quando a fonte de carbono € um hidrocarboneto, as vias bioquimicas utilizadas para
gerar a parte apolar e a polar sdo a lipolitica e a gliconeogénese, respectivamente. Na
gliconeogénese, os acidos graxos sdao oxidados gerando acetil-CoA ou propionil-CoA. A partir
desses dois compostos, a via para geragdo dos precursores de polissacarideo € o inverso da
apresentada na glicolise. Porém, na glicélise, algumas reacdes sdo irreversiveis, as catalisadas
pelas enzimas piruvato quinase e a fosfofrutoquinase-1, dessa forma outras enzimas sdo

necessdrias para reverter as reacoes (Fontes et al., 2008).
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quinase; C. isocitrato desidrogenase; D. citrato lipase; E. piruvato desidrogenase; F. piruvato
carboxilase. B - Metabolismo bioquimico para sintese da molécula do surfactante, tendo como
fonte de carbono hidrocarbonetos. As enzimas envolvidas sdo: A. isocitrato liase; B. malato
sintase; C. fosfoenolpiruvato carboxilase; D. frutose-1,6 bifosfatase. Fonte: Fontes et al. 2008.

O nitrogénio € indispensavel para o crescimento celular e para a sintese de
proteinas. O extrato de levedura € a principal fonte de nitrogénio utilizada nas culturas, todavia,
a quantidade varia de acordo com o microrganismo (Fontes et al., 2008).

Teoricos afirmam que a produgdo do biossurfactante ocorre principalmente quando
a fonte de nitrogénio estd esgotada, ou seja, durante a fase estaciondria (Jezierska et al., 2018).
Albrecht e colaboradores (1996) definiram um mecanismo para investigar como a falta de
nitrogénio influenciava na produgdo do surfactante natural. De acordo com eles, a escassez do
nitrogénio reduz a atividade especifica da isocitrato desidrogenase (dependente de NAD+ e
NADP+), enzima responsdvel pela oxidacdo do isocitrato a a-cetoglutarato, levando ao
acumulo de isocitrato e citrato na mitocondria. Estes dois compostos sdo transportados para
dentro do citosol sendo o citrato clivado pela citrato sintase originando acetil-CoA (precursor
da sintese de 4cido graxo). A sintese da parte apolar do biossurfactante aumenta e,
consequentemente, a producdo da biomolécula também.

A relacdo quantitativa entre as fontes de carbono e nitrogénio é um pardmetro muito
estudado. Em pesquisa realizada com a Rhodotorula glutinis utilizando diferentes razdes C/N
na produc¢do de bioemulsificantes, notou um aumento na emulsificacdo com o acréscimo da

relacdo C/N, com o nitrogénio em quantidades limitantes (Fontes et al., 2008).

3.1.6.1.2. Residuos agroindustriais

Anualmente sdo gerados milhdes de toneladas de residuos danosos ao meio
ambiente e a saide da populacdo. A tentativa de utilizar esses residuos como matéria-prima de
processos biotecnoldgicos apresenta duas principais vantagens: reducdo dos custos de producdo
industrial de biomoléculas e redugdo dos descartes desses residuos no meio ambiente (Jimoh e
Lin, 2019).

Residuos agroindustriais que possuem em sua composi¢do alta quantidade de
carboidratos e lipideos s@o considerados promissores para aplicagdo na producdo de
biossurfactantes (Banat et al., 2000). Esses residuos provém de diferentes atividades industriais
- processamento de batatas e de 6leos de sojas, de milhos, de cocos, de amendoins, de canolas,
dentre outras - e de detritos domésticos e comerciais, como os 6leos de fritura (Gallert e Winter,

2002; Jimoh e Lin, 2019).
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Thavasi e colaboradores (2007) produziu biossurfactante utilizando fontes
renovaveis, baratas e facilmente disponiveis. Testaram trés microrganismos e observaram que
todos produziram um complexo glicopeptidico capaz de emulsionar diferentes hidrocarbonetos.

O principal empecilho na utilizacdo de residuos para o meio de cultivo estd na
adequada composicao de nutrientes necessarios para o crescimento dos microrganismos € para
a formacao da biomolécula de interesse. Além disso, despesas com transporte, armazenamento

e tratamento prévio podem encarecer o processo (Nitschke e Pastore, 2003; Singh et al.,2019).

3.1.6.1.2.1.  Abacaxi (Ananas comosus)

O Brasil € o segundo maior produtor mundial de abacaxi (Ananas comosus),
possuindo 58.000 hectares plantados e sua produgdo abrange todo o territorio nacional. A maior
parte dos frutos é comercializada no mercado interno na forma de fruta in natura, e a produgdo
estd distribuida principalmente nos Estados do Norte e do Nordeste. A cultivar nacional Pérola,
também chamada de Branco de Pernambuco, € a mais cultivada, visto que possui uma acidez
menos pronunciada, € colhida em regides quentes durante o ano inteiro e foi mais aceita pelo
consumidor brasileiro (Meletti et al., 2011; Silveira et al., 2009; Soares et al., 2012).

A cultivar Smooth Cayenne ou Hawai € produzida principalmente pelos Estados de
Minas Gerais e Sdo Paulo. Estima-se que a drea de plantio de abacaxi na regido do Triangulo
Mineiro seja de 5000 hectares, com média de 2500 a 3000 hectares/ano e com produgdo de 30
a 35 toneladas de fruta/hectare. No periodo de abril a setembro, as indistrias mineiras e as da
regido Sul do pais processam cerca de 60% da produgdao nacional de abacaxi, sendo 40%
utilizados para o consumo “in natura”. No periodo de outubro a mar¢o, o consumo do abacaxi
“in natura” aumenta para 60% (Ferreira, 2007).

Durante o processo industrial, coroa, folhas e talo sdo removidos. Os residuos
gerados - casca, talo, coroa e folhas - contabilizam cerca de 50% (p/p) do peso total do abacaxi.
Esses residuos possuem elevado potencial econdmico uma vez que podem ser convertidos em

produtos de alto valor agregado através de processos biotecnoldgicos.

3.1.6.1.2.2.  Caju (Anacardium occidentale)
O cajueiro (Anacardium occidentale) pertence a familia anacardiaceae, € nativo da
América do Sul e cresce também nos trépicos das Américas, da Africa e da Asia. Ele é
comumente dividido em dois grupos, o comum e o ando, sendo o primeiro de maior porte e
mais difundido do que o segundo (Criséstomo et al., 2003; Pinho, 2009).
A castanha € o verdadeiro fruto do cajueiro, com 2.5 a 3.0 cm de comprimento; 2.5

cm de largura e; coloracdo marrom-acinzentado. O pedunculo é o pseudofruto do caju, com 5
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a 10 cm de comprimento, 4 a 8 cm de largura e casca fina e cerosa de colora¢do avermelhada,
amarelada ou vermelha e amarelada. A polpa é amarela pdlida, macia, fibrosa, suculenta,
adstringente, dcida a subdcida e apresenta aroma caracteristico. O pedunculo € altamente
nutritivo e apresenta em sua composicao diferentes vitaminas, minerais € compostos fendlicos
(Pinho, 2009).

A producdo anual no Nordeste de castanha de caju é cerca de 200 mil toneladas por
ano, resultando em uma producdo de aproximadamente 2 milhdes de toneladas de pedunculo
por ano, das quais 80% sao desperdicadas (1.5 milhdes de toneladas) todo ano. Os principais
fatores para o elevado desperdico estio relacionados, principalmente, ao pequeno periodo de
pos-colheita e de safra, insuficiente aproveitamento pela inddstria e auséncia de métodos
efetivos para preservar o pseudofruto (Paiva et al., 2000; Pinho, 2009).

A utilizagdo do pseudofruto como componente de meio de cultivo em processos
fermentativos justifica-se pelo seu alto valor nutritivo e pela incapacidade do mercado em
utilizar totalmente as toneladas geradas anualmente. Além disso, esse acimulo de material
organico pode ser danoso ao meio ambiente.

3.1.7. AplicacOes

Em razdo das suas propriedades, os surfactantes apresentam inimeras utilizacdes
nos setores industriais. Possui propriedades que possibilitam sua utilizacdo em produtos de
higiene pessoal, cosméticos e farmacéuticos. Eles também podem ser empregados na
recuperacdo de dreas contaminadas por meio de uma técnica bioldgica intitulada
biorremediacdo (Jimoh e Lin, 2019).

A biorremediacdo utiliza organismos vivos ou os seus metabdlitos para remover,
reduzir ou neutralizar poluentes organicos e inorganicos. A molécula de tensoativo seria
produzida pelos microrganismos do proprio local contaminado, por microrganismos
adicionados na drea afetada, ou ainda produzida ex sifu e depois inserida no ambiente. A
aplicacdo do surfactante tem como propdsito auxiliar os microrganismos na degradacdo dos
contaminantes (Tonini et al., 2010).

Os surfactantes também podem ser empregados na limpeza de reservatorios de
6leos; na recuperacdo melhorada do petréleo (MEOR); nos tratamentos terapéuticos, com
funcdo de antibidticos, de antivirais, de antifungicos e de antitumorais; nas formulacdes de
herbicidas e pesticidas e; na minera¢do, manipulados para a flotacdo e separacdo de alguns
minerais (Jezierska et al., 2018).

Das e colaboradores (2008) relataram que fragdes lipopetidicas do biossurfactante

produzido por B. circulans t€m acao antimicrobiana. Resultados semelhantes foram obtidos por
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Mukherjee e colaboradores (2009). Estudando B. circulans marinhos, eles purificaram um
biossurfactante com atividade contra microrganismos. Em relacdo as outras aplicagdes,
diversos estudos envolvendo remocdo de metais pesados ja foram realizados. Das e
colaboradores (2009) observaram que biossurfactantes, de baixa CMC, concentrados

removeram 100 ppm de chumbo e cddmio.
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4. Materiais e métodos
4.1. Microrganismos
A levedura Rhodotorula mucilaginosa (c6digo de isolamento L.69) obtida a partir
de algas (algas marinhas) coletadas em Punta Plaza (Admiralty Bay, Ilha King George,
Antartica) e taxonomicamente identificada de acordo com Duarte e colaboradores (2013) foi
usada no presente estudo. Esta cepa estd depositada no Centro de Recursos Microbianos (CRM
— UNESP) da Universidade Estadual Paulista (UNESP, Brasil) sob o numero de acesso CRM
747. A levedura foi conservada pelo método de criopreservacao com 50% (v/v) de glicerol.
4.2. Pré- in6culo
Para adaptacdo e crescimento da levedura, 1 mL do criotubo (glicerol e
microrganismo) foi incubado em 100 mL de YPD (g.L'l): glicose (10), peptona (5) e extrato de
levedura (3) por 72 horas e 15 °C com 120 rpm de agitacao.
4.3. Residuos agroindustriais
Os residuos agroindustriais de abacaxi (Ananas comosus) e caju (Anacardium
occidentale) foram adquiridos nos mercados locais, lavados com uma solucao de hipoclorito de
so6dio a 10% (v/v) e processados no laboratdrio. Os residuos do abacaxi constaram basicamente
de casca e folhas do abacaxizeiro. Os residuos do caju constaram basicamente do pedinculo do
fruto do cajueiro. Realizou-se a quantificacdo de acucares totais pela metodologia modificada
descrita por Miller (1959). Inicialmente procedeu-se com a hidrélise dcida, adicionando HCI
2N (v/v), permanecendo 5 minutos em banho-maria e, posteriormente, 5 minutos em banho de
gelo, adicionando em seguida NaOH 2N. Ap6s a hidrolise dcida, fez-se diluigdes das amostras
e adicionou-se em tubos folin wu 0.5 mL das amostras diluidas e 1 mL do reagente DNS,
deixando em banho-maria e banho de gelo por 5 minutos cada. Completou-se os tudos folin wu
com 4gua destilada at€é a marcacdo de 12.5 e, finalmente, realizou-se a leitura em
espectrofotdmetro a 540 nm. Os resultados das absorbancias foram transformados em g.L"!
utilizando a equacdo y = 3570,5x obtida pela plotagem dos dados da curva padrio, com
coeficiente de corregiio linear (R?) = 0.9973. As andlises foram realizadas em triplicatas e
procedendo com trés leituras para cada repeti¢do, gerando nove resultados.
4.4. Influéncia da fonte de carbono e nitrogénio na produgdo do biossurfactante
Para anélise da influéncia da fonte de carbono e da de nitrogénio na producio do
biossurfactante, uma densidade 6ptica (DO), a 600 nm, do pré-indculo foi transferida para
Erlenmeyer de 200 ml contendo 150 ml do meio YPD modificado para selecdo da fonte de
carbono e da de nitrogénio. Para a selecdo da fonte de carbono realizou-se a substitui¢dao da

glicose por fontes alternativas em quantidades suficientes para atingir uma concentragao final
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de 10 g.L"! de agticares redutores. A avaliagio da fonte de nitrogénio foi realizada substituindo-
se o extrato de levedura e a peptona a uma concentracio de 2 g.L"!. Andlises do indice de
emulsificacdo em Oleo mineral e da tensdo superficial foram realizadas para avaliar o
desempenho do microrganismo em produzir biossurfactante em relacdo as fontes alternativas
testadas. A Tabela 1 apresenta as fontes de carbono testada, e a Tabela 2 as fontes de nitrogénio.
4.4.1. Tensao superficial
Para analise da tensdo superficial, utilizou-se 5 ml da amostra. O método utilizado
foi o do anel de Noiiy (1925), com o tensiometro modelo K6 (Kriiss GmbH, Humburgo,
Alemanha), a temperatura ambiente. Concomitantemente a andlise da amostra foi realizada a
tensdo do dlcool etilico com o intuito de calibrar, realizando posteriormente uma divisdo do
valor padrao pelo valor real, razdo multiplicada com o valor da tensdo obtida da amostra.
4.4.2. Indice de Emulsificacio (E4%)
O indice de emulsificacao foi determinado a partir da metodologia descrita por Cai
e colaboradores (2014), a qual consiste na mistura da amostra com 6leo mineral, na propor¢ao
de 1:1 (v/v). A mistura foi agitada vigorosamente em vortex durante dois minutos a temperatura
ambiente e deixada em repouso por 24 horas. A taxa de emulsificacao foi calculada pela divisdao
da altura da parte emulsificada pela altura total e a razdo multiplicada por 100 (para obter o

resultado em porcentagem), como demonstrado na equacao (1):

altura da emulsdo x100
% = (D

altura total

Tabela 1: Fontes de carbono

Fonte de Nitrogénio (2 g.'!)  Fonte de Carbono (10 g.L'") Solugdo Salina

Acetato de sodio

Citrato de sodio

. 10 g.L-1 NaCl
Glicose
5 g.L-1 Na,HPOq4
Sacarose
Nitrato de Amodnio 2 g.L-1 KH2PO4
Peptona
0.2 g L-1
Extrato de levedura
MgS04.7H,0O

Extrato do abacaxi

Extrato do caju

* fermentagcdo submersa: 56 horas a 120 rpm de agitacdo e 15 °C.
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Tabela 2: Fontes de nitrogénio

Fonte de Carbono (10
L Fonte de Nitrogénio (2 g.L") Solucdo Salina
g.

Citrato de amonio
10 g.L-1 NaCl

Nitrato de amoOnio

5 g.L-1 Na,HPOq4
sacarose Sulfato de amonio

2 g.L.-1 KH2PO4
0.2 g.L.-1 MgS04.7H,0

Peptona

Extrato de levedura

* fermentagdo submersa: 56 horas a 120 rpm de agitacdo e 15 °C.
4.5. Otimizacdo do meio utilizando residuo agroindustrial

Para todos os planejamentos experimentais, uma densidade 6ptica (DO), a 600 nm,
do pré-indculo foi transferida para Erlenmeyer de 200 ml contendo 150 ml do meio determinado
na matriz do planejamento, Tabelas 4, 6 e 8. As respostas para os diferentes ensaios realizados
com as varidveis foram: tensdo superficial, indice de emulsificagdo em 6leo mineral (descritas
no item: 4.3.1 e 4.3.2) e rendimento.

4.5.1. Rendimento

Ao longo do planejamento experimental a extracdo do biossurfactante foi realizada
segundo a metodologia de Silva e colaboradores (2010) utilizando como solvente uma solucao
de cloroférmio e metanol (item 4.5.1.1). Apds a otimizacao do meio de cultura, realizou-se uma
andlise com seis diferentes metodologias gravimétricas para extracdo de biossurfactante,
objetivando selecionar a mais eficiente e eficaz. Apds a centrifugacio do caldo fermentado por
20 minutos a 8.000 G, para remogdo das células, as seguintes etapas foram realizadas para cada
metodologia

4.5.1.1. Extrag@o por Cloroférmio e metanol

A amostra foi acidificada para pH 2 utilizando HC1 6M. Apés adicionou-se na
amostra a solu¢do de cloroférmio/metanol na propor¢ao de 2:1 (v/v). A misturava manteve-se
em agitacdo a 120 rpm por 15 minutos. Em seguida, deixou-se a mistura em repouso, em um
funil de separacdo, até a ser possivel definir as duas fases (a organica e a inorganica) e
recuperou-se a fase organica. Extraiu-se a maior parte do solvente, da fase que continha o
biossurfactante, utilizando o rotaevaporador a 60 °C. O residuo do solvente foi evaporado em
estufa de circulacdo forcada a 37 °C. O rendimento do biossurfactante foi obtido através do

método gravimétrico (Silva et al., 2010).
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4.5.1.2. Extragdo por acetato de etila e metanol

Segundo metodologia descrita em Rivardo e colaboradores (2009), a amostra foi
acidificada para pH 2 utilizando HCI 6M e deixada incubando por quatro horas a 4 °C. Apds
adicionou-se na amostra a solu¢cdo de acetato de etila/metanol na proporcao de 4:1 (v/v). A
misturava manteve-se em agitacdao a 120 rpm por 10 minutos. Em seguida, deixou-se a mistura
em repouso, em um funil de separacdo, até ser possivel definir as duas fases (a orgénica e a
inorgénica) e recuperou-se a fase organica. Extraiu-se a maior parte do solvente, da fase que
continha o biossurfactante, utilizando o rotaevaporador a 80 °C. O residuo do solvente foi
evaporado em estufa de circulacio for¢ada a 37 °C. O rendimento do biossurfactante foi obtido
através do método gravimétrico.

4.5.1.3. Extracdo por acetato de etila

A amostra foi acidificada para pH 2 utilizando HCl 6M e deixada incubando
overnight a 4 °C. Ap6s adicionou-se na amostra acetato de etila (v/v). A mistura manteve-se
em agitacdo a 120 rpm por 10 minutos. Em seguida, deixou-se a mistura em repouso, em um
funil de separacdo, até ser possivel definir as duas fases (a organica e a inorganica) e recuperou-
se a fase orgénica. Extraiu-se a maior parte do solvente, da fase que continha o biossurfactante,
utilizando o rotaevaporador a 80 °C. O residuo do solvente foi evaporado em estufa de
circulacdo forcada a 37 °C. O rendimento do biossurfactante foi obtido através do método
gravimétrico (Sen et al., 2017).

4.5.1.4. Extracdo por acetato de etila com agitagdo vigorosa

A metodologia descrita no trabalho de Yin e colaboradores (2009) foi modificada.
De forma resumida: adicionou-se acetato de etila na amostra (v/v). A mistura foi submetida a
rigorosa agitacdo em vortex por 2 minutos. Em seguida, deixou-se a mistura em repouso, até
ser possivel definir as duas fases (a organica e a inorganica) e recuperou-se a fase organica. O
solvente, da fase que continha o biossurfactante, foi evaporado em estufa de circulacio forcada
a 37 °C. O rendimento do biossurfactante foi obtido através do método gravimétrico.

4.5.1.5. Extracdo por acetato de etila e hexano

Adicionou-se na amostra acetato de etila (v/v). Em seguida, deixou-se a mistura
em repouso, em um funil de separacdo, até ser possivel definir as duas fases (a orgénica e a
inorganica) e recuperou-se a fase organica. Extraiu-se o solvente, da fase que continha o
biossurfactante, utilizando o rotaevaporador a 80 °C. O biossurfactante foi ressuspendido em
hexano e submetido novamente a rotaevaporacdo a 70 °C, repetindo este procedimento trés

vezes. Por fim, o residuo do solvente (hexano) foi evaporado em estufa de circulacio for¢ada a
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37 °C. O rendimento do biossurfactante foi obtido através do método gravimétrico (Daverey e
Pakshirajan, 2010).

4.5.1.6. Extracdo por acetona fria

Segundo metodologia descrita em Ilori e Amund (2001), adicionou-se na
amostra acetona fria na proporc¢ao 1:3 (v/v) e deixou-se incubando por 10 horas a 4 °C. A
presenca da acetona fria provocou a precipitagdo do biossurfactante, que, apds a incubagao, foi
ressuspendido em dgua destilada. A agua foi evaporada em estufa de circulagdo forcada a 37
°C. O rendimento do biossurfactante foi obtido através do método gravimétrico.

4.5.2. Planejamento Fatorial Fracionario 2°71

A metodologia de resposta de superficie e a curva de contorno descrita por Box e
colaboradores (1978) foi utilizada no planejamento experimental e otimizagdo, tendo em vista
que estes sdo os desenhos experimentais de primeira-ordem mais populares. Apds selecionar a
fonte de carbono e nitrogénio, o melhor substrato agroindustrial para a produgdo de
biossurfactante foi avaliado conjuntamente com outras varidveis (Tabela 3) em um
Planejamento Fatorial Fraciondrio 2°~, em dois niveis (+1 e -1), com quatro repeticdes dos
ensaios apenas no ponto central, resultando em um total de 20 ensaios.

Tabela 3: Niveis e varidveis utilizados no planejamento experimental 2°~*

Niveis
Variaveis

-1 0 +1

Concentra¢do do Abacaxi
' 5 10 15

(gL
Extrato de levedura (g.L'!) 5 10 15
pH 4 6 8

Sulfato de amonio (g.L-1) 0.5 1.0 1.5
Peptona (g.L!) 0.5 1.0 1.5

*solugdo salina (g.L1): NaCl (10), Na:HPO4 (5), KH2PO4 (2) e MgSO4.7H>0 (0.2).
*fermentacdo submersa: 15 °C e 120 rpm de agitacdo, em dois intervalos de tempo: 24 e 48
horas.

Tabela 4: Matriz do planejamento experimental 2>

Ensaios Extrato de Extrato do Peptona Sulfato de pH
levedura abacaxi amoOnio
1 -1 -1 1 -1 -1

2 -1 -1 -1 -1 1
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3 1 1 -1 1 -1
4 0 0 0 0 0
5 1 1 1 1 1
6 -1 -1 -1 -1 -1
7 1 -1 -1 -1 -1
8 1 -1 -1 1 1
9 1 1 1 -1 -1
10 -1 1 -1 1 1
11 1 -1 1 -1 1
12 0 0 0 0 0
13 -1 1 1 1 -1
14 -1 -1 1 1 1
15 1 -1 1 1 -1
16 0 0 0 0 0
17 1 1 -1 -1 1
18 -1 1 1 -1 1
19 0 0 0 0 0
20 -1 1 -1 -1 -1

4.5.3. Planejamento em estrela com trés varidveis
O planejamento em estrela ou planejamento composto central € utilizado com o
intuito de encontrar o ponto 6timo das varidveis estudadas e € o que requer menos ensaios para
se propor um modelo quadrético. A realizacdo desse planejamento se fez necessdria, visto que
com o planejamento anterior ndo foi possivel obter a regido de maximizacdo para as varidveis
estudadas. Para fazer o planejamento em estrela, acrescentou-se ao planejamento inicial um

planejamento idéntico, porém girado 45° em relagdo a orientacdo de partida. Os novos pontos
1
ficaram localizados a uma distincia de (2™)# do ponto central, onde n é o nimero de entradas,

1 1
neste trabalho, (23)7 = (8)* = V8. O planejamento em estrela foi realizado em dois niveis
(+1 e -1), com quatro repeticdes dos ensaios apenas no ponto central. Os dados encontram-se

na Tabela 4.
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Tabela 5: Niveis e varidveis utilizados no planejamento experimental composto central

Niveis
Variaveis
-8 -1 0 +1 /8

Concentra¢ido do Abacaxi

) 1.59104 5 10 15 18.40896
(gL

Sulfato de aménio (g.L'')  0.159104 0.5 1.0 1.5 1.840896
Peptona (g.L ) 0.159104 0.5 1.0 1.5 1.840896

*solugdo salina (g.L™"): NaCl (10), NazHPO4 (5), KH2PO4 (2) e MgSO4.7H20 (0.2); extrato
de levedura: 15 g.L'; pH = 8.
* fermentagdo submersa: 24 horas a 120 rpm de agitagdo e 15 °C.

Tabela 6: Matriz do planejamento experimental composto central

Ensaios Extrato do Peptona Sulfato de
abacaxi amoOnio
1 -1 -1 -1
2 -1 -1 1
3 -1 1 -1
4 -1 1 1
5 1 -1 -1
6 1 -1 1
7 1 1 -1
8 1 1 1
9 /8 0 0
10 /8 0 0
11 0 -i/8 0
12 0 8 0
13 0 0 V8
14 0 0 V8
15 0 0 0
16 0 0 0
17 0 0 0
18 0 0 0

p—
Ne)
1
(WY
1
[REY
1
=
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20 -1 -1 1

4.5.4. Planejamento em estrela com duas varidveis

Um segundo planejamento experimental composto central em dois niveis (-1 e +1),
com quatro repeticdes dos ensaios apenas no ponto central foi realizado, pois apenas com o0s
dois planejamentos experimentais anteriores nao foi possivel determinar as concentragdes
Otimas das varidveis analisadas. Neste planejamento, as varidveis avaliadas foram concentracdo
do extrato do abacaxi e peptona, deslocando o ponto central do fator concentra¢io do caldo de
abacaxi para 20 g.L"!. Como o novo planejamento envolvia apenas duas varidveis, 0s novos
pontos ficaram localizados a uma distancia de V4 = V2. Os dados do segundo planejamento
em estrela encontram-se na Tabela 7.

Tabela 7: Niveis e varidveis utilizados no segundo planejamento experimental composto

central
Niveis
Varidveis
2 -1 0 +1 V2
Concentracdo do Abacaxi
| 12.92893 15 20 25 27.07107
(g.L7)
Peptona (g.L!) 0.292893 0.5 1.0 1.5 1.707107

*solugdo salina (g.L1): NaCl (10), Na2HPO4 (5), KH2PO4 (2) e MgSO4.7H>0 (0.2); extrato
de levedura: 15 g.L”!; Sulfato de amonio: 1 g.L''; pH = 8.
* fermentacdo submersa: 24 horas a 120 rpm de agitacdo e 15 °C.

Tabela 8: Matriz do planejamento experimental composto central

Ensaios Extrato do Peptona
abacaxi
1 -1
1
-1
1

O oo ~ (@) ()] EAN (O8] [\
! 1 1
él —_ o= L L

ooosl
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10 0 0

11 0 0

12 0 0
4.6. Curva de crescimento e produgdo do biossurfactante

Para tracar a curva de crescimento e producdo do biossurfactante no meio
otimizado, uma densidade Optica (DO), a 600 nm, do pré-inéculo foi transferida para
Erlenmeyer de 200 ml contendo 150 ml do meio otimizado (g.L'l): extrato do abacaxi (25),
extrato de levedura (15), peptona (1.5), Sulfato de aménio (1); em solugdo salina (g.L'): NaCL
(10), Na2HPO4 (5), KH2PO4 (2) e MgS0O4.7H20 (0.2).

Os Erlenmeyers foram incubados a 15 °C e 120 rpm por 24 horas ou 30 horas, com
ou sem suplementacdo da fonte de carbono apds 10 e 20 horas de fermentacdo. Para os testes
em que realizaram a suplementacao, foi feito adicionando extrato de abacaxi com o objetivo de
a concentracio final do meio possuir 25 g.L'! de glicose. Amostras foram coletadas de duas em
duas horas durante a producado do biossurfactante para determinar a concentra¢ao da biomassa,
producdo do biossurfactante (metodologia descrita no item: 4.5.6) e consumo de acucar
redutores. O crescimento da levedura foi determinado medindo a densidade 6tica a 600 nm.

4.7. Hidrofobicidade Celular

A hidrofobicidade celular foi avaliada de acordo com a metodologia descrita por
Lin e colaboradores (2005). As células de uma pré-cultura foram lavadas duas vezes com dgua
destilada e ressuspendidas em tampdo PUM (g.L!"): K;HPO4-3HO (22.2), KH2PO4 (7.26),
ureia (1.8), MgSO4-7H20 (0.2), com volume final de 2 mL e 1 de densidade 6tica a 600 nm. A
essas células adicionou-se os hidrocarbonetos em diferentes volumes, permanecendo a mistura
incubada a 30 °C por 10 minutos. Posteriormente agitou-se a mistura em vortex por 2 minutos,
permanecendo em repouso por mais 10 minutos para separar os hidrocarbonetos da fase aquosa.
Retirou-se a fase aquosa cuidadosamente e mensurou a absorbancia a 600 nm. Os
hidrocarbonetos testados foram: querosene, 6leo mineral e 6leo de soja, nos volumes (mL): O,
04,08¢e1.2.

4.8. Caracterizacao da biomolécula
4.8.1. Concentracdo Micelar Diluida (CMD)

Para determinar a concentracdo micelar diluida empregou-se a medicao da tensao
superficial utilizando a técnica descrita por Desai e Banat (1997) denominada diluicao micelar
critica (CDM). Quando a concentracdo do surfactante € maior que a CMD a tensdo superficial

se mantém constante num valor minimo, porém quando esta concentragdo estd abaixo da CMD
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a tensdo superficial aumenta. No teste a amostra foi diluida em diferentes concentragdes (de
300 a 0.05 g.L'!) e a tensdo superficial foi determinada para cada concentragio.
4.8.2. Estabilidade da Emulsao

A estabilidade da emulsao foi realizada ao longo de 30 dias com coleta de dados
nos dias 1, 2, 3, 4, 5, 10, 15, 20, 25 e 30 de experimento. A andlise do Ez4%, segundo
metodologia de Cai e colaboradores (2014) descrita no item 4.3.2, foi utilizada para determinar
a variacdo da emulsdo durante os 30 dias. As concentragdo do biossurfactante extraido testadas
foram: Y2 CMD (29,57 gL'), CMD (59,14 gL!) e 2CMD (118,28 g.L'!), além das
concentracdes do biossurfactante extraido, o extrato bruto (caldo fermentado livre de células)
também foi submetido ao teste.

4.8.3. Teste de Estabilidade

A estabilidade do biossurfactante produzido foi avaliada sob diferentes estresses
seguindo a metodologia de Dubey e colaboradores (2012). As amostras do biossurfactante, em
trés diferentes concentragdes: ¥2CMD, CMD e 2CMD, foram submetidas aos estresses por 10
minutos. Seguidamente, realizou-se os testes de Ezg, segundo metodologia de Cai e
colaboradores (2014) descrita no item 4.3.2, e de tensdo superficial, de acordo com a
metodologia de Noily (1925) descrita no item 4.3.1. Os resultados foram comparados ao
controle, amostras que nao foram submetidas a nenhum estresse.

4.8.3.1. Temperatura

No teste de estabilidade térmica as amostras foram submetidas as seguintes
temperaturas (°C): -70, -4, 10, 20, 40, 60, 80 e 100. A camara fria foi utilizada para o teste na
temperatura de -70 °C, empregou-se o congelador para atingir a temperatura de -4 °C e para as
demais temperaturas usou-se banho em termociclador.

4.8.3.2. pH

Na andlise da estabilidade em relacdo ao pH diferentes tampdes foram empregados
com o intuito de manter o pH das amostras inalterado no decorrer das andlises. Os valores
testados foram: 2, 4.2, 6.2, 8.2 ¢ 10.

4.8.3.3. Salinidade

No teste para averiguar a estabilidade do biossurfactante em relagdo a salinidade,
testou-se 7 diferentes concentragdes de cloreto de sédio (NaCl) (g.L'l): 5, 10, 15, 20, 25,50 e
100.

4.9. Aplicacdo Biotecnoldgica
Para os experimentos da aplicagdo biotecnoldgica utilizou-se 6leo de motor usado

e agua doce obtida na represa localizada no Complexo Parque do Sabia, Uberlandia, Minas
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Gerais, Brasil. Os experimentos foram realizados segundo a metodologia modificada de Santos
e colaboradores (2017). Frascos de Erlenmeyer de 250 ml contendo dgua da represa e 1 mL do
hidrocarboneto, sendo o volume final ap6s adi¢ao de todos os componentes de 50 mL. Os
frascos foram incubados em shaker rotativo a 120 rpm e 28°C durante 30 dias. Amostras foram
retiradas nos dias 1, 7, 21 e 30 de experimento totalizando quatro amostras. Todo o experimento
foi realizado em triplicata. O experimento foi conduzido nas seguintes condicoes:

Tabela 9: Condicoes experimentais para teste de biorremediacdo da dgua doce contaminada

por oleo de motor

Amostras Composicao
Controle - estéril Agua + hidrocarboneto
Controle - nao estéril Agua + hidrocarboneto
Condigao 1 - estéril Agua + hidrocarboneto + L69

Agua + hidrocarboneto + L69 + BS

Condigao 2 - estéril
(CMD)

Condic¢ao 1 - ndo estéril Agua + hidrocarboneto + BS (CMD)

Legenda: L69 — adicdo de 1DO do pré-inoculo da levedura Rhodotorula mucilaginosa CRM
747; BS (CMD) — adi¢do de 59,14 g.L'I do biossurfactante extraido.
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5. Resultados e Discussiao
5.1 Influéncia da fonte de Carbono e Nitrogénio na producdo de biossurfactante

No presente trabalho a levedura Rhodotorula mucilaginosa CRM 747, codificada
por L69, foi submetida a diferentes condicdes de meio de cultura, onde duas varidveis foram
testadas, fonte de carbono e fonte de nitrogénio. A temperatura e o tempo de fermentacao para
crescimento e producdo da biomolécula foi 15 °C e 56 hr. Nas Tabelas 1 e 2, contidas no
subtopico 4.3, encontram-se as concentracdes de cada composto para formulagdes dos meios,
contendo diferentes fontes de carbono ou diferentes fontes de nitrogénio.

As Figuras abaixo demonstraram os resultados de tensdo superficial e indice de
emulsificacdo em 6leo mineral com a finalidade de selecionar as melhores fontes de carbono e

nitrogénio para a levedura L69.
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Figura 2: Tensdo superficial (mN.m™) e indice de emulsificacio em éleo mineral (%) da
levedura L69. A - Diferentes fontes de Carbono. B — Diferentes fontes de Nitrogénio. Legenda:
Colunas representam os resultados da tensdo superficial e os m representa os dados do indice
de emulsificagao.

Os testes de tensdo superficial e indice de emulsificacdo em 6leo mineral (E24%)
foram escolhidos para selecdo dos melhores meios, pois, de acordo com a literatura, as duas
principais propriedades dos surfactantes estdo relacionadas as suas capacidades de reduzir a
tensdo superficial e interfacial e de emulsionar solugdes imisciveis.

De acordo com andlises da Figura 2-A, observa-se que os melhores resultados para
indice de emulsificacdo foram obtidos pelos meios contendo como fontes de carbono a glicose,
o extrato do abacaxi e o de caju, quando comparados ao meio padrao YPD e os demais meios
testados, com indices acima de 60%. Segundo Bharali e colaboradores (2011), um indice de
emulsificacdo para ser significativo precisar ser igual ou superior a 60 %, justificando a escolha

desses meios. Em relacdo a andlise da tensdo superficial, considerando que inicialmente o meio
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apresentava tensio superficial de aproximadamente 60 mN.m!, os melhores resultados foram
obtidos com a peptona (45 mN.m™'), o extrato de levedura (43 mN.m™) e o extrato do abacaxi
(43 mN.m™).

Realizou-se andlise estatistica, com 95% de confianga, comparando os dados do
extrato do abacaxi e do extrato do caju. Apds essa andlise comprovou-se que eles sao
estatisticamente iguais, portanto, nos testes eles produzem resultados semelhantes. Os meios
selecionados por apresentarem o melhor desempenho nos dois testes foram o de abacaxi e o de
extrato de levedura. A preferéncia na utilizacao do meio obtido através dos residuos do abacaxi
deve-se pela facilidade em encontrar a fruta, pois € tipica da regido Sudeste. O extrato de
levedura foi selecionado por ter apresentado maior redugio da tensdo superficial (43 mN.m™).
Estudos semelhantes foram realizados por Sarubbo e colaboradores (2007). Eles estudaram a
producdo de biossurfactante pela levedura Candida lipolytica em diferentes meios. Os
pesquisadores observaram que a biomolécula produzida no meio contendo 10% de dleo de
canola e 10% de glicose foi capaz de reduzir a tensdo superficial de 71 para 34 mN.m™! nas
primeiras 48 horas de fermentacao.

Os dados referentes aos meios para andlise das melhores fontes de nitrogénio estao
representados na Figura 2-B. Os meios que obtiveram os melhores resultados na avaliagdo do
indice de emulsificacdo foram os que tinham em sua composicao o nitrato de amodnia (65%), o
sulfato de amonio (60%) e a peptona (62%). Em relacdo ao teste da tensdo superficial, os
melhores resultados foram os dos meios com o Sulfato de amonio (48, mN.m ') e a peptona (46
mN.m!) como fontes de nitrogénio. Avaliou-se os resultados obtidos pelos trés melhores meios
(o nitrato de amonia, o sulfato de amonio e a peptona) nos dois ensaios considerados e optou-
se por selecionar como fontes de nitrogénio mais promissoras o sulfato de amodnio e a peptona,
pois apresentaram resultados satisfatorios nos dois testes.

Abouseoud e colaboradores (2008) estudaram a influéncia das fontes de carbono e
de nitrogénio no crescimento e producdo de biossurfactante pela bactéria Pseudomonas
fluorescens. Eles utilizaram os testes de indice de emulsificacdo em gasolina e da tensdo
superficial para compararem o desempenho da bactéria em cada meio analisado. As fontes de
carbono testadas foram o hexadecano, o 6leo de oliva e a glicose. A bactéria foi capaz de crescer
em todos os meios testados, porém o rendimento foi limitado quando utilizou a glicose ou
hexadecano como fontes de carbono. Os resultados obtidos com a utilizacdo do hexadecano e
da glicose foram similares. Em ambos o surfactante conseguiu reduzir a tensdo superficial
(cerca de 40 dyne/sm), porém ndo obteve um indice de emulsificacdo significativo (Ez4% =

10%). O ¢6leo de oliva foi o que obteve o melhor resultado, a biomolécula foi capaz de reduzir
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a tensdo superficial para 28 dyne/cm e o E249 atingiu o valor de 49%. Em relacdo a fonte de
nitrogénio, eles testaram o cloreto de amonia (E249% = 60% e tensdo superficial de 40 dyne/cm),
o nitrato de amodnia (Ex49 = 56% e tensdo superficial de 31 dyne/cm) e o nitrato de s6dio (E249
= 10% e tensdo superficial de 35 dyne/cm). A méxima atividade de emulsificacdo e a maior
reducdo da tensdo superficial foi alcancada com o meio contendo o nitrato de amonia.

Em concordancia com os dados apresentados pelos Abouseoud e pesquisadores
utilizando hexadecano como fonte de carbono, Cai e colaboradores (2014) caracterizaram o
biossurfactante através das andlises de tensdo superficial e de indice de emulsificacdo de
diferentes linhagens de microrganismos. Os resultados para trés Acinetobacter (P1-1A, P7-1A
e P9-1A) e duas Rhodococcus (P5-1A e P6-4P) apresentaram resultados significativos para
emulsificagdo em hexadecano (E24% >50%), contudo o mesmo desempenho ndo foi apresentado
no teste de tensdo superficial, apresentando valores elevados proximos ou superiores a 50
dynes/cm. Dessa forma, demostraram que a diminui¢do da tensdo superficial e a capacidade
emulsionante ndo estdo necessariamente correlacionadas.

5.2. Otimizacdo do meio utilizando residuo agroindustrial

Apds a selecdo das melhores fontes de carbono e de nitrogénio, buscou-se
selecionar o meio de cultura 6timo para crescimento e producdo do biossurfactante pela
levedura Rhodotorula mucilaginosa CRM 747 através de planejamentos experimentais.

5.2.1. Planejamento Fatorial Fraciondrio 2°71

O planejamento experimental fatorial fracionario 2571 estudou a influéncia das
varidveis extrato de levedura, extrato do abacaxi, peptona, sulfato de amonio, pH e tempo de
fermentagdo, sobre as respostas: tensdo superficial, indice de emulsificacdo e producdo de
biossurfactante. Os fatores foram analisados em trés niveis (-1, 0 e +1). O software Statistica
versdao 12.5 foi utilizado para rodar os dados do trabalho, considerando 95% de intervalo de
confianga e erro puro.

Os dados dos experimentos foram utilizados para a construcdo dos graficos do
Pareto, representados na Figura 3. Nesses graficos a linha vermelha na vertical € chamada de
limiar de significancia. As barras na horizontal localizadas a esquerda do limiar de significincia
nido apresentam efeito significativo, enquanto as barras a direita da linha influenciam

significativamente a variavel analisada.
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Figura 3: Grdfico do Pareto: A — Tensdo Superficial (mN.m™); B — Indice de Emulsificagdo

(%);C — Rendimento (g.L").

As respostas tensdo superficial e indice de emulsificagdo sdo andlises qualitativas
importantes para comprovar a producdo do surfactante e confirmar suas propriedades, enquanto
a andlise do rendimento € quantitativa e tem como finalidade determinar a quantidade da
biomolécula produzida.

No estudo do indice de emulsificacio nenhuma varidvel apresentou efeito
significativo, sendo os maiores valores obtidos pelos ensaios 2, 3 e 4 com 61, 54,5 e 60,5%
respectivamente. No caso da tensdo superficial apenas o extrato do abacaxi apresentou
influéncia significativa, e os melhores resultados foram obtidos quando o extrato do abacaxi se
encontrava no nivel +1 (15 g.L""). O menor valor da tensdo superficial foi obtido no ensaio 17
(42,88 mN.m™"). Na avaliacio do rendimento o extrato de abacaxi, a peptona e o sulfato de
amonio apresentaram efeitos significativos, com o melhor resultado no nivel +1 para o extrato
de abacaxi (15 g.L'") e o sulfato de amonio e a peptona no nivel -1 (0,5 g.L") produzindo

aproximadamente 30,5 g.L'! de biossurfactante. Diante desses resultados, os estudos para os
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planejamentos experimentais subsequentes concentraram-se no extrato de abacaxi, sulfato de
amonio e peptona.

Almeida e colaboradores (2015) realizaram um delineamento composto central
rotacional (DCCR) para avaliar a producdo de biossurfactante pela levedura Candida
tropicallis. As varidveis estudadas foram: residuos industrias, agitacdo e concentracdo de
indculo, elas foram analisadas em 5 niveis (+2, +1, 0, -1 e -2). Os ensaios 7, 3 e 2 obtiveram os
melhores resultados na andlise da tensdo superficial, reduzindo-a para 29,19, 29,47 e 29,52
mN.m, respectivamente. Posteriormente, ao analisarem a efetividade do processo associada
ao custo de producdo consideraram o ensaio 2 mais apropriado, visto que, os residuos industriais
se encontravam no nivel -1 e obtiveram resultados semelhantes aos ensaios 7 e 3. No ensaio 2
o rendimento foi de 3 g.L™".

Apos analise das superficies de resposta, Figuras 4 e 5, o tempo de fermentacdo de
24 horas foi determinado como mais adequado para as fermentacdes subsequentes em
comparacdo com 48 horas, pois uma superficie de resposta mais inclinada facilita o
deslocamento dos valores e a obtencdo de resultados significativamente diferentes, que s@o
caracteristicas desejdveis para otimizacdo usando um planejamento experimental. Como o
extrato de levedura e o pH ndo exerceram influéncia estatistica no bioprocesso, seus valores
foram fixados respectivamente em 15 gL' e 8 para os testes subsequentes com base nos

resultados relacionados a tensdo superficial, Figura 6, e rendimento, Figura 7.

4 A B C

Tensdo superficial

Tensao superficial
-1,
(mN.m")

| (| ]
[0 | |

Figura 4: Superficie de resposta: Tensdo superficial (mN.m™') 24 horas. A —Sulfato de aménio

x Extrato do abacaxi; B — Peptona x Extrato do abacaxi; C — Sulfato de aménio x Peptona.
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Figura 5: Superficie de resposta: Tensdo superficial (mN.m™') 48 horas. A —Sulfato de aménio

x Extrato do abacaxi; B — Peptona x Extrato do abacaxi; C — Sulfato de amonio x Peptona.
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Figura 6: Curva de nivel: Tensdo superficial (mN.m') — 24 horas. A - Extrato do abacaxi x

Extrato de levedura; B — pH x Extrato do abacaxi.
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Figura 7: Curva de nivel: Rendimento (g.L') — 24 horas. A — Extrato do abacaxi x Extrato de

levedura; B — pH x Extrato do abacaxi.

Batista e colaboradores (2010) estudaram o efeito dos componentes do meio na
producdo de biossurfactante pela levedura Candida tropicalis e utilizaram 6leo de fritura como
unica fonte de carbono. Para estudo das variaveis: %, Fc—e, % e extrato de levedura, realizaram um
designer fatorial fracionado 27!, As respostas avaliadas foram: reducdo da tensdo superficial,
producdo de biossurfactante, atividade de emulsificacio e biomassa. Diferente do que foi

analisado no presente trabalho, o nivel do extrato de levedura que obteve o melhor resultado na
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reducdo da tensdo superficial (33,66 mN.m™!) foi o nivel -1 (0,01%). Para a anilise do
rendimento, similar ao encontrado neste trabalho, o extrato de levedura ndo apresentou
influéncia estatisticamente significativa. O maio rendimento alcancado foi de 3,61 g.L"!.
5.2.2. Planejamento composto central

O planejamento composto central foi realizado para analisar a influéncia do extrato
de abacaxi, da peptona e do sulfato de amonio sobre as varidveis dependentes anteriormente
estudadas, pois apenas com o planejamento anterior ndo foi possivel obter a regido de
maximizagao para essas variaveis.

Os experimentos baseados no planejamento composto central apresentam um ponto

central, representado pelo nivel ‘0°, niveis inferiores (-1) e superiores (+1) e pontos axiais,

importantes para determinar os termos quadriticos, (—V/8 e +48). Os valores em g.L"! de cada
fator analisado estd representado na Tabela 5. Utilizou-se o software Statistica versao 12.5 para
andlise dos dados, considerando 95% de intervalo de confianca e erro puro.

Os dados experimentais foram utilizados para a constru¢do dos graficos do Pareto,

representados na Figura 8.
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Figura 8: Grdfico do Pareto: A — Tensdo Superficial (mN.m™'); B — Indice de Emulsificagdo
(%); C — Rendimento (g.L").

Analisando a Figura 8, determinou-se que apenas o extrato de abacaxi interferiu
significativamente nas respostas de tensdo superficial e de rendimento. Para o teste de tensdo
superficial, somente o termo linear do extrato de abacaxi apresentou influéncia significativa,
enquanto na avaliacdo do rendimento ambos termos, linear e quadratico, apresentaram efeitos
significativos.

Nos efeitos positivos o aumento da concentragido resulta em um aumento da
resposta, ja nos efeitos negativos o aumento da concentracdo gera uma reducio na resposta. O
resultado esperado no caso da tensdo superficial € a sua reducdo, entdo, o efeito negativo do
extrato de abacaxi (-4,72407) informa que o aumento da concentragdo do extrato de abacaxi
ocasiona uma maior reducio na tensdo superficial. Contudo o melhor resultado no rendimento
€ o aumento da produgdo, por isso, o efeito positivo dos termos linear (11,25683) e quadratico
(7,53681) expressa que o aumento da concentragdo do extrato de abacaxi acarreta um aumento

no rendimento. Em relacdo as demais andlises nenhuma varidvel apresentou efeito significativo.
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Para a anélise do indice de emulsificacdo os melhores resultados foram obtidos nos
testes 3 (63%), 6 (56,5%) e 17 (57,5%). O menor valor da tensdo superficial (46,25 mN.m") e

maior do rendimento (17 g.L"!) foi obtido no experimento 10, com concentraco do extrato do
abacaxi utilizada de 18,40896 g. L
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Figura 9: Superficie de resposta: A — Rendimento (g.L”!) Sulfato de aménio x Extrato do
abacaxi; B — Rendimento (g.L"!) Peptona x Extrato do abacaxi; C — Tensdo Superficial (mN.m"
1) Sulfato de aménio x Peptona; D — Tensdo Superficial (mN.m™ ) Peptona x Extrato de abacaxi.

Notou-se na Figura 9-A que a concentra¢do do sulfato de amdnio ndo alterou o
rendimento, portanto fixou-se o valor deste, para experimentos futuros, no ponto central (1 g.L”
1. Esse valor foi escolhido por dois motivos: o sulfato de amdnio ndo apresentou efeito
significativo sobre nenhuma varidvel e qualquer nivel utilizado ndo interferiria no rendimento,
porém, optou-se por trabalhar no ponto central visto que o sulfato de amonio € uma importante
fonte de nitrogénio para o crescimento da biomassa.

As Figuras 9-A, B, C e D demonstram a necessidade de efetuar um deslocamento
na varidvel do extrato do abacaxi no sentido de aumentar a sua concentra¢do, por iSso, nos
préximos experimentos as novas quantidades para essa varidvel serdo: -1 (15 g.L'"), 0 (20 g.L
e +1 (25 gL'"). Em relagdo a influéncia da concentragdo da peptona, as Figuras 9-B e 9-D
apresentaram resultados contraditérios. As Figuras 9-B e 9-D expdem, respectivamente, o
desempenho da concentracdo de peptona em relacdo ao rendimento e a tensdo superficial.

Observou-se que o aumento na concentragao interferiu favoravelmente no rendimento, todavia,
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0 mesmo ndo ocorreu para o teste de tensao superficial, por isso essa varidvel persistird com os
mesmo valores utilizados neste planejamento: -1 (0,5 g¢.L1),0 (1 gL e +1 (1,5 gL

Brumano e colaboradores (2017) avaliaram a influéncia da aeracio e concentracao
da fonte de carbono na producdo do biossurfactante pela Aureobasidium pullulans LB 83. A
producdo da biomolécula foi baseada na atividade do tensoativo, ou seja, capacidade de reduzir
a tensdo superficial. Similar aos resultados do presente trabalho, eles notaram que o aumento
da concentragdo da fonte de carbono e o aumento da aeracdo obtiveram o melhor resultado para
a atividade de tensoativo, 8,05 cm, enquanto os menores valores das varidveis atingiram o
menor valor para a atividade, 0,55 cm. A produtividade também aumentou com a concentragao
do substrato chegando ao valor de 0,0838 cm.h!.

5.2.3. Segundo Planejamento Composto Central

Para verificar a influéncia do aumento da concentracdo do extrato do abacaxi nas
varidveis dependentes: tensdo superficial, rendimento, indice de emulsificacdo, biomassa e
consumo de agucares totais, foi necessdrio realizar um segundo planejamento composto central,
pois os dois primeiros ndo foram suficientes para determinar as concentragdes Otimas das
varidveis analisadas. Para isso, deslocou-se o ponto central do residuo agroindustrial para 15
g.L! (antes erade 10 g.L. "), os valores dos demais pontos estdo descritos na Tabela 7 no tépico
4.4.5. As concentracOes da segunda varidvel independente, a peptona, permaneceu as mesmas
utilizadas no primeiro planejamento composto central. O software Statistic versdao 12.5 foi
utilizado parra analise dos dados, considerando 95% de intervalo de confianca e erro puro.

Os dados experimentais foram utilizados para a construcao dos graficos do Pareto,

representados na Figura 10.
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Figura 10: Grdfico do Pareto: A — Tensdo Superficial (mN.m™); B — Indice de Emulsificacio
(%); C — Rendimento (g.L).

As varidveis estudadas no segundo planejamento composto central, o extrato do
abacaxi e a peptona, influenciaram significativamente as respostas estudadas. Em relacdo a
tensao superficial e ao indice de emulsificacdo, ambos os termos quadréticos do extrato do
abacaxi (3,89137 e -7,2246) e da peptona (4,86699 e -5,01998) foram significativos. Enquanto
no rendimento apenas o termo linear do extrato do abacaxi (4,66096) apresentou resultados
considerdveis. Para as andlises relacionadas ao crescimento do microrganismo, com exce¢ao do
termo linear do extrato de abacaxi, os demais termos analisados apresentaram resultados
relevantes, além disso para a resposta relacionada ao consumo de agucares redutores totais o
termo linear do extrato do abacaxi e o quadritico da peptona foram expressivos
estatisticamente.

Foi possivel concluir que o aumento da concentracdo dos componentes do meio
estudados interfere de forma negativa no desempenho do biossurfactante. O efeito positivo na
tensdo superficial indica que ao aumentar a concentragdo dos componentes a tensao superficial

reduzird menos, efeito contrdrio ao pretendido. O efeito negativo do extrato do abacaxi e da
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peptona em relacdo ao indice de emulsificacdo aponta que ao aumentar as suas concentragoes
a porcentagem de emulsificacdo € reduzida. O efeito positivo do termo linear do extrato de
abacaxi para a resposta do rendimento assinala que o aumento da concentracdo desse
componente tem um efeito favoravel no aumento da produgdo da biomolécula de interesse.

Os maiores indices de emulsificacdo obtidos foram nos testes 1 (55%), 4 (63%) e
11 (51%). No caso da tensdo superficial, os menores valores foram alcangados nos testes 9 (47
mN.m™), 11 (45,5 mN.m™") e 12 (47,5 mN.m!). Os melhores resultados para os rendimentos
foram obtidos nos testes 3 (17 g.L'l), 6 (21 g.L'l) e 10 (16,5 g.L'l).

Com o propésito de auxiliar na compreensdo de como o aumento da concentracao
dos componentes do meio interferem nas varidveis: tensao superficial, indice de emulsificacao

e rendimento, plotou-se grificos de superficie de respostas.
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Figura 11: Supetficie de resposta: A — Tensdo Superficial (mN.m'); B — Indice de
Emulsificacdo (%); C — Rendimento (g.L™).

As Figuras 11-A, B e C sdo superficie de respostas para as andlises da tensdo
superficial, do indice de emulsifica¢do e do rendimento, respectivamente. As varidveis testadas
foram a peptona e o extrato do abacaxi.

Examinando os dados plotados no grafico 11-A, constatou-se que as concentragdes
do extrato do abacaxi e da peptona que obtiveram os melhores resultados para o teste de tensao
superficial, ou seja, menores valores (drea verde escuro), encontram-se nas faixas de 18 a 22
g.L"! do extrato do abacaxi e 0,8 a 1,2 g.L"! da peptona. Concentra¢des acima ou abaixo dessas
causam aumento na tensdo superficial. O grafico esbocado na Figura 11-B retrata a influéncia
da concentracdo dos compostos sobre a propriedade de emulsdo do biossurfactante. As
concentracdes nas quais o extrato do abacaxi e a peptona obtiveram os melhores resultados
foram quando eles estavam nas mesmas faixas, isto €, ambos nas maiores concentragdes ou nas
concentracdes mais baixas (faixa central). Através da andlise da Figura 11-C € perceptivel que

N

o rendimento cresce a medida que a concentracio do extrato de abacaxi aumenta. A
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concentracdo da peptona ndo influéncia de forma significativa a quantidade da biomolécula
produzida, porém na faixa de 0,6 até 1,4 g.L! obteve-se os melhores resultados, atingindo
produgdo acima de 22 g.L"!.

Dessa forma, considerou-se invidvel utilizar concentra¢des do extrato do abacaxi
acima de 25 g.L’!, pois acarretaria aumento na tensdo superficial. Portanto, fixou-se a
concentragio do extrato do abacaxi em 25 g.L ! e o da peptona em 1,5 g.L'!, j4 que nessas faixas
mantém-se as propriedades da biomolécula e obtém-se uma alta produtividade.

Resultados de Rufino e colaboradores (2008) corroboram com os obtidos no
presente trabalho. Com o objetivo de melhorar as propriedades do agente emulsificante
produzido pela Candida lipolytica, eles utilizaram planejamento fatorial com as seguintes
varidveis independentes: residuo da refinaria de dleo de soja, acido glutdmico e extrato de
levedura. Apds o primeiro planejamento fatorial notaram que apenas o residuo e a sua interacao
com o 4cido glutamico apresentaram efeitos significativos. O extrato de levedura apresentou
efeito positivo, significando que a menor concentracao do extrato de levedura resultou em uma
menor tensdo superficial. Posteriormente outros quatro planejamentos experimentais foram
realizados com o residuo e o dacido glutdmico como as varidveis independentes. Os
pesquisadores concluiram que os melhores valores foram obtidos nos niveis mais baixos para
o 4cido glutamico (fonte de nitrogé€nio) e niveis intermedidrios e altos para o residuo (fonte de
carbono). Com as condi¢des otimizadas eles foram capazes de reduzir a tensdo superficial do
caldo de cultura de 50 mN.m! para 25,29 mN.m.

5.3. Curva de crescimento

As curvas de crescimento foram realizadas ao longo de 24 ou 30 horas, com ou sem
suplementagdo de fonte de carbono. Os testes realizados foram: dosagem de agicar redutores
totais; biomassa através da afericdo da densidade dptica; e rendimento do biossurfactante pela
extracdo utilizando a acetona fria como solvente. Os resultados obtidos encontram-se expostos
nas Figuras 14,15 e 16.

Inicialmente a concentragio de aclicares redutores totais era de 25 g.L"!, visto que
corresponde ao valor do residuo de abacaxi adicionado, conforme determinado pelo
planejamento experimental. A fermentag@o ocorreu na temperatura de 15 °C e com rotagdo de

120 rpm. Os dados foram coletados de duas em duas horas durante o periodo de fermentacao.
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Figura 12: Curva de crescimento da Rhodotorula mucilaginosa CRM 747 e producdo de
biossurfactante, durante 24 horas.

O gréfico acima representa a curva de crescimento durante 24 horas de fermentacao
e sem suplementagdo. De acordo com o exposto, a quantidade inicial de glicose disponivel para
o crescimento da Rhodotorula mucilaginosa CRM 747 e produgdo de metabdlitos secundarios
por ela conseguiu suprir sua demanda por fonte de carbono durante 10 horas de fermentagdo.
Posteriormente a isso, notou-se um declive na densidade 6ptica, possivelmente indicando a
morte do microrganismo. Observou-se em relagdo a producdo da biomolécula uma producao
acelerada no inicio da fermentacdo, atingindo um rendimento de 21,2 gL'\, Em seguida a
quantidade decresceu no periodo de 6 e 10 horas. Apds 10 horas de experimento o rendimento
manteve-se praticamente estdvel até o final da fermentacao.

Ap6s 12 horas de fermentagdo a densidade Optica retornou a aumentar e
permaneceu em aclive até o final do experimento. A concentragdo de glicose também aumentou
apo6s 16 horas de fermentagdo. A elevacdo de ambas as andlises indicam que o biossurfactante
pode desempenhar funcio de reserva energética.

Com o objetivo de analisar a influéncia da suplementa¢do com fonte de carbono,
ap6s 10 horas de fermentacdo adicionou-se extrato de abacaxi retornando para 25 gL' a

concentracao de glicose no meio de cultura. Com os dados obtidos plotou-se o grafico abaixo.
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Figura 13: Curva de crescimento da Rhodotorula mucilaginosa CRM 747 e produgdo de
biossurfactante, durante 24 horas com suplementacdo apos 10 horas de fermentacado.

Analisando o grafico da Figura 15, verifica-se que apds a suplementagdo com
extrato de abacaxi a producdo de biossurfactante atingiu seu pico de produgdo as 16 horas com
36 g.L'! de rendimento. As 20 horas a sua concentra¢io no meio comecou a decair e s 22 horas
atingiu 12,8 g.L"!, subindo para 18,4 g.L"! as 24 horas.

A concentragdo de glicose no meio comecou a baixar as 16 horas. A densidade
Optica decaiu das 10 horas até as 12 horas, porém, posterior a esse intervalo permaneceu
crescente até o final da fermentacao.

Portanto, confirmou-se que a suplementacao melhora o rendimento, este passando
de 21,2 g.L"!, sem suplementacio, para 36 g.L"!, com suplementagio. A queda da concentracio
da biomolécula foi acompanhada do decréscimo da concentracdo de glicose no meio e do
aumento da densidade Optica, refor¢cando a hipdtese de que o biossurfactante pode desempenhar
funcdo de reserva energética.

Um segundo experimento foi tracado suplementando o meio com extrato de abacaxi
em dois momentos, apds 10 e 20 horas de fermentacdo. A quantidade de residuo agroindustrial
adicionado foi na quantidade necesséria para retornar a concentracio de glicose para 25 g.L'\.

Os resultados deste experimento estdo expressos na Figura 16.
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Figura 14: Curva de crescimento da Rhodotorula mucilaginosa CRM 747 e produgdo de
biossurfactante, durante 30 horas com suplementacdo apés 10 e 20 horas de fermentagdo.

A avaliacdo da Figura 16 demonstra que a suplementacdo com extrato de abacaxi
na vigésima hora da fermentacdo nao influenciou na produtividade da biomolécula, apenas
culminou no aumento da densidade 6ptica. Com isso, apenas a suplementacdo com residuos
agroindustriais na décima hora de fermentacdo € necessdria. Em relacdo ao tempo de
fermentacdo, 16 horas € o suficiente para se obter o0 maximo de produtividade, pois apds 20
horas a concentragdo da biomolécula comeca a decrescer no meio.

He e colaboradores (2017) compararam a eficiéncia na producao de ramnolipidios
de trés diferentes formas de fermentacdo: batelada, batelada alimentada e batelada alimentada
sequencial. Eles obtiveram uma produgio total de ramnolipidios de 57,5 g.L"! para a batelada
tradicional, 74,9 g.L"! para a batelada alimentada e 151,2 g.L"! utilizando a batelada alimentada
sequencial. O rendimento da conversao foi de 84% para a batelada alimentada sequencial, de
53,2% para a batelada e 42,7% para a batelada alimentada. Os dados deles indicam que a
alimentacdo com meio fresco e a dilui¢do do caldo de cultura na batelada alimentada sequencial
¢ um passo fundamental para manter a alta produtividade de ramnolipidios ao longo do tempo.

5.4. Metodologias de extracao

Seis metodologias gravimétricas de extracao de biossurfactante foram testadas com

0 objetivo de selecionar a mais eficiente e a que apresentou maior repetibilidade. No gréfico

abaixo, encontra-se expresso os dados obtidos apds a extracdo em triplicatas.
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Figura 15: Andlise das metodologias de extragcdo. Eixo Y: rendimento; valores sobrescritos:
desvio padrado (SD).

Ap6s andlise da Figura 12, notou-se que os resultados das metodologias dois e trés
ndo apresentaram repetibilidade (SD de aproximadamente 30), embora possuissem elevada
produtividade (cerca de 18 e 30 g.L! respectivamente). As metodologias um (1,97) e cinco
(1,26), exibiu os menores desvios padrao, porém o rendimento foi baixo (4 e 5,5 g.L'1 nesta
ordem). A metodologia quatro ostentou um desvio padrao de 7 e um rendimento de 13,69 g.L°
I, Ademais, a metodologia seis teve 4 de desvio padrdo e 27 g.L"! de rendimento. A metodologia
seis, a qual utiliza acetona fria como solvente extrator da biomolécula, foi selecionada para as
demais etapas do presente trabalho, pois dentre todas as metodologias avaliadas ela apresentou
os melhores resultados (27 g.L'1") ao analisar a eficiéncia e repetibilidade.

Santos e colaboradores (2017) também utilizaram o método com acetona fria
(metodologia seis) para extrair o biossurfactante produzido pela levedura Candida lipolytica
em biorreator. Eles empregaram um meio de baixo custo composto de 5% de gordura animal e
de 2,5% licor de maceragio de milho e obtiveram um rendimento de 10 g.L"! apés 96 horas de
fermentagdo. Luna e colaboradores (2013) aplicaram residuo de refinaria de 6leo de amendoim
e licor de infusdo de milho como substratos para a producdo de biossurfactante pela Candida
sphaerica UCP0995. Eles realizaram a extracdo com metanol gelado e conquistaram uma
produgdo de 9 g.L'! apés 144 horas de fermentacdo. Daverey e Pakshirajan (2010) também
estudaram a produgdo de um soforolipideo produzido por S. bombicola usando soro
desproteinado e glicose, como mistura de fonte de carbono, e fermentador com controle de pH
e outras condicOes de operacdo. Como solvente de extracdo usaram o acetato de etila e o
isopropanol na proporcdo 4:1 com posterior lavagem com hexano obtendo rendimento de 33

gLl
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5.5. Hidrofobicidade celular
A hidrofobicidade celular foi avaliada em trés diferentes hidrocarbonetos: o
querosene, o 6leo mineral e o 6leo de soja. Os resultados obtidos encontram-se exibidos na
Figura abaixo.
Il Querosene
[ Oleo de Soia

13 B 6leo Mineral
100- ..................................................................................
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0,4 08 1,2
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Figura 16: Hidrofobicidade da levedura Rhodotorula mucilaginosa CRM 747 em querosene,
oleo de soja e 6leo mineral; valores sobrescritos: desvio padrdo (SD).

De acordo com a literatura, as células sdo consideradas muito hidrofébicas quando
as taxas excedem a 60% e pouco hidrofébicas quando as taxas sdo abaixo de 10%. Avaliando
a Figura 13, pode-se concluir que a levedura estudada apresentou alta hidrofobicidade em 6leo
de soja, com taxas acima de 70% nas trés concentracdes do dleo testadas (0,4, 0,8 e 1,2).
Todavia nos demais hidrocarbonetos estudados ela apresentou baixa hidrofobicidade com
valores abaixo de 15%.

Segundo Vasileva-Tonkova e Gesheva (2005), a hidrofobicidade pode influenciar
na adesdo celular sendo, em alguns casos, um fator importante para que o microrganismo
consiga aderir-se a superficie. Alguns microrganismos possuem a capacidade de metabolizar o
hidrocarboneto liquido. Um fato interessante € que os biossurfactantes, na maioria das bactérias,
melhoram o contato da fase oleosa com o microrganismo através da emulsificacdo e/ou
solubilizacio do substrato ou aumentando a hidrofobicidade celular.

Hua e colaboradores (2003) analisaram a hidrofobicidade da levedura Candida
antarctica em querosene. A hidrofobicidade, em %, apresentada pela levedura foi de 52, 47, 43

e 18 para os meios de culturas com fonte de carbono: n-undecano, n-hexadecano, 6leo de soja
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e glicose, respectivamente. Esse resultado demonstra que a hidrofobicidade celular é
dependente dos componentes do meio de cultura.

Lin e colaboradores (2005) estudaram a hidrofobicidade da superficie celular de
seis linhagens bacterianas degradadoras de diesel isoladas de locais contaminados por petrdleo
no centro de Taiwan. A hidrofobicidade da superficie celular foi testada para dois
hidrocarbonetos, diesel e querosene, em diferentes volumes (0-0,2 mL). Dentre as seis
linhagens bacterianas testadas apenas uma apresentou hidrofobicidade acima de 60%, G.
alkanivorans CC-JG39, com 85% e 93% de hidrofobicidade para o querosene e o diesel, nesta
ordem. Eles fizeram teste de flutuacdo com as seis bactérias estudadas e notaram uma relacao
entre a capacidade de flutuacdo e a hidrofobicidade da superficie celular, isto €, quanto maior a
hidrofobicidade mais facilmente flutuavam.

5.6. Caracterizag¢do da biomolécula
5.6.1. Concentracdo micelar diluida (CMD)
A concentragdo micelar diluida (CMD) foi determinada conforme metodologia de

Desai e Banat (1997) e os resultados experimentais foram plotados gerando a Figura 17.
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Figura 17: Concentracdo micelar Diluida (CMD) do biossurfactante extraido.
Com a andlise da Figura 17, pode-se determinar que a estabilidade da tensio
superficial ocorreu na concentracio de 59,14 gL' do biossurfactante produzido pela

Rhodotorula mucilaginosa CRM 747, com redugdo da tensdo superficial de aproximadamente

64 para 38 mN.m™.
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Silva e colabradores (2014) estudaram a producdo de biossurfactante pela bactéria
P. cepacia e determinaram a CMC da biomolécula. A tensdo superficial minima obtida pelo
grupo foi de 29,77 mN.m™!, para uma concentraciio de 0,156 mg.ml"' do biossurfactante. A
CMC obtida por eles € considerada uma das mais baixas descritas na literatura. Khopade e
colaboradores (2012) caracterizaram o biossurfactante produzido pela bactéria Streptomyces-
B3. A CMC da biomolécula determinada foi de 110 mg.L™!, com redu¢iio mdxima da tensio
superficial para 30 mN.m™.

Luna e colaboradores (2013) determinaram a concentra¢do micelar critica € o
rendimento de producdo do biossurfactante pela levedura Candida sphaerica UCP099S5,
utilizando meio otimizado composto por 9% de residuos da refinaria de 6leo de amendoim e
9% de aguardente de milho. A fermentagdo foi realizada durante 144 horas, obtendo um
rendimento de 9 gL.!. A biomolécula reduziu a tensio superficial do meio para 25 mN.m™' com
uma concentracdo de 0,25 g.L'l. Souza e colaboradores (2017) analisaram o tensoativo
produzido pela levedura Wickerhamomyces anomalus CCMA, em um meio de cultura contendo
como fontes de carbono: 1 g.L”! de glicose e 20 g.L"! de éleo de oliva. A levedura obteve uma
produgio de 2,6 gL' apés 24 horas de crescimento, o biossurfactante reduziu a tensdo
superficial da 4gua para valores préximos de 31 mN.m™! e sua concentracio micelar critica foi
de 0,9 mg.ml.

Apesar da CMD obtida no presente trabalho apresentar um valor elevado quando
comparada a alguns trabalhos publicados, a produtividade também € elevada, aproximadamente
35 g.L'!, sendo necessdria apenas 20 horas para atingir tal rendimento. Em relacdo a redugio
maxima da tensao superficial, o valor minimo obtido neste trabalho se equipara aos resultados
obtidos por outros pesquisadores.

5.6.2. Estabilidade da emulsao

A estabilidade de emulsdo foi realizada ao longo de 30 dias e analisou-se o indice

de emulsificacdo (E24%), segundo metodologia descrita por Cai e colaboradores (2014). Com

os dados obtidos plotou-se o gréfico a seguir.
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Figura 18: Estabilidade de Emulsdo: Extrato Bruto x BS (2CMD, CMD e 1/2 CMD). Legenda:
BS — biossurfactante extraido; 2CMD — 118,28 g.L!, CMD — 59,14 g.L' e 1/2CMD — 29,57
gL

Para averiguar a estabilidade da emulsdo ao longo dos 30 dias de experimento e
entre as condi¢des testadas (extrato bruto, 2CMD, CMD e 2 CMD), realizou-se o teste t-student
com 95% de confianga.

Os resultados contidos na Figura 18 demonstram que o extrato bruto apresentou
estabilidade entre o 4° e 0 30° dia de experimento, com 32,5% de indice de emulsificacdo. O
biossurfactante extraido na concentra¢do de 118,28 g.L'l, semelhante ao extrato bruto exibiu
estabilidade entre o 4° e o 30° dia de experimento, com 61,8% de Ea49. Na CMD (59,14 g.L
1, o indice de emulsificaciio permaneceu constante ao longo dos 30 dias com 64,5%, enquanto
na concentragio de 29,57 g.L'! de biossurfactante extraido o Ex4 permaneceu invaridvel entre
0 3° e 30° dia de experimento, com 62,6% de E249.

Averiguou-se estatisticamente os valores obtidos por dia das trés concentracdes de
biossurfactante extraido. Apds os testes estatisticos foi possivel constatar que nao existiram
diferencgas significativas entre os valores, indicando que as trés concentragdes estudadas

possuem a mesma capacidade de manter a estabilidade da emulsdo em todos os pontos.
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Portanto, € possivel gerar economia ao utilizar o biossurfactante na menor concentracao testada
(%CMD — 29,57 g.LL'").

Comparando-se o desempenho do biossurfactante extraido na concentracio de
59,14 g.L'' (CMD) com o extrato bruto, é visivel que o primeiro apresenta melhor desempenho,
visto que o seu Exq foi de 64,5% e o do extrato bruto manteve-se com cerca de 32,5%.

Henkel e colaboradores (2012) analisaram a estabilidade de emulsio de um
ramnolipidio ao longo de 30 dias e notaram que a faixa de pH afeta a estabilidade do surfactante.
Na faixa pH 3 e 4, apds 72 horas houve uma redugdo de 36 e 38% na atividade e apds 30 dias
nao havia emulsdo. Na faixa de pH de 5 a 9, foram estdveis entre 24 e 72 horas. Nos pH 5, 6 ¢
7, a atividade foi reduzida em cerca de 15% apds 30 dias e no pH 8 a taxa de emulsificacdo
permaneceu no mesmo nivel pelos 30 dias estudados.

5.6.3. Teste de estabilidade

A estabilidade do biossurfactante extraido foi testada em relacio a temperatura, ao
pH e a salinidade nas concentra¢des de 2CMD, CMD e %2 CMD. Testes de t-student com 95%
de confianga foi realizado para confirmar estatisticamente a estabilidade da biomolécula.

Os gréficos das Figuras 19, 20, 21, 22 23 e 24 foram plotados utilizando os dados
dos indices de emulsificacio e tensdo superficial em cada condicdo submetida ao

biossurfactante extraido.
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5.6.3.1. Temperatura
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Figura 19: E>49 em diferentes concentragoes de biossurfactante apos a aplicacdo do estresse

em diversas temperaturas.
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Figura 20: Tensdo superficial em diferentes concentragoes de biossurfactante apos a aplicagdo
do estresse em diversas temperaturas.
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Examinando as Figuras 19 (E24%) € 20 (tensdo superficial) foi possivel inferir que,
quando comparada ao controle, na ¥2 CMD o indice de emulsificagdo manteve-se estavel na
temperatura de 10 e 20 °C e no teste de tensdo superficial ela apresentou estabilidade em 20,
40, 80 e 100 °C. Comparando a CMD ao controle, esta ficou estavel no teste de Ezs% nas
temperaturas -70, 10, 40 e 80 °C e no teste de tensdo superficial apresentou estabilidade em -
70, 40, 80 e 100 °C. Por outro lado, observou-se que a 2CMD, em relagdo ao controle,
apresentou estabilidade nas temperaturas -4, 20, 40 e 80 °C, para o teste de Ez%, € em 20, 40,
80 e 100 °C para o teste de tensdo superficial.

Averiguou-se estatisticamente os valores obtidos entre as trés concentracdes de
biossurfactante extraido. Apds os testes estatisticos, foi possivel constatar que entre a CMD e
12 CMD para o teste de Ez49 os resultados sdo estatisticamente iguais apenas nas temperaturas
-70, -4 e 40 °C e para tensdo superficial nas temperaturas -70, 10, 20, 40, 80 e 100 °C. Para
CMD e 2CMD o teste de tensao superficial apresentou resultados significativamente diferentes
em todas as temperaturas testadas, enquanto para o teste de emulsificacdo apresentaram relacao
nas temperaturas -4, 20, 40 e 80 °C. Para ¥2 CMD e 2CMD no teste de tensdo superficial
apresentaram resultados iguais estatisticamente apenas na temperatura de 100 °C e no indice de
emulsificac@o nas temperaturas -4, 60 e 100 °C.

No teste de indice de emulsificacdo, com excecdo das temperaturas de 60 e 100 °C,
pelo menos uma das concentragdes estudadas (2CMD, CMD e 2CMD) apresentaram
resultados estatisticamente iguais ao do controle e em toda as temperaturas testadas alguma
concentracdo apresentou resultado acima de 50% (acima da linha tracejada), como pode ser
visualizado na Figura 19. No teste de tensao superficial, Figura 20, apenas nas temperaturas -4,
10 e 60 °C nenhuma das concentragdes testadas apresentaram resultados semelhantes ao do
controle, contudo na temperatura de -4 °C a CMD apresentou a maior reducdo da tensao

superficial comparada aos demais resultados.
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5.6.3.2. pH
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Figura 21: E>49 em diferentes concentragoes de biossurfactante apos a aplicacdo do estresse

em diversos pH.

*p<0,05 comparado ao controle; “p<0,05 comparado & CMD; "p<0,05 comparado & 2CMD
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Figura 22: Tensdo superficial em diferentes concentragoes de biossurfactante apos a aplicagcdo

do estresse em diversos pH.

#p<0,05 comparado ao controle; “p<0,05 comparado & CMD; "p<0,05 comparado & 2CMD
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Avaliando as Figuras 21 (E249) e 22 (tensdo superficial) foi possivel inferir que,
quando comparada ao controle, na ¥2 CMD o indice de emulsificacdo manteve-se estavel apenas
no pH 10 e no teste de tensdo superficial ela apresentou estabilidade no pH 2. Comparando a
CMD ao controle, esta ficou estavel no teste de Ezs%, nos pH 4,2, 6,2 e 10 e no teste de tensao
superficial ndo apresentou estabilidade em nenhuma faixa de pH testada. Por outro lado,
observou-se que a 2CMD, em relagdo ao controle, apresentou estabilidade no pH 2 e 10, para
o teste de Ea49, € em nenhum pH para o teste de tensdo superficial.

Averiguou-se estatisticamente os valores obtidos entre as trés concentragdes de
biossurfactante extraido. Apds os testes estatisticos, foi possivel constatar que entre a CMD e
12 CMD para o teste de Eo49 os resultados sdo estatisticamente iguais no pH 10 e para tensao
superficial nos pH 6,2 e 8,2. Para CMD e 2CMD o teste de tensdo superficial ndo apresentou
resultados significativamente diferentes nos pH 2, 6,2, 8,2 e 10, enquanto para o teste de
emulsificacdo ndo apresentaram relacao nas faixas de pH testadas. Para 2 CMD e 2CMD no
teste de tensdo superficial apresentaram resultados iguais estatisticamente apenas no pH 6,2.

No teste de indice de emulsificagdo, com exce¢do do pH 8,2, pelo menos uma das
concentracdes estudadas (Y2CMD, CMD e 2CMD) apresentaram resultados estatisticamente
iguais ao do controle e em todos os pHs testados alguma concentracdo apresentou resultado
acima de 50% (acima da linha tracejada), como pode ser visualizado na Figura 21. No teste de
tensao superficial, Figura 22, apenas o pH 2 apresentou resultado semelhante ao do controle e
nos pHs 2 e 10 as concentragdes “2CMD e CMD apresentaram as maiores redugdes da tensao

superficial.
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5.6.3.3. Salinidade
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Figura 23: E249 em diferentes concentragoes de biossurfactante apos a aplicag¢do do estresse

em diversas concentracoes de NaCl.

#n<0,05 comparado ao controle; “p<0,05 comparado a CMD; "p<0,05 comparado a 2CMD
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Figura 24: Tensdo superficial em diferentes concentragoes de biossurfactante apos a aplicagdo

do estresse em diversas concentragoes de NaCl.

*p<0,05 comparado ao controle; “p<0,05 comparado & CMD; "p<0,05 comparado & 2CMD
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Analisando as Figuras 23 (E24%) e 24 (tensdo superficial) foi possivel inferir que,
quando comparada ao controle, na ¥2 CMD o indice de emulsificacdo manteve-se constante a
25 g.L'!, enquanto no teste de tensdo superficial ela apresentou estabilidade nas concentragdes:
5, 20, 25 ¢ 100 g.L'l. Comparando a CMD ao controle, esta ficou estavel no teste de Ex49 na
[NaCl] de 20 g.L'l. No teste de tensdo superficial, a CMD apresentou estabilidade nas
concentragio de 15, 25 e 100 g.L-'de NaCl. Além disto, observou-se que a 2CMD, em relacdo
ao controle, apresentou estabilidade nas concentragdo de cloreto de sédio: 20, 25 e 50 g.L'l,
para o teste de Eaa%, e nas de 10 e 15 g.L! para o teste de tensdo superficial.

Averiguou-se estatisticamente os valores obtidos entre as trés concentracdes de
biossurfactante extraido. Apds os testes estatisticos, foi possivel constatar que entre a Y2 CMD
e a CMD para o teste de Ez49 os resultados sdo estatisticamente iguais na concentragdo de
NaCL de 20 g.L'! e para tensdo superficial nas [NaCl] 15, 20, 50 e 100 g.L"!. Para CMD e
2CMD o teste de tensao superficial ndo apresentou resultados significativamente diferentes nas
concentragdes de 15, 20, 50 e 100 g.L'!, enquanto para o teste de emulsificagio ndo
apresentaram resultados significativamente diferentes apenas na concentracdo de 20 g.LL"!. Para
12 CMD e 2CMD no teste de tensdo superficial apresentaram resultados iguais estatisticamente
apenas na concentracdo de 25 g.L! e no teste de emulsificagdo apenas em 50 g.L'..

No teste de indice de emulsificaciio nas concentracdes salinas de 20, 25 e 50 g.L'!
pelo menos uma das concentragdes estudadas (2CMD, CMD e 2CMD) apresentaram
resultados estatisticamente iguais ao do controle e em todas as concentracOes testadas alguma
concentracdo apresentou resultado acima de 50% (acima da linha tracejada), como pode ser
visualizado na Figura 23. No teste de tensao superficial, Figura 24, apenas na concentracdo de
50 g.L! nenhuma das concentra¢des do biossurfactante apresentaram resultados semelhantes
ao do controle e nas concentragdes de 5, 10, 20, 25 e 50 g.L"! as concentragiio apresentaram as
maiores reducdes da tensao superficial.

Os dados demonstram que o biossurfactante apresenta estabilidade em uma ampla
faixa de pH, temperatura e salinidade podendo ser aplicado em atividades biotecnoldgicas que
apresentem alteracdes dessas varidveis ou condi¢des extremas.

Segundo Purwasena e colaboradores (2019) o biossurfactante produzido pela
bactéria Bacillus licheniformis DS1 apresentou boa estabilidade em manter a atividade de
emulsificacdo em pH 4-10, altas temperaturas de até 120 °C e com uma concentracao de NaCl
de até 10% (p / v). Resultados similares foram obtidos por Al-wahaibi e colaboradores (2014)
ao estudarem o biossurfactante produzido pelo Bacillus subtilis B30. Eles confirmaram que a

biomolécula apresentou estabilidade em uma ampla faixa de pH, temperatura e salinidade. O
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biossurfactante apresentou estabilidade nas faixas de 40 a 100 °C e nas temperaturas de 121 e
160 °C. Em relacdo ao pH apresentou estabilidade em pH neutro e alcalino, perdendo suas
propriedades em pH 4cido, em virtude do biossurfactante ndo ser muito solivel em condi¢oes
altamente acidas. Em relacdo a concentragdo salina o desempenho favordvel do biosurfactante
ficou restrito a concentracdo de até 5% e NaCl.
5.7. Aplicacdo Biotecnoldgica

A aplicacdo biotecnoldgica do biossurfactante em dgua doce estéril contamina por
0leo de motor foi realizada sob trés condicdes: dgua esterilizada e hidrocarboneto; dgua
esterilizada, levedura (Rhodotorula mucilaginosa CRM 747) e hidrocarboneto; e dgua
esterilizada, Rhodotorula mucilaginosa CRM 747, biossurfactante na concentracdo micelar
critica (59,14 g.L'!) e hidrocarboneto. Os experimentos foram conduzidos ao longo de 30 dias
e as andlises foram realizadas nos dias 1, 7, 21 e 30. As informacdes foram utilizadas gerando

o grafico abaixo (Figura 25).

-e- Controle
=+ Condicdo 1

“* Condicgo 2

Days

Figura 25: Aplicacdo biotecnolégica: dgua doce contaminada por dleo de motor usado em
condigoes estéreis. Condigcdes: controle — dgua + hidrocarboneto; condi¢do 1 — dgua +

levedura (Rhodotorula mucilaginosa CRM 747) + hidrocarboneto; condicdo 2 — dgua +

levedura (Rhodotorula mucilaginosa CRM 747) + hidrocarboneto + biossurfactante na

concentracdo micelar critica (59,14 g.L).

A andlise da Figura 25 demonstra a influéncia da presenga do biossurfactante no
crescimento microbiano. O crescimento da levedura sem o biossurfactante aconteceu apenas
apos 7 dias de fermentagcdo, possivelmente por ser o periodo necessdrio para que o
microrganismo conseguisse produzir a biomolécula. Apds esse periodo apresentou um

crescimento exorbitante entre o sétimo e trigésimo dia de experimento, com pico em
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aproximadamente 2,3 de densidade dptica. No experimento em que o biossurfactante foi
adicionado a levedura ndo precisou produzi-lo, apresentando um crescimento acelerado nos
primeiros sete dias, alcancando cerca de 3,5 de densidade Optica. A linha azul representa o
controle negativo. Com esses dados acredita-se que o biossurfactante tenha a fungdo de tornar
o hidrocarboneto biodisponivel para utilizacdo pelo microrganismo.

Realizou-se um segundo experimento de biorremediacao utilizando dgua doce nao
esterilizada contaminada com 6leo de motor. Apenas duas condi¢des foram testadas: 4gua nao
estéril e hidrocarboneto; e dgua ndo estéril, biossurfactante na concentracio micelar critica
(59,14 g.L'") e hidrocarboneto. O experimentou durou 30 dias, com amostras coletadas no

primeiro, sétimo, 21° e 30° dia de experimento. Com os resultados plotou-se o grafico abaixo

(Figura 26).
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Figura 26: Aplicacdo biotecnoldgica: dgua doce contaminada por dleo de motor usado em
condigoes ndo estéreis. Condigdes: controle — dgua + hidrocarboneto; condigdo 1 — dgua +
hidrocarboneto + biossurfactante na concentragdo micelar critica (59,14 g.L).

A avaliacao da Figura 26 confirma a importancia da presenca do biossurfactante no
meio para que o hidrocarboneto possa ser utilizado como fonte de carbono pelos
microrganismos, pois a biomolécula atuou como bio estimulante para o crescimento dos
microrganismos. Sem a adi¢do da biomolécula (linha azul) ndo foi perceptivel crescimento dos
microrganismos durante os 30 dias de experimento, porém com a adi¢do do biossurfactante
(linha vermelha) percebeu-se um crescimento acelerado nos primeiros sete dias.

Esses dados reforcam a hipdtese da possivel fung@o dos biossurfactantes: tornar o
hidrocarboneto biodisponivel para utilizagdo pelos microrganismos. Além disso, como em

ambos os experimentos, com dgua estéril e 4gua ndo estéril, o crescimento estabilizou apds sete
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dias de fermentagdo. Possivelmente o que ocasionou essa estabilidade foi a auséncia de fonte
de carbono, ou seja, a quantidade de hidrocarbonetos adicionada nao foi suficiente para manter
o crescimento dos microrganismos ao longo dos 30 dias (Figura 25 e 26).

Batista e colaboradores (2010) estudaram a capacidade de remover contaminantes
hidrofébicos do biossurfactante produzido pela levedura Candida tropicalis. Eles testaram duas
amostras de areia (areia brasileira padrdo e areia da praia) impregnadas com 10% de petrdleo
ou 6leo de motor. Os resultados obtidos para a remocao de petréleo e 6leo de motor adsorvido
nas amostras de areia testadas foram de aproximadamente 80%. Maiores porcentagens de
remogdo foram observadas na areia da praia provavelmente como resultado do menor tamanho
das particulas da areia brasileira padrdo, pois permitiu uma alta adsor¢do do contaminante e
remogao reduzida pelos biossurfactantes.

Santos e colaboradores (2017) analisaram a performance do biossurfactante
produzido pela levedura Candida lipolytica na biodegradacdo do 6leo de motor através da
atividade de microrganismos indigenas da dgua do mar. Eles analisaram a influéncia do
biossurfactante em trés concentragdes diferentes: 2 CMD, CMD e 2CMD. Os dados obtidos
demonstram aumento do crescimento de bactérias na presenca da maior concentracdo da
biomolécula, enquanto a solu¢do de menor concentracdo estimulou o crescimento de fungos.
Observaram também que o crescimento dos fungos indigenas foi pobre na auséncia do
biossurfactante.

Estudos semelhantes foram desenvolvidos por Almeida e colaboradores (2018). Os
pesquisadores analisaram a influéncia da biomolécula produzida pela levedura Candida
tropicalis UCP0996 na biorremediacao de 4gua do mar contaminada por 6leo de motor, também
em trés diferentes concentracdes do biossurfactante: CMD, 2CMD e 5SCMD. Os resultados do
crescimento de microrganismos indigenas da dgua do mar foram superiores na presenca do
biossurfactante, quando comparados com o controle (auséncia do tensoativo). Observaram, em
todas as condicdes testadas, que o crescimento bacteriano atingiu o méaximo no 14° dia de
experimento, diminuindo o nimero de células microbianas apds esse periodo. Em relacao aos
fungos, apds o 14° dia ocorreu um aumento acelerado, podendo estar relacionado ao declinio
do nimero de bactérias (reducao na competi¢cdo).

6. Conclusdo

e Melhores fontes de carbono: extrato de abacaxi e extrato de levedura;
e Melhores fontes de nitrogénio: peptona e sulfato de amonia;

e Meio otimizado:

o Extrato de levedura: 15 g.L'!.
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o Extrato de abacaxi: 25 g.L”!.

o Peptona: 1,5 gL'l

o Sulfato de aménio: 1 g.L,

o pH:8;

o Tempo de fermentacdo: 24 horas.

e Suplementacdo apds 10 horas de fermenta¢do aumenta a producdo do biossurfactante
pela levedura Rhodotorula mucilaginosa, de 21,2 g.L"! para 36 g.L'!;

e Metodologia de extracdo selecionada: extragdo com acetona fria;

e Hidrofobicidade celular: 6leo de soja;

e Concentragio micelar critica: 59,14 g.L'!,

e Estabilidade de emulsdo: todas as concentracdes testadas do biossurfactante extraido
(*2CMD, CMD e 2CMD) apresentaram estabilidade de emulsdo e ndo apresentaram
resultados diferentes entre si;

e Estabilidade:

o Os dados demonstraram que o biossurfactante apresenta estabilidade em uma
ampla faixa de pH, temperatura e salinidade, podendo ser aplicado em atividades
biotecnoldgicas que apresentem alteragdes dessas varidveis em condi¢des
extremas.

e A presenca do biossurfactante influenciou positivamente o crescimento microbiano.
Portanto confirma-se a hipotese de que essa biomolécula auxilia no processo de
biodisponibilidade de hidrocarbonetos em ambientes contaminados, sendo vidvel sua
aplicagdo na biorremediagao.

Ap0s o exposto acima, evidencia a necessidade do prosseguimento com os estudos
da producdo de biossurfactante pela levedura Rhodotorula mucilaginosa, visto o extraordinério
potencial para aplicagdes biotecnoldgicas ambientais e a alta produtividade da biomolécula.
Configura-se como possiveis proximos passos a caracterizacdo estrutural da biomolécula,
estudos da produgdo do biossurfactante em biorreatores com controle de algumas condi¢des,
purificacdo da biomolécula e aplicacdes biotecnolégicas, como: remediagdo de solo
contaminado com hidrocarbonetos, entrega controlada de medicamentos, utilizacdo em

cosméticos, remediacdo de ambientes contaminados por metais pesados, entre outras.
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