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RESUMO

Surfactantes microbiologicos s3o metabolitos ativos de superficie, produzidos por
microrganismos que possuem baixa toxicidade, sdo biodegradaveis e biocompativeis. Além
disso, estas moléculas sdo estaveis em condi¢cdes ambientais extremas, como mudancas de pH,
temperatura e salinidade. A selecdo de microrganismos capazes de produzir biossurfactantes
tem sido investigada nos ultimos anos e a Antartica tornou-se de grande interesse devido a sua
extraordinaria diversidade. O presente trabalho relata a avaliacao da producao de biossufactantes
por quatro leveduras isoladas da Antartica, codificadas como L69, L87, L104 ¢ L106. A solugao
contendo biossurfactante foi obtida apds cinco dias de fermentagdo, em um meio padrdo de
levedura e incubada a 15 e 30°C. Os resultados mostraram que as leveduras foram capazes de
produzir biossurfactante e que a L69 e a L104 obtiveram os melhores resultados, considerando
como critério de sele¢ao a emulsificacdo em querosene em ambas as temperaturas: a L69 com
89¢98% e al.104 com 94 e 78%, a 15 e 30°C, respectivamente. Posteriormente, tragou-se uma
curva de crescimento com o intuito de determinar a temperatura 6tima, sendo 15°C para L69 e
30°C para L104. Alguns testes para caracterizagao da biomolécula também foram realizados, tais
como estabilidade, CMC e analise de infravermelho. Para a L104, os testes de estabilidade
demonstraram que a molécula ndo se manteve estdvel em quase todas as condi¢des testadas,
apresentando indice abaixo de 60%. O biossurfactante da levedura L69 apresentou estabilidade
em valores neutros até razoavelmente bésicos de pH, temperaturas abaixo de 60 °C e
concentracdes de sais inferiores a 50 g/L. Em relagcao a CMC, foi 2 e 20 g/L para L69 e L104,
respectivamente. Na analise de infravermelho, nota-se que as duas biomoléculas sdo similares,
fato que pode ser devido as duas leveduras pertencerem ao mesmo género. Desse modo, apds
todas estas analises, foi possivel confirmar a capacidade produtiva de Rhodotorulas isoladas
do ambiente antartico, sendo que a Rhodotorula mucilaginosa, codificada por L69,
apresentou os melhores resultados, podendo ser de grande interesse industrial sua produc¢do

em larga escala.

Palavras-chave: Surfactantes. Microrganismo. Leveduras. Rhodotorulas. Antartica.



ABSTRACT

Microbial surfactants are surface-active metabolites, produced by microorganisms which have
low toxicity, are biodegradable and biocompatible. Furthermore, these molecules are stable in
extreme environmental conditions, such as pH, temperature, and salinity changes. The selection
of microorganisms capable to produce biosurfactants has been investigated in the last years and
the Antarctic environment has become of great interest due to its extraordinary diversity. The
present work reports the evaluation of biosurfactant production by four Antarctic isolated yeasts,
coded as L69, L87, L104, and L106. The biosurfactant containing solution was obtained from a
five day old fermentation broth, composed by glucose and incubated at 15 °C and 30 °C. The
results showed that these yeasts were capable to produce biosurfactants, and the L69 and L104
yeast showed the best results, considering as a selection criterion the emulsification in kerosene
at both temperatures: the L69 with 89 and 98% and, the L104 with 94 and 78% at 15 and 30 °C,
respectively. Subsequently, has traced a growth curve aiming at determining the optimum
temperature, being 15°C to L69 and 30°C to L104. Some characterization tests of the
biomolecule were also performed, such as stability, CMC and infrared analysis. For L104,
stability testing demonstrated that the molecule is not remained stable in almost all conditions
tested, with index below 60%. The biosurfactant of yeast L69 was stable in neutral values until
fairly basic of pH, temperatures below 60°C and salt concentrations lower than 50 g /L. In
relation to CMC, was 2 and 20 g /L for L69 and L104, respectively. About infrared analysis, it
is noticed that the two molecules are similar, which may be due to both yeasts belong to the
same genre. Thereby after all these analyzes was possible to confirm the productive capacity of
Rhodotorulas isolated from the Antarctic environment, and the Rhodotorula mucilaginosa,
encoded by L69, showed the best results and a large-scale production can be of great industrial

interest.

Keywords: Surfactants. Microorganism. Yeast. Rhodotorulas. Antarctica.
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1. Introducao

Surfactantes sdo moléculas anfipdticas, ou seja, sdo constituidas por uma por¢ao
hidrofébica e por outra hidrofilica. Devido esta caracteristica apresentam propriedades, como:
reducdo da tesdo superficial e interfacial de misturas imisciveis, da concentracdo critica de
micelas, entre outras particularidades que os tornam alvos de estudo e interesse de diversas
modalidades industriais: petroquimicas, alimenticias, de bebidas, cosméticas, farmacéuticas, de
mineracdo, metalirgicas, agroquimicas, de fertilizantes, ambiental, de papel e celulose, entre
diversos outros ramos (GHOJAVAND, et al., 2008, BANAT; MAKKAR; CAMEOTRA, 2000,
MULLIGAN e GIBBS, 1993, KOSARIC, et al., 1992).

Os tensoativos produzidos quimicamente sdo obtidos a partir de derivados de petroleo
ou fontes de olequimicas (DESAI e BANAT, 1997), por isso podem apresentar um grau de
toxicidade, o que dificulta a degradacdo imediata no ambiente, logo, seu uso ainda € restrito
(SARKAR, et al.,, 1989). Com a crescente conscientizacdo em relacdo a protecdo do meio
ambiente, o surgimento de novas leis de controle ambiental (NITSCHKE e PASTORE, 2002)
e a intencdo de contornar outras desvantagens na utilizacdo de surfactantes sintéticos, os
biosurfactantes vem sendo alvos de pesquisas, entretanto a sua producao ainda ndo € vidvel
economicamente, quando comparada a producdo do surfactante quimico (NITSCHKE e
COSTA, 2007).

Segundo Bognolo (1999), surfactantes de origem natural sdo produzidos por diversos
grupos de organismos, como: os microrganismos, plantas e até os seres humanos. Os
Biosurfactantes sdao biomoléculas produzidas por microrganismos que apresentam,
praticamente todas as caracteristicas dos surfactantes sintéticos, além disso, possuem baixa ou
nenhuma toxicidade, alta biodegrabilidade, biocompatibilidade e especificidade, e a maioria se
mantém estdvel em condi¢cdes ambientais extremas (variacoes de pH, temperatura e salinidade),
0 que os torna substitutos apropriados para os sintéticos (DESAI e BANAT, 1997). Existem
diversos tipos de biosurfactantes, sua classificacao € baseada nas propriedades fisico-quimicas,
em: glicolipidios, lipopeptidos, lipidios neutros, dcidos graxos, fosfolipidios e poliméricos
(PACWA-PLOCINICZAK, et al., 2011, CAMEOTRA, et al., 2010, AMARAL; COELHO;
MARRUCHO, 2010, STELLER e VATER, 2000).

As fungdes bioldgicas dos biossurfactantes ainda ndo estdo totalmente esclarecidas,
sabe-se que eles sdo capazes de emulsificar, transportar e solubilizar hidrocarbonetos em
solucdes que antes eram insoldveis, e isto propicia o crescimento de microrganismos nesses

ambientes, essa propriedade pode ser utilizada para biorremediacdo de dreas contaminadas



16

(FRANCY, et al., 1991, KAPPELI e FIECHTER, 1977). Ademais essa biomolécula possui
funcdo de aderéncia-liberacdo da célula a superficies e atividade antibidtica, por exemplo a
surfactina, iturina, fengicina, liquenisina, micosubtilisina e bacilomicina produzidas por
Bacillus sp (MAIER, 2003, STELLER e VATER, 2000, ROSENBERG e RON, 1999, LIN,
1996).

O crescente interesse das indudstrias na melhoria da producdo de biosurfactante,
promoveu o aumento na investigacdo de micro-organismos capazes de produzi-los. Com isso,
a selecdo de culturas microbianas isoladas de ecossistemas variados tornou-se uma
possibilidade a ser explorada. Entre estes biosistemas, a Antértica se destacou por ser um
ambiente indspito para sobrevivéncia e, apesar disso, apresentar uma extraordindria diversidade
microbiana.

Na busca por novos microrganismos para aplica¢do biotecnoldgica, a Antértica € uma
das dreas geogréficas preferida pelos microbiologistas, por exibir uma das condi¢des mais
extremas da Terra, apresentando locais muito frios e secos, alguns altamente salinos com solos
caracterizados pela baixa umidade, baixissimo contetdo organico, alta incidéncia de radiacao
UV e quantidade insuficiente de dgua para os organismos vivos (BUZZINI, et al., 2012,
PAVLOVA, et al., 2011, CONNELL, et al., 2008). Os microrganismos, plantas e animais que
vivem em ambientes frios se adaptam metabdlica e fisiologicamente para garantir sua
existéncia, por isso, bactérias, leveduras, fungos e algas unicelulares provenientes de situagdes
extremas, sio interessantes cientificamente, no que diz respeito a produgdo de substincias

biologicamente ativas (D'AMICO, et al., 2006, GERDAY, et al., 2000).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=K%26%23x000e4%3Bppeli%20O%5Bauth%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Fiechter%20A%5Bauth%5D

17

2. Objetivos:

2.1. Objetivo Geral:
Selecionar as leveduras do género Rhodotorulas do ambiente Antértico para producgdo de

biossurfactante.

2.2. Objetivos Especificos:
2.2.1. Analisar do crescimento celular;
2.2.2. Analisar da produgdo de biossurfactante;
2.2.3. Avaliar a influéncia da temperatura e do meio no crescimento dos
microrganismos e producdo da biomolécula;
2.2.4. Confeccionar a curva de crescimento das leveduras selecionadas;

2.2.5. Caracterizar o biossurfactante produzido.
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3. Revisao bibliografica

3.1. Surfactantes Sintéticos e Biossurfactantes

3.1.1. Surfactantes Quimicos

Surfactantes, também chamados de tensoativos, sdo agentes de atividade superficial, ou
seja, compostos capazes de modificar as propriedades superficiais e interfaciais de um liquido
-capacidade que reflete sua natureza anfipatica- (BRINCK; JONSSON: TIBERG, 1998,
HARPER, et al., 1991). A parte apolar é frequentemente constituida por uma cadeia
hidrocarbonada, enquanto a por¢cdo polar pode ser: i0nica, catidnica -que em solucdo aquosa
possuem cargas positivas e apresentam atividade condicionante e antibacteriana- € anidnica -
quando dissolvido apresenta ions com carga negativa, € sdo amplamente empregados em
cosméticos-; ndo-idnica -devido a sua falta de carga eles podem ser utilizados juntos com os
anidnicos ou cationicos, e sdo destinados, principalmente, para produtos de uso infantil e para
peles sensiveis-; ou anfotérica -exibem um sitio carregado positivo e outro negativamente, a
carga dependerd do pH da solu¢do- (DESAI e BANAT, 1997). Um surfactante possui uma
estrutura tipica R-X, em que R representa a por¢ao hidrofébica e o X representa a parte polar
(PELIZZETTI e PRAMAURO, 1985).

Devido a presenga de grupos polares e apolares, os surfactantes tendem a se concentrar
na interface de dois liquidos imisciveis, por exemplo dgua e 6leo, constituindo uma camada, a
qual € responsével pela reducdo da tensdo interfacial e superficial BANAT; MAKKAR;
CAMEOTRA, 2000). O termo interface indica o limite entre dois liquidos imisciveis, enquanto
que, o termo superficie € utilizado quando uma das fases estd no estado gasoso (BRINCK;
JONSSON; TIBERG, 1998). Além dessa propriedade, os tensoativos tendem a formar
agregados, denominados micelas, que se formam espontaneamente em certas concentragdes de
agua, propriedade que atribui a capacidade de detergéncia e solubiliza¢do dessas moléculas.
Concentragdo micelar critica (CMC) é a menor concentracdo na qual comega a ocorrer a
formacdo das micelas, sendo muito importante para andlise do surfactante, quanto menor a
CMC, mais eficiente ele €, pois necessita de uma menor quantidade para reduzir a tensao
superficial a0 maximo (MULLIGAN, 2005, BRINCK; JONSSON; TIBERG, 1998). Abaixo da
CMC os surfactantes estdo, dominantemente, na forma de mondmeros; quando estd abaixo,

porém préoximo da CMC, hd um equilibrio entre monOomeros e micelas (HINZE e
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PRAMAURO, 1993). A CMC varia para cada biomolécula, dependendo da estrutura e das
condic¢des experimentais (PELIZZETTI e PRAMAURO, 1985, MESQUITA, 2004).

As caracteristicas supracitadas fazem com que os surfactantes apresentem diferentes
caracteristicas, tais como: detergéncia, emulsificacdo, lubrificacdo, capacidade espumante,
capacidade molhante, solubilizacdo e dispersdo de fases, o que os torna uma molécula versatil
para diversas aplicagdes (BANAT; MAKKAR; CAMEOTRA, 2000). De acordo com Banat e
colaboradores (2000), a produ¢ao mundial de surfactante excedia 3 milhdes de t/ano, sendo que
grande parte da producio era destinado as industrias de petréleo, de cosméticos e de produtos
de higiene e limpeza, principalmente este tltimo setor (NITSCHKE e PASTORE, 2002).

Os surfactantes sintetizados quimicamente sdo oriundos de petréleo ou fontes de
oleoquimico. No entanto, com a atual conscientizacao da populacio em relacio a preservacao
do meio ambiente, juntamente com as novas leis de protecdo ambiental, alternativas “amigas
do ecossistema” tem sido estudada com a finalidade de substituir os surfactantes sintéticos por
naturais. Sendo os surfactantes produzidos por microrganismos uma alternativa vidvel, para a

substituicdo daqueles oriundos do petrdleo.

3.1.2. Surfactantes Biologicos

Nos tltimos anos tem aumentado o interesse no estudo de surfactantes naturais, que sao
moléculas produzidas por diferentes organismos vivos; desde plantas (saponinas) até humanos
(sais biliares). Denomina-se biossurfactantes aqueles produzidos a partir do metabolismo dos
microrganismos (CAMEOTRA e MAKKAR 2004, BOGNOLO, 1999, BANAT; MAKKAR;
CAMEQOTRA., 2000).

Em 1949 iniciou-se a utilizac¢do de biossurfactantes, quando Jarvis e Johnson descobram
atividades antibidticas e hemoliticas de um ranmolipideo e, posteriormente, em 1968, Arima e
colaboradores descobriram a produg¢do da surfactina, um biossurfactante muito estudado,
produzido por Bacillus subtilis. Passado algum tempo, estudiosos se depararam com a produ¢ao
de biossurfacntes em meios hidrofébicos, o que desencadeou o estudo da utilizagdo de
microrganismos produtores de sufactantes, para aplicagdes relacionadas a tratamento de
residuos oleoseos, recuperagdo de petréleo, e biorremediacdo de &reas contaminadas
(BARROS, et al., 2007).

De forma semelhante aos sintéticos, os surfactantes microbianos sao compostos por

duas porcoes distintas, uma lipofilia e outra hidrofilica. A apolar, normalmente € composta por
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cadeia hidrocarbonica de um ou mais dcidos graxos, podendo apresentar diferencas estruturais
(BOGNOLO, 1999, MAKKAR e CAMEOTRA, 1998).

A principal forma de classificacdo dos biossurfactantes estd relacionado as suas
propriedades fisica-quimica, sendo separadas em: glicolipideos, lipossacarideos, lipopeptideos,
fosfolipideos e acidos graxos/lipideos neutros, além de surfactantes poliméricos e surfacntates
particulados (LIN, 1996; DESAI e DESAIL 1993). Os biossurfactantes poliméricos sao
constituidos por diversos grupos quimicos diferentes, ja os particulados sdo vesiculas e células
microbianas com atividade de surfactante (FRIEDMAN e ROSENBERG 1979, KAPPELI e
FINNERTY, 1979). Os surfactantes lipoproteicos sdo os principais representantes de
biomoléculas com atividades antibidticas, antivirais, antitumorais, imunomoduladores ou
inibidores de enzimas e toxinas, tendo como exemplo, surfactina, iturina, fengicina, liquenisina,
micosubtilisina e bacilomicina.

Os biossurfactantes também podem ser classificados de acordo com a sua massa
molecular. Os que apresentam alta massa molecular sdo representados pelos particulados e
poliméricos, exibindo como principal propriedade a capacidade de emulsao, enquanto que os
de baixa massa molécular, sdo constituidos pelos glicolipideos, lipopeptideos e 4dcidos graxos,
com capacidade de reduzir a tensdo interfacial (ROSENBERG e RON 1997, ROSENBERG e
RON, 1999).

Os surfactantes bioldgicos apresentam algumas funcdes, como capacidade de aumentar
a éarea superficial de substratos hidrofobicos tornando-os mais disponiveis e soliveis,
possibilitando o crescimento de alguns microrganismos nesses ambientes, influenciam na
adesdo de microrganismos a superficies, transportam hidrocarbonetos e possuem atividade
antibiética (COOPER, et al., 1981, LIN, 1996, ROSENBERG e RON, 1999, NITSCHKE e
PASTORE, 2002).

3.1.2.1. Vantagens e Desvantagens

A biodegrabilidade e baixa toxicidade s@o as principais vantagens deles sob os
surfactantes sintetizados quimicamente, tornando-os substitutos dos emulsificantes
convencionais em alimentos, cosméticos e produtos farmacéuticos. Além dessas aplicagdes,
apresentam um alto potencial em aplicagdes ambientais, tais como, aumento da recuperagdo de
petréleo e na biorremediacao de poluentes insoldveis em dgua.

Entre outras vantagens apresentadas por essas biomoléculas, encontraram-se, a baixa

CMC, melhor desempenho na formacdo de complexo com metais pesados, formacdo de
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espuma, emulsificacdo e solubiliza¢do. Ainda sdo estdveis em variacdes de pH, temperatura e
salinidade, sdo altamente seletivos e especificos, apresentam atividades antimicrobianas, com
destaque a atividade antibidtica e apresentam diversidade estrutural que pode estar ligado a
propriedades tunicas (KIM, et al., 2000, BANAT; MAKKAR; CAMEOTRA, 2000,
NITSCHKE e PASTORES, 2002, LIN, 1996).

A principal desvantagem dos surfactantes bioldgicos frente aos sintéticos € o alto custo
de produgdo. Com o objetivo de contornar essa situacdo hd diversas pesquisas na utilizacdo de
substratos mais baratos, como residuos de agroindustriais, utilizacdo de microrganismos menos
exigentes e também no estudo da otimizacdo do processo, para produzir mais com menor gasto
(DA ROCHA; HARRISON; JOHNSTON, 1999, GALLERT e WINTER, 2002, RAHMAN, et
al., 2002). Outro ponto durante a producao que determina a viabilidade do processo € a extracao
do biossurfactante produzido, sendo que diferentes métodos podem ser empregados; entretanto
em larga escala, a maioria desses métodos demanda grandes volumes de solvente, o que torna
0 processo caro e gera alta quantidade de residuos (KIM; RAO.; ANNABLE, 1997,
KUYUKINA, et al., 2001).

3.1.2.2. Meétodo de Produciao

3.1.2.2.1. Processo Fermentativo

Muitos produtos comerciais sdo obtidos por processos fermentativos, que consiste na
utilizacdo de fontes de carbono, como a glicose, para geracdo de energia e algum outro produto,
por exemplo o dlcool etilico (BARBIERI, et al., 2012). As principais vantagens da utilizacdo
dos processos fermentativos para producio de produtos industriais sdo: obté-los em qualquer
época do ano, menor custo, menos toxicidade em relacdo a outros surfactantes, possibilidade
de produzir com microrganismos utilizando substratos baratos, o espaco utilizado é
relativamente pequeno, sendo possivel controlar as condi¢cdes de cultivo (BARBIERI, et al.,
2012). Diversos produtos podem ser obtidos por esse método, alguns exemplos sdo: enzimas,
antibidticos, corantes, vitaminas, aminodcidos, biopolimeros, bebidas alcodlicas, entre outros.

Um processo fermentativo pode ser descontinuo, semicontinuo, descontinuo alimentado
ou continuo (GROB; SYLDATK; WAGNER, 1987). Os mais comuns na producdo de
biossurfactante sao os por batelada e batelada alimentada, devido a diversas vantagens que esses

dois processos apresentam, principalmente em relacio a custos de equipamentos,
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acompanhamento e manuten¢do, além de serem mais seguros em relagdo a condi¢des de
assepsia (GROB; SYLDATK; WAGNER, 1987).

Durante o processo de batelada, sdo adicionados anti-espumante e dcido ou base com o
intuito de controlar o pH e nos processos aerébicos também hé adicdo de oxigénio. J4 na
batelada alimentada alguns nutrientes sdo adicionados ao longo do processo, o que leva ao
aumento do volume de forma gradual, pois ndo had descarga. Este dltimo € utilizado
principalmente quando o microrganismo € sensivel a fendmenos de inibicao por substrato, ou
repressao catabdlica (GROB; SYLDATK; WAGNER, 1987).

Outros aspectos importantes relacionados a condicdes de fermentacdo sdo temperatura,
pH, aeracgdo e agitacdo. A otimizagdo do processo e do meio de cultura utilizado é de grande
importancia para se obter a maximo rendimento com menor custo, tornando o biossurfactante
mais competitivo, economicamente com os surfactantes quimicos (FONTES; AMARAL;

COELHO, 2008).

3.1.2.2.1.1. Meio de Cultivo

O meio de cultivo € muito importante para determinar se 0 microrganismo sera capaz
de produzir biossurfactante ou ndo, além de interferir na estrutura da biomolécula, variando por
exemplo a fonte de carbono, esse pode ser alterado modificando também suas propriedades -
mudancas podem ser benéficas quando se deseja alguma propriedade especifica-. Estudos
realizados por Das e colaboradores (2009) demonstrou que utilizando glicose como fonte de
carbono, o biossurfactante produzido apresentava atividade antimicrobiana melhor quando
comparada com o glicerol, amido e sacarose. Portanto, definir bem a composi¢do do meio é
indispensavel para se obter uma producdo satisfatdria.

As fontes de carbono, nitrogénio e a presenca de outros compostos, tais como: fosforo,
ferro, manganés e magnésio, interferem na cultura do microrganismo. Apds definir o meio, as
condic¢des de cultivo, temperatura, pH, agitacdo, aeracdo também devem ser otimizados para
garantir a qualidade e uma alta producdo (BANAT, 1995).

Logo, um estudo preliminar das condi¢des de cultivo para os microrganismos utilizados
€ imprescindivel para se obter a mdxima produgao. Porém, alguns microrganismos s6 produzem
biossurfactantes quando estdo em condicdes de estresse ou quando no meio a compostos
lipofilicos (DESAI e BANAT, 1997).

A produgdo dessas biomoléculas pode ocorrer quando as fontes de carbono sdo soliveis

ou insoldveis em dgua, porém na literatura hd relatos que é preferivel uma combinacdo de
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substratos insoldveis em dgua e carboidratos. A principio os carboidratos seriam utilizados para
gerar a parte polar da molécula de biossurfactante e os compostos lipofilicos para formarem a
parte apolar (HOMMEL, et al., 1994).

Apesar do esperado ser o meio de cultura apresentar as duas formas de fonte de carbono,
pode acontece de existir apenas fonte insoltivel ou fonte solivel. Entdo, para produzir o
biossurfactante hd vias metabdlicas onde carboidratos originam cadeia de hidrocarbonetos e
outras onde hidrocarbonetos sao precursores de compostos polares. Se a fonte de carbono € uma
glicose, glicerol ou outros compostos hidrofilicos, esses sdo degradados até originar
intermedidrios da via glicolitica, que sdo os precursores dos carboidratos constituintes da parte
polar do surfactante. Para sintese da parte apolar, a glicose ou glicerol, pela via bioquimica da
glicolise, origina acetil-CoA que unida ao oxaloacetato produz malonil-CoA e, em seguida,
acido graxo que € o precursor para a sintese dos lipideos (GROB; SYLDATK; WAGNER,
1987). Porém, quando a fonte de carbono € um hidrocarboneto, as vias bioquimicas utilizadas
para originar a parte polar e apolar sdo a lipolitica e a gliconeogénese, originando dcidos graxos
ou sacarideos, respectivamente. Na gliconeogénese, os dcidos graxos sdo oxidados, gerando
acetil-CoA ou propionil-CoA, a partir destes compostos a via para geracao dos precursores do
polissacarideo sdo o inverso das apresentadas na glisdlise. Entretanto, algumas reacdes sao
irreversiveis, tais como as catalisadas pelas enzimas piruvato quinase e a fosfofrutoquinase-1,
desta forma, outras enzimas sdo necessdrias para reverter tais reacdes (GROB; SYLDATK;

WAGNER, 1987).
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Figura 1: Via sintética das partes polar e apolar do biossurfactante, utilizando carboidratos como fonte de
carbono. Enzimas envolvidas: A. fosfofrutoquinase; B. piruvato quinase; C. isocitrato desidrogenase; D. citrato

lipase; E. piruvato desidrogenase; F. piruvato carboxilase. Fonte: FONTES; AMARAL; COELHO, 2008.
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Figura 2: 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; AMARAL; COELHO, 2008.

Outro composto de grande importincia na producdo de biossurfactante por
microrganismos € o nitrogénio, sendo indispensdvel para o crescimento celular e para sintese
de proteinas. A principal fonte de nitrogénio utilizada nas culturas € o extrato de leveduras,
porém a quantidade varia de acordo com o microrganismo (FONTES; AMARAL; COELHO,
2008).

Teoricos afirmam que a producdo de biossurfactante ocorre principalmente quando a
fonte de nitrogénio estd esgotada, ou seja, durante a fase estaciondria (KITAMOTO, et al.,
1993). Albrecht e colaboradores (1996) definiram um mecanismo pelo qual a falta de nitrogénio
influencia na producdo do surfactante natural. De acordo com eles, a falta gera uma queda na

atividade especifica da isocitrato desidrogenase (dependente de NAD+ e NADP+), enzima
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responsavel pela oxidacdo do isocitrato a a-cetoglutarato, levando a um acimulo de isocitrato
e citrato na mitocondria, esses sdo transportados para dentro do citosol, onde o citrato € clivado
pela citrato sintase, originando acetil-CoA que € o precursor da sintese de dcido graxo,
aumentando a sintese da parte apolar do biossurfactante e consequentemente a produgao dessa
biomolécula.

A relacdo quantitativa entre as fontes de carbono e nitrogénio é um parametro que
tornou-se alvo de estudo. Em pesquisa realizada com Rhodotorula glutinis utilizando diferentes
razdes C/N na produgdo de bioemulsificantes, foi percebido um aumento da emulsificagdo com
o acréscimo da relagdo C/N, sendo tal dado observado em quantidades limitantes de nitrogénio

(ANDRADE, et al., 2006, FONTES; AMARAL; COELHO, 2008).

3.1.2.2.1.2. Residuos industriais

Anualmente milhdes de toneladas de residuos danosos ao meio ambiente e saude da
populacdo sdo gerados, a ideia de tentar utilizar esses residuos como matéria-prima de
processos biotecnoldgicos apresenta diversas vantagens, entre elas a reducdo dos custos de
producdo industrial de biomoléculas e o descarte desses residuos no meio ambiente
(MANEERAT, 2005, PANDEY; SOCCOL; MITCHELL, 2000).

A utilizacdo de residuos agroindustriais que apresentam uma alta quantidade de
carboidratos e lipideos € uma opcao adequada para produgdo de biossurfactantes (MAKKAR;
CAMEOTRA, 2000). Esses residuos podem ser provenientes de diversas atividades industriais,
como processamento de babatas, de 6leos, de soja, milho, coco, amendoim, canola, entre outros;
e detritos domésticos e comerciais, como os 6leos de fritura (THOMPSON; FOX; BALA, 2000,
MERCADE, et al., 1993, OHNO; ANO; SHODA, 1995, GALLERT e WINTER, 2002).

Thavasi, et al. (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 meio de cultivo, estd na adequada composicao de
nutrientes necessarios para crescimento dos microrganismos e a formacdo da biomolécula de
interesse. Além disso, gastos com transporte, armazenamento € tratamento prévio pode

encarecer o processo, tornando-o pouco atrativo (NITSCHKE e PASTOE, 2003).
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3.1.2.3. Microrganismos

Os microrganismos produtores de biossurfactante mais estudados sdo as bactérias e as
leveduras. Apesar de varios estudos focarem nas bactérias, algumas espécies sdo patogénicas o
que acarreta na inaplicabilidade dos seus produtos em algumas inddstrias (SHEPHERD, et al.,
1995). No caso das leveduras, a principal vantagem da utilizacdo delas para produgdo de
biomoléculas estd relacionada ao status GRAS (generally regarded as safe) que algumas
possuem. Esse status GRAS indicam que tal microrganismo ndao possui toxicidade e
patogenicidade, sendo possivel a aplicacdo deles e de seus metabdlitos em diversos setores

industriais (BARTH e GAILLARDIN, 1997).

3.1.2.3.1. Leveduras

Os fungos sdo organismos que conseguiram se adaptar bem as condi¢des do planeta,
habitando a Terra hd milhdes de anos. Podem ser encontrados em diversos locais da natureza,
apresentando papéis importantes, como decompositores de matéria organica (SCHELL, 1995).

As leveduras geralmente sdo unicelulares, brancas ou avermelhadas (DE HOOG, et al.,
2000), com tamanho variando de 1 a 5 pm de diametro e 5 a 30 um de comprimento; a forma
também ¢ diversificada, podendo ser esféricas, elipticas, quase filamentosas. Na sua estrutura
apresentam uma membrana citoplasmaéticas lipoproteica, responsavel por regular as trocas com
0 meio externo e possuem uma parede celular rigida. Os nticleos das leveduras sdo envolvidos
por uma membrana, sendo classificadas como células eucaridticas. As formas de reproducao
das leveduras podem ser sexuadas ou assexuadas, sendo que a primeira envolve a formacgao de
esporos e a segunda, pode ser por brotamento, divisdo bindria e a formacdo de artroconidios

(LIMA; AQUARONE; BORZANI, 1975).

3.1.2.3.1.1. Rhodotorula sp.

As leveduras do género Rhodotorulas sdo pertencentes a ordem Sporidiales e familia
Sporidiobolaceae. Normalmente as culturas desses fungos demandam de 24 a 48 horas de
incubacdo para serem  detectiveis visualmente, apresentam uma  coloracdo
amarelada/avermelhada e possuem um aspecto liso e/ou mucoso. A temperatura 6tima de

crescimento varia entre 25 °C a 37 °C e ndo sdo capazes de fermentar carboidratos (KWON-
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CHUNG e BENNETT, 1992, FELL e STATZELL-TALLMAN, 2000, DE HOOG, et al.,
2000).

Esse género apresenta representantes cujas células sdo leveduriformes ovais, esferoidais
ou alongadas com reproducdo por brotamento polar ou multilateral, incapazes de produzir
esporos, auséncia ou formacao rudimentar de pseudo-hifa ou hifa e auséncia de balistoconidio
(FEEL e STATZELL-TALLMAN, 2000).

Podem ser isoladas de diferentes ambientes, tais como, solo, dgua, ar, poeira e substratos
comumente encontrados no ambiente humano (KWON-CHUNG e BENNETT, 1992), e,
atualmente, ha o aumento do interesse em fungos isolados de diferentes ecossistemas incluindo
locais com condicdes pouco favordveis, como exemplo, as profundezas do mar, solo e
vegetacdo da Antartica (PAVLOVA, et al., 2001), ambientes aquaticos hipersalinos de alta
temperatura, entre outros (BUTINAR, et al., 2005). As Rhodotorulas t€m-se destacado, para
utilizagdo nas industrias em processos fermentativos, principalmente pela sua alta taxa de
crescimento em matéria-prima barata (BRANCO, 2010).

Estudos realizados por Oloke e Glick (2005), utilizando leveduras Rhodotorula glutinis
demonstrou que o microrganismo produziu bioemulsificante e apresentou niveis de
emulsificacdo significativos em querosene e dleo cru (80%) e também pesquisas relacionadas

a remocao de 6leo bruto de poluentes, apresentou taxa acima de 76%.

3.1.2.3.1.2. Leveduras da Antartica

H4 um crescente interesse em microrganismos provenientes de ambientes extremos, ou
seja, microrganismos resistentes a condi¢des climéticas e geograficas. Entre os microrganismos
mais estudados encontram-se os fungos, com foco especial nas leveduras, e um dos ambientes
de destaque € a Antdrtica.

O aumento do interesse no estudo da microbiota da Antartica ndo se restringe apenas no
ambito para novas aplicagdes biotecnoldgicas, mas também para colher informagdes ecoldgicas
e taxondmicas, pois ela ainda ndo foi exaustivamente estudada, principalmente no estudo de
fungos, tanto terrestre quanto marinhos (ROSA, et al., 2010). Além disso, diversos estudos
demonstram o interesse na utilizacdo de extremofilos, para aplicagdes industriais, pois eles
apresentam particularidades positivas relacionadas a necessidade de superar as condigdes
desfavordveis do seu ambiente de origem.

Outros estudos focam nas substincias bioativas produzidas pelos microrganismos,

dentre esses os fungos tém se destacado como fonte rica e promissora de novos produtos
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naturais. Devido ao ambiente extremo nos quais eles crescem, eles possuem a capacidade de
produzir metabdlitos secunddrios incomuns, acredita-se que sejam adaptacdes quimicas para
competir por substrato ou para defesa (SINGH, et al., 2011, BHADURY; MOHAMMAD;
WRIGHT,2006).

A Antdrtica € um continente que apresenta um conjunto de caracteristicas que o tornam
indspito para o crescimento de organismo vivos, pois possui o clima mais frio e seco do planeta,
mais de 99% do continente estd coberto de gelo por longos periodos, baixa temperatura,
variando no verdo de 15 °C para — 80 °C, no inverno, ventos fortes que ultrapassam a velocidade
de 100 km/h, alta sublimagdo e evaporacio, elevada incidéncia de radiacdo, principalmente
ultra violeta, alternados com prolongados periodos de escuro, baixa disponibilidade de dgua, o
que influencia no crescimento e desenvolvimento de qualquer ser vivo. Apesar de todas essas
péssimas condicdes para sobrevivéncia de qualquer organismo, a Antdrtica apresenta uma
enorme diversidade biolégica (RUISI, et al., 2007, ROSA, et al., 2010, YERGEAU e
KOWALCHUK, 2008, ONOFRI, et al., 2007, MARGESIN e MITEVA, 2011).

Microrganismos pertencentes aos dominios Bacteria, Eucarya e Archaea, sdo capazes
de desenvolver mecanismos fisiologicos e metabdlicos, para superar as barreiras impostas pelo
ambiente, principalmente as baixas temperaturas (RUISI, et al., 2007, BUZZINI, et al., 2012).
De maneira geral, os fungos adaptados ao frio podem ser divididos em psicréfilos, que
englobam aqueles incapazes de crescer a temperaturas acima de 20 °C, e os facultativos, sdo os
microrganismos que crescem em temperaturas baixas, porém apresentam uma taxa de
crescimento mais elevada quando cultivados em temperaturas acima de 20 °C (KIMURA e
MORITA, 1975, BRUNATI, et al., 2009, BUZZINI, et al., 2012).

A biota da antdrtica é constituida por microrganismos que nao regulam a temperatura
interna, apresentando 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, e a habilidade desses microrganismos crescer e
sobreviver nesse ambiente € devido a diversas modificacdes fisiolégicas e moleculares
(FENICE, et al., 1997; COWAN e TOW, 2004). Eles apresentam diferentes niveis de
adaptacOes, dentre algumas adaptacOes desenvolvidas pelos fungos para sobrevivéncia no
continente Antdrtico destaca-se a presenca de micélios estéreis, que seriam uma forma de
superar as temperaturas abaixo de zero; a producido de melanina, para contornar o problema
relacionado a alta incidéncia de radiacio UV (ROBINSON, 2001); e a produgdo de véarios
compostos com o objetivo de protegé-los do congelamento intracelular e reduzir os resultados

deletérios da formacao de cristais de gelo (MARGESIN e FELL, et al., 2008, SHIVAJI e
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PRAKASH, 2010), como exemplo proteinas anticongelantes que, além de reduzir o ponto de
fusdo da dgua, também possuem atividade inibitdria sobre a recristalizag¢do do gelo (GILBERT,
et al., 2004, KAWAHARA, 2008). O segredo para sobrevivéncia em ambientes com baixas
temperaturas é a capacidade de contornar os efeitos negativos causados pelas mesmas,
adaptando-se funcional e estruturalmente (MARGESIN e MITEVA, 2011).

Alguns estudos com leveduras provenientes da antartica ja foram realizados, visando a
producdo de biossurfactante. Morita e colaboradores (1975) estudaram o efeito do
biossurfactante mannosylerythritol lipidico, produzido pela levedura Pseudozyma antarctica,
sobre a hidratacdo de peles danificadas, e notaram que a aplicacdo dessas biomoléculas reverteu
os danos na pele de forma dose dependente. Evidenciando que leveduras da antértica sdo
capazes de produzir biossurfactantes e apresentam aplicabilidade em diferentes setores
industriais, como na area dos cosméticos.

Outro estudo realizado com levedura vinda da Antartica, foi a producao e caracterizagao
do biossurfactante produzido por Rhodococcus fascians. Gesheva et al. (2010) descobriu
através de teste de cromatografia que o tensoativo € um glicolipideo contendo ramnose, capaz
de reduzir a tensdo superficial da dgua/ar para 27 mN/m, de inibir o crescimento de B subtilis

ATCC 6633 e apresentou atividade hemolitica.

3.1.3. Propriedades dos Surfactantes

Dentre as principais propriedades dos surfactantes a adsor¢do, concentragdo micelar
critica, solubilidade, solubilizacdo de substancias hidrofobicas e microemulsdo e balanco
hidrofilico/lipofilico (HLB) sdo as que mais se destacam. A seguir serd apresentado um breve
resumo sobre cada uma, e a relacao entre elas.

Adsorcao € a capacidade de acumular ou aumentar a concentragdo de uma determinada
substancia sobre uma superficie de um outro composto. Pode ocorrer separacao preferencial de
uma substancia contida numa fase liquida ou gasosa. Gragas a caracteristica anfipdtica do
surfactante, esse se acumula na superficie de liquidos e dependendo da sua concentracido se
distribui de forma desordenada ou ordenada (PORTER, 1994).

Quando a concentracdo do surfactante estd baixa, as moléculas tendem a se distribuir na
superficie paralelamente, com o aumento da concentracdo essas moléculas se organizam de
modo a formar uma camada unidirecional, quando isto acontece encontra-se a CMC (PORTER,
1994). A CMC ¢ a propriedade que define em qual concentragdo de surfactante inicia a

formacdo das micelas, portanto, abaixo da CMC os surfactantes estdao, preferencialmente, na
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forma de moléculas individuais e, acima do CMC h4 um equilibrio entre mondmeros e micelas
(BOGNOLO, 1999). Quando a solugdo € polar, as micelas formadas apresentam a parte
hidrofébica do surfactante voltadas para o centro, sendo chamadas de micelas diretas, enquanto
na solugdo apolar os nicleos das micelas sdo formados pela parte hidrofilica do surfactante,
caracterizando as micelas inversas. A CMC ¢ influenciada por diversos fatores, tais como:
estrutura do tensoativo -quanto maior a parte hidrofébica menor a CMC-, temperatura, pH,
presenca de eletrélitos e compostos organicos (MESQUITA, 2004).

Outra propriedade muito importante dos surfactantes € a solubilidade, sendo que essa
estd relacionada ao tamanho das cadeias hidrofébicas e hidrofilicas que compde a molécula.
Permanecendo constante o tamanho da parte polar, a ampliacdo do grupo hidrofébico reduz a
solubilidade na 4gua, j4 mantendo o tamanho da cadeia de hidrocarbonetos e aumentando o
grupo hidrofilico, o surfactante fica mais solivel na dgua. A temperatura também influéncia na
solubilizacdo dos surfactantes na dgua, sendo que em temperaturas muito baixas estardo,
principalmente, na forma cristalina insoltivel e com o aumento da temperatura a solubilidade
também aumenta.

Quando a concentracdo de surfactantes solubilizados no solvente atinge a CMC, a
temperatura na qual ele se encontra é denominada temperatura micelar critica (TMC) e, é nesta
temperatura em que as trés fases (cristalina, monémero e micelar), encontram-se em equilibrio
(BHAIRI, 2001). O ponto de turvacdo é uma temperatura que precisa ser conhecida, pois
influéncia nas aplicac¢Oes de surfactantes ndo i6nicos ou anféteros, sendo a temperatura na qual
a solucdo contendo estes surfactantes torna-se turva (NASCENTES; ARRUDA; MANIASSO,
2002).

Substancias orgéanicas que sdo insoliveis ou pouco soliveis em 4dgua podem ser
solubilizados pela adi¢do de surfactantes, esta capacidade estd relacionada a formacdo de
micelas, pois essas substancias podem ser incorporadas em seu interior (PORTER, 1994,
MULLIGAN; YONG; GIBBS, 2001). Para que liquidos imisciveis se misturem € necessaria
uma grande quantidade de surfactante na solug¢do, algumas vezes ha formacdo de
microemulsdo, que corresponde a uma solugdo, de compostos orginicos em 4dgua
aparentemente limpida e estavel (PORTER, 1994).

O HLB corresponde a relacdo entre as partes hidrofilicas e hidrofébicas da molécula.
Ele altera com o aumento no cardter hidrofilico, ou seja, quanto mais hidrofilico a molécula
maior o valor de HLB, e quanto mais hidrofébico menor este valor. O valor € importante
principalmente para determinar aplicagdes para o surfactante estudado, pois afeta as

propriedade fisico-quimicas (HELENIUS e SIMONS, 1975).
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3.1.4. Propriedades Especificas dos Biossurfactantes

Os surfactantes reduzem a atividade superficial e interfacial, porém quando compara os
surfactantes convencionais com os produzidos a partir dos microrganismos, nota-se que esses
sd0 mais efetivos, pois necessitam de uma menor quantidade de biossuractante para reduzir a
tensdo superficial (COOPER e PADDOK, 1984, BANAT, 1995, MULLIGAN, 2005).

Os biossurfactantes sao estdveis a uma ampla faixa de temperatura, pH e suportam altas
concentracdes de NaCl, sendo uma propriedade de enorme interesse para aplicagcdes industriais,
enquanto que os surfactantes quimicos sdo mais susceptiveis a variacdes drésticas, ficando
inativos (HOROWITZ; GILBERT; GRIFFIN, 1990, ROCHA, et al., 1992, BOGNOLO, 1999,
LIN, 1996).

Além de estabilidade e melhor desempenho das propriedades, os surfactantes naturais
sdo biodegraddveis, biocompativeis e apresentam baixa toxicidade. Gragas a essas
propriedades o interesse da populacdo nessas biomoléculas aumentou, principalmente pela
preocupacdo da aplicacdo delas em produtos alimenticios, cosméticos e farmacéuticos, e
também pela conscientiza¢do da preservagdo ambiental (MULLIGAN e GIBBS, 1993, FLASZ,
et al., 1998, NITSCHKE e PASTORE, 2002).

3.1.5. Aplicacoes

Devido as suas propriedades, os surfactantes apresentam uma ampla aplicagdo nos
setores industriais, agricolas e ambientais. Dentro do ramo industrial sdo aplicados
principalmente nas industrias de produtos de limpeza e de higiene e nas industrias petroliferas
(CAMEOTRA, S. S.; MAKKAR, 1998, BOGNOLO, 1999). Podem ser utilizados na
recuperagdo de dreas contaminadas com uma técnica bioldgica, chamada biorremediacdo. A
biorremediacdo utiliza organismos vivos ou as suas enzimas para remover, reduzir ou
neutralizar poluentes orgéanicos e inorganicos (GAYLARDE; BELLINASO; MANFIO, 2005).
A molécula de biossurfactante seria produzida pelos microrganismos presentes no local
contaminado, ou por microrganismos adicionados ou ainda produzida ex situ e depois
adicionados na drea, com o intuito de tornar biodisponivel o poluente para degradaciao pelos
microrganismos (ALEXANDER, 1999, GAYLARDE; BELLINASO; MANFIO, 2005).

Os surfactantes também podem ser empregados na limpeza de reservatérios de 6leos,
recuperacdo melhorada do petréleo (MEOR), aplicagdes terap€uticas como antibidticos,

antivirais, antifingicos e antitumorais, utilizados nas formula¢des de herbicidas e pesticidas,
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apresentam aplicacdes na mineragdo para flotacdo e separagcdo de alguns minerais. Como dito
anteriormente, a grande porcentagem da producio do surfactante € utilizada nas industrias de
produtos de limpeza e higiene, sdo também importantes nas inddstrias de alimentos, de papel,
téxtil, de cerimica e também de cosméticos (NITSCHKE e PASTORE, 2002, BANAT;
MAKKAR; CAMEOTRA, 2000).

Das e colaboradores (2008) relataram que fragdes lipopetidicas do biossurfactante
produzido por B. circulans tem acdo antimicrobiana. Semelhante a Mukherjee et al. (2009)
estudando B. circulans marinhos, purificou um biossufactante com atividade antimicrobiana.
Esses estudos comprovam a possibilidade da aplica¢do desses tensoativos em quimioterapia
antimicrobiana. Em relacdo a outras aplicacdes, diversos estudos envolvendo remocdo de
metais pesados foram realizados, dentre eles Das e outros autores, em 2009, observou que

biossurfactantes concentrados com baixo CMC removeu 100 ppm de chumbo e cadmio.
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4. Material e Métodos

4.1. Microrganismos

As leveduras da Antartica vieram da cole¢do de culturas da Divisdo de Recursos
Microbianos do Centro Pluridisciplinas de Pesquisas Quimicas, Bioldgicas e Agricolas da
Universidade Estadual de Campinas (CPQBA/Unicamp), composta por 100 isolados de
diferentes ambientes antarticos, tanto terrestres quanto marinhos. No presente estudo, quatro
dessas leveduras foram analisadas, sendo elas codificadas como L69, L.87, L104 e L.106, todas
pertencentes ao mesmo género Rhodotorulas (DUARTE, et al., 2013).

Os microrganismos foram preservados em frascos de penicilina, a -10 °C, contendo
micangas de vidro, meio padrdo de levedura (g/L) (extrato de levedura, 3.0; peptona, 5.0;
glicose, 20.0) e glicerol a 50 % (v/v). Cada frasco foi inoculado a partir da mesma cultura inicial
e continha em média 25 migangas de vidro, possibilitando assim, a utilizagdo da mesma geracao
de células ao logo de todo estudo. Abaixo na tabela 1, encontra-se a espécie a qual corresponde

cada cédigo:

Tabela 1: Identificacdo das leveduras foco de estudo do presente trabalho.

Cadigo Substrato de Espécie
Linhagem origem
L69 - Rhodotorula mucilaginosa Basidiomycota
L87 Liquen 2 Rhodotorula laryngis Basidiomycota
L104 Pedra com liquen Rhodotorula laryngis Basidiomycota
L106 Pedra com liquen Rhodotorula glacialis Basidiomycota
4.2. Meios testados

Trés meios liquidos foram testados. O meio A era composto (g/L): extrato de levedura,
3.0; peptona, 5.0; glicose, 20.0. O meio B (g/L): extrato de levedura, 3.0; glicose, 50.0; NH4Cl,
4.0; KH2PO4.H20, 1.0; NaCl, 0.1; MgS04.7H>0, 0.5; 6leo de oliva, 50.0. Meio C (g/L): extrato
de leveduras, 3.0; peptona, 5.0; glicose, 20.0; 6leo de Olivia, 20.0.
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4.3. Condicoes de cultura e Materiais

Todas as fermentacdes foram realizadas em modo batelada, durante 5 dias (120h), em
shaker com agitacdo de 120 rpm. Foram testadas duas temperaturas diferentes, sendo elas: 15
e 30 °C.

Em relac@o aos materiais utilizados para posteriores andlises, incluem: 6leo de soja, 6leo
de motor, dleo diesel e querosene, o primeiro obtido em supermercado e os demais em posto

de abastecimento local; demais reagentes adquiridos no laboratério.

4.4. Preparo das Amostras

Para as posteriores analises realizadas, 30 mL do caldo fermentativo foi centrifugado
(8000 g por 20 minutos), com o intuito de separar as células da solu¢do aquosa. A suspensao

foi armazenada em seis fracos de penicilina, contendo 5 mL cada.

4.5.Massa Seca

Ap6s o procedimento mencionado anteriormente, o corpo de fundo foi diluido em dgua
destilada e posto para secar, durante 24 horas, na estufa a 100 °C em placas de petri. O resultado
da massa seca foi obtido pela diferen¢a do peso da placa de petri apds a adi¢ao do pellet diluido

e seco e a placa de petri antes da adi¢ao do corpo de fundo.

4.6. Consumo de Glicose

Para o ensaio de consumo de glicose, utilizou o kit Glicose Liquiform (Labtest) que
detecta a glicose no meio, através de reacdes catalisadas por um sistema enzimatico. Pelas
reacoes obtém-se um composto de coloracdo avemelhada que pode ser lido no
espectrofotometro utilizando comprimento de onda de 510 nm.

A primeira reacao que ocorre € a oxidacdo da glicose em 4cido gluconico e peréxido de
hidrogénio, pela glicose oxidase; o peréxido de hidrogénio formado reage com 4-
aminoantipirina e fenol, sob acdo catalisadora da peroxidase, através de uma reagcao oxidativa
de acoplamento formando uma antipirilquinonimia vemelha cuja intendidade de cor ¢é

proporcional a concentracdo da glicose na amostra.
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A metodologia seguida foi indicada pelo fabricante com algumas modificacdes. Antes
da leitura realizou-se dilui¢des, de acordo com a quantidade remanescente de glicose no meio,
posterior as diluicdes, foi misturado 1 ml da solu¢do diluida com 1 ml do Glicose Liquiform,
incubando em banho no termociclador, a 37 °C, por 10 minutos. O branco, para calibragem, foi
feito com dgua destilada e submetido aos processos da mesma forma que as amostras. Apds a

incubagdo realizou a leitura no espectrofotometro.

4.7. Atividade de Emulsificacao

O indice de emulsificac@o foi determinado a partir da metodologia descrita por Cai, et
al. (2014), a qual consiste na mistura de solucdo aquosa livre de células do caldo fermentativo
com o querosene, 6leo diesel, 6leo de soja ou 6leo de motor, na propor¢do de 1:1. A mistura foi
agitada vigorosamente num vortex durante dois minutos a temperatura ambiente e deixada em
repouso por 24 horas. A taxa de emulsificacdo 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 equagdo abaixo (1):

altura da emulsao X100
% = (1

altura total

4.8. Tensao Superficial

Para analise da tensao superficial, utilizou-se 10 ml da amostra da solu¢@o aquosa livre
de células do caldo fermentativo. O método utilizado foi o do anel de du Noiiy (1925), com o
tensiometro modelo K6 (Kriiss GmbH, Humburgo, Alemanha), a temperatura ambiente.
Concomitantemente a andlise da amostra foi realizada a tensao do élcool etilico com o intuito
de calibrar, realizando posteriormente uma divisdo do valor padrdo pelo valor real, razdo

multiplicada com o valor da tensdo obtida da amostra.

4.9. Colapso da gota

Para andlise do colapso da gota foi utilizada a metodologia modificada de Bodour e

Miller-Maier (1998). A técnica foi realizada utilizando placa de cultura celular de 96 pocgos.

Dentro dos pogos foram adicionados o sobrenadante da cultura e, em seguida, adicionada uma
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gota de Oleo de soja. Resultados positivos para producdo de biossurfactante, consistia na

observacdo do colapso da gota. Os testes foram realizados em duplicatas.

4.10. Espalhamento da gota

Nesta técnica 10 ml de dgua destilada foi adicionada em placas de Petri, seguida da
adi¢do de 1 ml de dleo de soja e posterior adicdo de uma gota do sobrenadante da cultura sobre
a superficie do 6leo. Se o dleo mantivesse o formato, o resultado era marcado como negativo,
caso espalhado, classificado como positivo, sendo que o meio fermentado possuia acdo

biossurfactante em sua composi¢ao (modificado SILVA, et al., 2014).

4.11. Teste de Estabilidade

A estabilidade dos bissurfactantes produzidos foram avaliadas sob diferentes estresses,
variando temperatura, pH e salinidade (DUBEY, et al., 2012). Para andlise, os sobrenadantes
contendo os diferentes biossurfactantes foram submetidos aos estresses por 15 minutos, antes
de realizar o teste de indice de emulsificacao em duplicata, por meio do uso do querosene. No
teste de estabilidade térmica, as amostras foram submetidas a variacao das temperaturas (°C),
20, 40, 60, 80 e 100, em banho no termociclador. Na andlise da estabilidade em relacdo ao pH,
utilizou-se hidroxido de sddio e acido cloridrico para regular o pH das amostras em: 4, 6, 8, 10
e 12; o teste frente a estabilidade salina, utilizou-se solucdes de cloreto de s6dio (NaCL) nas

seguintes concentracdes (g/L), 5, 15, 20, 50 e 100.

4.12. Concentracao Micelar Critica (CMC)

Para determinar a concentracdo micelar critica, empregou-se a medi¢do da tensdo
superficial, utilizando uma técnica descrita por Desai e Banat (1997), denominada diluicao
micelar critica (CDM). Quando a concentragdo do surfactante é maior que a CMC, a tensao
superficial se mantém constante num valor minimo, porém quando esta concentragdo estd
abaixo da CMC, a tensdo superficial aumenta. Nesse ensaio o caldo fermentado livre de células
foi concentrado através do método de liofilizacdo e diluido em diferentes concentracdes pela

adicao de dgua destilada, a tensdo superficial foi determinada para cada diluicao.
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4.13. Purificacao do biossurfactante produzido

Para purificacdo um litro do meio de cultura foi centrifugado a 8000 g por 20 min e,
posterior a esse preparo da amostra, o pH do sobrenatante foi ajustado para dois utilizando HCI
6,0 M. Paralelamente, foi preparada uma solu¢do de CHCI3/CH30H (Cloroférmio/Metanol) na
propor¢do 2:1. O sobrenadante com o pH ajustado foi misturado com a solucdo de
CHCI3/CH30H, (1:1) e, deixou-se agitar vigorosamente por 15 minutos. Apds a agitacdo
aguardou-se a separacdo das fases, sendo a fase organica removida e a operacdo foi repetida
duas vezes. O produto foi concentrado a partir das fases orgénicas reunidas, utilizando um
rotaevaporador. No final, foi obtido um produto amarelado e viscoso, que foi diluido em
metanol e concentrado outra vez por evporacao do solvente em estufa, a 45 °C (SILVA, et al.,

2010).

4.14. Analise infravermelho

Os biossurfactantes previamente purificados pela metodologia descrita acima, foram
analisados por espectroscopia infravemelha, através da técnica de disco prensado de KBr,
utilizando o equipamento IRPrestige-21 (Fourier Transform Infrared Spectrophotometer),
marca SHIMADZU e, o software Irsolution. Os dados foram processados pelo programa Origin

pro, para a plotagem dos graficos.
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5. Resultados e Discussao

No presente trabalho, quatro leveduras do género Rhodotorulas foram submetidas a
diversos testes para confirmar a producdo do surfactante biolégico e a capacidade de
crescimento em diferentes temperaturas. A escolha das duas temperaturas estudadas (15 e 30
°C) foi com a intencdo de analisar o desempenho das leveduras em uma temperatura,
praticamente ambiente da regido sudeste do Brasil, e uma temperatura mais amena,
considerando que sdo leveduras provenientes de clima frio.

Ap6s os estudos preliminares, duas leveduras foram selecionadas por apresentarem
melhor desempenho, usando como critério o indice de emulsificacdo em querosene e os testes
de colapso e espalhamento da gota. Posteriormente, estudos a respeito da estrutura e cinética
da producao do biossurfactante por essas duas leveduras foram aprofundados, com o intuito de
melhor caracterizacdo da biomolécula e otimizac¢do da produgao.

Abaixo estdo representados os resultados obtidos durante as andlises experimentais.

5.1. Analise do crescimento celular

Na tabela 2 estdo os resultados referentes aos experimentos com o intuito de comprovar
o crescimento dos microrganismos nos meios testados, através do teste de massa seca e

consumo de glicose.

Tabela 2: Resultados da andlise de massa seca, presenca/auséncia de corpo de fundo e
consumo de glicose.
Leveduras L69 L87 L104 L106
Temperatura (°C) 15 30 15 30 15 30 15 30
Massa Seca (g/1) 2,13 223 055 076 091 053 0,61 286
Corpo de Fundo S S S S S S S S
Glicose (g/L) 0,12 0 17,01 13,35 10,89 13.08 10,02 0

S presenca de corpo de fundo.

N auséncia de corpo de fundo.

Na tabela 2 estdo representados os dados das leveduras L69, L.87, L.104 e L106, em
relac@o ao crescimento celular e consumo da glicose, nas temperaturas testadas. Todas foram

capazes de crescer em ambas temperaturas, apresentando uma correlagio entre o crescimento
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e o consumo de glicose, quanto melhor o crescimento menor a concentragdo de glicose
restante.

Percebe-se que as leveduras que cresceram mais, L69 a 15 e 30 °C, 2,13 e 2,23 g/L,
respectivamente e, L106 a 30 °C com 2,86 g/L, apresentou consumo de glicose com valores
préoximos ou iguais a zero, 0,12, 0 e 0 g/L. As leveduras L87 e L104 apresentaram valores
baixos de crescimento nas duas temperaturas com 0,55, 0,76, 0,91 e 0,53 g/L; e a glicose foi
pouco utilizada permanecendo com valores altos, comparada a concentracgdo inicial de 20 g/L,
17,01, 13,35, 10,89 e 13,08 g/L.

Em relacdo ao melhor crescimento em uma temperatura ou outra, quase todas as
leveduras obtiveram resultados similares, ndo interferindo a temperatura na sua taxa de
crescimento, exceto a L106, que evidentemente, prefere a temperatura de 30°C, sendo

significativa a diferenca no desenvolvimento, com 0,61 e 2,86 g/L, a 15 e 30 °C, nesta ordem.

5.2. Andlise da producao de biossurfactante

Os testes representados na tabela 3 e nas figuras 3 e 4 foram realizados para analisar
presenca ou auséncia da biomolécula de interesse. Os experimentos de indice de emulsificagdao
e tensdo superficial sdo quantitativos, enquanto os de colapso e espalhamento da gota sdo

qualitativos. As andlises foram realizadas nas duas temperaturas estudadas.
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Tabela 3: Resultados da andlise de indice de emulsificacdo, colapso e espalhamento da gota e

tensdo superficial.

Leveduras L69 L.87 L104 L106
Temperatura 15 30 15 30 15 30 15 30
(°C)
Oleode 100 100 100 100 100 100 100 100
Indice de soja
Emulsificacio  Oleo diesel 0 0 0 0 0 0 0 100
(%) Oleo de 100 96 100 98 96 96 98 100
motor
Querosene 89 98 0 0 94 78 0 81
Colapso da gota S S N N N N N S
Espalhamento S N S N S S N N
da gota
Tensao 51,23 51,24 49,25 49,62 49,13 452 49,27 44,68
superficial
(mN.m™1)

Ao observar a tabela 3, em relag@o aos dois testes qualitativos, nota-se que a levedura
L69 apresentou os melhores resultados, sendo positiva para os testes colapso da gota, em ambas
temperaturas e, na temperatura de 15 °C , para o teste espalhamento da gota. Em seguida, a
levedura L104, foi aquela com melhor desempenho, apresentando resultados positivos, nas duas
temperaturas testadas, no teste espalhamento da gota. As demais leveduras, L87 e L106,
apresentaram apenas um teste positivo. Na L87, foi positiva na temperatura 15 °C no teste
espalhamento da gota e, a L106 foi positiva a 30 °C, para colapso da gota. Ambos os testes
foram realizados em duplicatas com o intuito de reduzir o erro experimental, visto que sdo testes
mais sujeitos a erros humanos por serem andlises qualitativas.

Abaixo, representados pelas figuras 3 e 4, estdo as andlises quantitativas do
biossurfactante, indice de emulsificacdo e tensdo superficial. A levedura L87, foi a que
apresentou pior desempenho, sendo capaz de emulsificar apenas dois 6leos, 6leo de soja e 6leo
de motor, 100, 100, 100 e 98%, a 15 e 30 °C, respectivamente. As leveduras L69 e L104
apresentaram resultados semelhantes, nas duas temperaturas testadas, emulsificando 6leo de
soja, 6leo de motor e querosene. Os valores apresentados para L69 foram: 100, 100 e 89%,

respectivamente, para temperatura 15 °C e, 100, 96 e 98% para 30 °C. Os resultados da L104,
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a 15 °C, 100, 96 e 94%, para 6leo de soja, 6leo de motor e querosene e, para 30 °C, 100, 96 e
78%, nesta ordem. A tunica levedura que foi capaz de emulsificar 6leo diesel, foi a L106, a 30
°C, emulsificando os quatro dleos testados nesta temperatura, 100, 100, 100 e 81%, para 6leo
de soja, motor, querosene e diesel, respectivamente. Porém, o desempenho na temperatura 15

°C, foi inferior, apresentando emulsifica¢do, 100 e 98%, para 6leo de soja e motor.

2 100+ M _ ] mm Oleo de Soja
,§ 804 B - ’Oleo Diesel
3 : Oleo de Motor
% 60- 1 Querosene
E o

5 40-

3

Q 20"

e

!
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15°C 30°C 15°C 30°C 15°C 30°C 15°C 30°C
L69 L87 L104 L106

Figura 3: Indice de Emulsificagdo (%) nos diferentes dleos testados.

Abaixo a figura 4 representando os valores obtidos das tensdes superficiais de cada
levedura nas temperaturas testadas. As tensdes superficiais de todas as leveduras permaneceram
praticamente inalteradas. As leveduras L69 e L87, ndo apresentaram nenhuma diferenca de uma
temperatura para outra, obtendo 51,23 e 51,24 mN.m™, para a levedura L.69 a 15 e 30 °C e,
49,25 e 49,62 mN.m™!, para a levedura L87. As leveduras L.104 e L106 apresentaram valores
inferiores a 30 °C quando comparadas a 15 °C. Os valores obtidos para L104, foram, 49,13 e
45,2 e, para a L106, 49,27 e 44,68 mN.m™ Apesar de pequena a redugdo, foi considerado que
houve alteracdo da tensdo superficial do meio, considerando que inicialmente o meio apresenta
tensdo de aproximadamente 60 mN.m!, fato que evidenciou a capacidade do biossurfactante
produzido em reduzir a tensao.

Cai, et al. (2014) avaliaram substancias isoladas para a atividade biossurfactante,

caracterizando a tensdo superficial e o indice de emulsificacdo. Os seus resultados mostraram
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que a diminui¢do da tensdo superficial e a capacidade emulsionante ndo foram necessariamente

correlacionados semelhante com os dados apresentados acima.
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Figura 4: Tensdo superficial (mN.m™).

Os resultados dos testes de indice de emulsificacdo, colapso e espalhamento da gota,
demonstraram que as leveduras testadas sdo capazes de procuzir biossurfactantes. De acordo
com Beal e Betts (2000), o indice de emulsificagdo € um teste valido para confirmar a producao
do biotensoativo, visto que ja € conhecido que estas biomoléculas sdo capazes de modificar a
hidrofobicidade da superficie celular e promove a emulsao ou solubilizacdo de solug¢des de dleo
que anteriormente seriam imisciveis.

Comparando os testes de emulsificacdo e de tensdo pode-se ter uma ideia de que os
biossurfactantes provenientes das Rhodotorulas sdo de alto peso molecular, com principal
propriedade a emulsao, justificando os resultados praticamente inalterados da tensao superficial
(ROSENBERG e RON, 1999). Com esses testes também foi possivel selecionar, a partir das
quatro leveduras estudadas, as duas com melhor desempenho. O principal critério para a selecao
foi a emulsificacdo em querosene, em ambas temperaturas, visto que este 6leo € o mais utilizado
na literatura. Portanto, a partir dos resultados as leveduras L69 e L104 foram as que
apresentaram melhor desempenho, sendo escolhidas para as demais andlises.

Resultados semelhantes aos deste trabalho foram obtidos por Singh e Tripathi (2013),
que estudaram a producio de um rhamnolipidio pela bactéria Pseudomonas stutzeri, isolada a
partir da d4gua de formacdo da camada de carvao de Jharia, induzida por carvdao. A produgdo
de biossurfactante foi analisada pelo indice de emulsificacao e tensao superficial. A redugdo da

tensdo superficial foi de 47 mN.m! e a do controle foi 58 mN.m™!, em relacdo ao indice de
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emulsificacdo foi de 100% para o meio de cultura e 15% para o controle. Ambos resultados

demonstram a producdo do biossurfactante por esta bactéria.

5.3. Avaliacio da influéncia do meio no crescimento dos microrganismos e producao da

biomolécula

As leveduras L69 e L.104, previamente selecionadas pelos experimentos realizados
anteriormente, foram submetidas a trés diferentes meios, nomeados como meio A (especifico
para leveduras), meio B e C, os dois dltimos com presenga de 6leo de oliva. Como citado na
literatura, o balanceamento entre fontes de carbonos soliveis e insoliveis em dgua pode
influenciar na produgdo do biossurfactante, facilitando a formacao da parte polar e apolar da
biomolécula, aumentando a producgdo desse (WEIL; CHOU; CHANG, 2005). Baseado nisso, foi
decidido analisar o desempenho das leveduras nos diferentes meios. Abaixo os resultados dos

testes de crescimento para os meios B e C, tabela 4 e os do meio A estdo na tabela 2.

Tabela 4: Resultados da andlise de massa seca, presenga/auséncia de corpo de fundo e

consumo de glicose para o meio B.

Leveduras L69 L104
Meio B Meio C Meio B Meio C

Temperatura 15 30 15 30 15 30 15 30
(°C)

Massa Seca  — = -
(M)

Corpo de S S S S S S S S
Fundo (+H) () () () (+) (+) (++) (++)

Glicose (g/L) 12,6 033 0,81 4,74 46,86 43,56 14,04 12,57

S presenca de corpo de fundo.
(+) pouco

(++) razoavel

(+++) muito

N auséncia de corpo de fundo.

--- Nio foi possivel obter resultados para este teste.

Primeiramente, realizou-se analises com o intuito de confirmar se as leveduras foram

capazes de crescer nos meios. O teste de massa seca do meio A estd representado na tabela 2 e,
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foi possivel observar que ambas leveduras se desenvolveram nas duas temperaturas testadas,
porém a L.69 cresceu mais, consumindo mais glicose. No meio B e C, tabela 4, como continham
6leo nao foi possivel fazer andlise de massa seca, portanto a confirmacdo de crescimento foi
feita pela presencga de corpo de fundo e consumo de glicose. Comparando a L69 com a L104,
como no meio A, a L69 cresceu muito mais, consumindo mais glicose.

Na L104, a alta quantidade de glicose remanescente no meio B,46,86 e 43,56 g/L. nas
temperaturas 15 e 30 °C respectivamente; por esse meio receber uma maior quantidade de
glicose (50 g/L), enquanto que o meio C, 14,04 e 12,57 g/L, recebeu apenas 20 g/L. Tal fato
demonstra que o consumo de fonte de carbono por essa levedura, foi praticamente 0 mesmo
nos dois meios testados.

Comparando o desenvolvimento de cada levedura nos trés meios testados, o crescimento
delas nao foi alterado quanto a variacao da composi¢ao do caldo fermentativo, portanto, apesar
de diferentes composi¢des as leveduras se adequaram bem em todos os trés meios, permitindo

a utilizac@o destes para seu crescimento.

Tabela 5: Resultados da andlise de indice de emulsificacdo em querosene nos diferentes meios

testados.
Leveduras L69 L104
Temperatura (°C) 15 30 15 30
Indice de Meio A 89 98 94 78

Emulsficacao em Meio B 9 100 40 73
Querosene (%) Meio C 9% 66 56 42

Com o objetivo de confirmar a produgdo de biossurfactante o teste de indice de
emulsificacdo em querosene, foi realizado. Para a levedura L69 a 15 °C, ndo houve grande
varia¢do de um meio para outro com, 89, 96 e 96% para os meios A, B e C, respectivamente.
Na temperatura de 30 °C os meios A e B, 98 e 100%, ficaram com valores praticamente iguais,
porém no meio C o desempenho foi apenas de 66%, significativamente inferior aos outros dois.

Na L104, em ambas temperaturas o meio A apresentou melhor desempenho, porém na
temperatura 15 °C foi significativamente melhor, com 94%, comparado a 78% a 30 °C. Nos
demais meios B e C os valores foram abaixo de 60%, com exce¢cdo do meio B a 30 °C, com
73%. E de conhecimento geral que um indice de emulsificacdo significativo é igual ou acima
de 60% (BHARALLI, et al., 2011), portanto o meio C em ambas temperaturas e o meio B a 15

°C, ndo apresentaram resultados significativos, ndo sendo possivel confirmar que nesses meios
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e nessas temperaturas a .104 conseguiu produzir o surfactante. Abaixo a figura 5 demosntra os

resultados do indice de emulsficacdo em querosene para os trés meios nas duas temperaturas.
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Figura 5: Indice de Emulsificacdo em Querosene (%) nos diferentes meios testados.

Esses resultados podem confirmar que a adicdo de 6leo ndo melhorou a producdo do
biossurfactante e, em alguns casos interferiu de forma negativa, como na L104 a 15 °C, meio B
e Cea30°Comeio C. Devido ao fato dos meios alternativos nao produzirem efeitos favoraveis
com o intuito de aumentar a producdo da biomdlecula, nos demais experimentos permaneceu a
utilizacdo do meio especifico para leveduras, denominado meio A.

Bednarski, et al. (2004) estudaram a producdo de biossurfactante por duas espécies de
candida, Candida antarctica e Candica apicola, com suplementacdo do meio com borra de
refino e, contraditoriamente aos resultados do presente trabalho, a suplementacdo do meio de
cultura obteve um efeito positivo na eficiencia da sintise de glicolipidos e no crescimento. O
aumento da eficiéncia da sintese de glicolipideos pela levedura foi de 7,5 a 8,3 vezes maior no
meio suplementado quando comparado ao meio ndo suplementado. Também foi avaliado a
influéncia da adicdo de dcidos graxos de pds-refinaria, que aumentaram a produgdo de
glicolipidios pelas duas candidas estudadas, de forma similar que a borra de refino.

Singh e Tripathi (2013), que estudaram a producdo de um rhamnolipidio pela bactéria
Pseudomonas stutzeri e, realizaram testes para analisar a influéncia da presenca de
hidrocarbonetos no meio, semelhante ao trabalho citado anteriormente e o presente. Testaram
meio suplementado com carvao bruto e oxidado, azeite de oliva, 6leo de soja, querosene, diesel
e naftaleno. Ocorreu a producdo em todos os meios, sendo melhor nos suplementados com

carvao (bruto ou oxidado) e menor quantidade pelo naftaleno. Analisando a capacidade de
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emulsdo do surfactante produzido, utilizaram uma quantidade padrdo do rhamnolipidio (1
mg/L) e notou-se que os provenientes do meio contendo carvao atingiu a mdxima emulsdo, de
75%, demonstrando uma maior efici€éncia por estas biomoléculas, quando comparadas as
outras. Os resultados confirmam que o surfactante da bactéria P. Stutzeri sdo especificas para
carvao. A bactéria terméfila Alcaligenes faecalis apresentou crescimento e producdo de
biossurfactante em todas as fontes de carbono testadas, porém, o rendimento do biotensoativo
foi mais elevada em meio suplementado com 2% (v/v) de diesel (BHARALLIL, et al., 2011).
Silva e colaboradores (2014), estudaram quatro espécies de Pseudomonas em diferentes
substratos para andlise da redu¢do da tensao superficial do meio. O melhor resultado foi obtido
por P. cepacia cultivada no meio suplementado com residuo de 6leo de fritura e milhocina.
Confirmando que a adi¢do de uma fonte de carbono insolivel em &4gua, pode influencia

favoravelmente a produgdo do surfactante, por estes microrganismos.

5.4. Curva de Crescimento das leveduras 1.69 e 1.104

Os testes efetuados para obter a curva de crescimento das leveduras L69 e L104, foram
divididos em duas andlises importantes: crescimento microbiano e producdo da biomolécula.
Os experimentos de massa seca e consumo de glicose fornecem informagdes a respeito da
cinética celular, enquanto que, os de indice de emulsificacdo e tensdo superficial, geram dados
que confirmam ou ndo a produg¢do do biossurfactante, molécula de interesse do presente
trabalho. Tais dados foram coletados durante 120 horas (cinco dias), com excecdo da massa
seca que foi analisada durante 112 horas, com intervalos de 8 em 8 horas e, estdo representados

abaixo por tabelas e figuras.
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5.4.1. Analise de massa seca
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Figura 6: Massa seca (g/L), leveduras L69 e L104, 15 e 30 °C

Na figura acima estd representado os resultados referentes a andlise de massa seca das
duas leveduras L69 e L104, nas temperaturas testadas. Nota-se que houve crescimento das
leveduras em ambas temperaturas, entretanto para levedura L104 o maior pico de crescimento
ocorreu as 104 horas, aproximadamente 6 g/L, na temperatura de 30 °C. J4 para a levedura L69

a melhor temperatura de crescimento foi 15 °C, com o maior pico, com cerca de 4,5 g/L, as 104

horas também.

5.4.2. Consumo de Glicose
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Figura 7: Glicose (g/L), leveduras L69 e L104, 15 ¢ 30 °C.
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Os dados coletados durante o periodo experimental do consumo de glicose estdao
representados acima, considerando que inicialmente foi adicionado 20 g/L. de glicose no meio.
Na levedura L104 a 30 °C, em 16 horas a glicose foi praticamente consumida, mantendo-se em
niveis proximos de zero até o fim do quinto dia. Na temperatura 15 °C, o consumo foi mais
lento, decaindo vagarosamente até praticamente zero, em 48 horas, permanecendo constante
nas demais horas. Em relacdo a 169, apesar dos experimentos serem feitos em duplicatas com
o intuito de reduzir o erro experimental, os resultados apresentaram alguns erros visiveis. E de
conhecimento geral que nao hd producdo de glicose durante a fermentacdo por dois motivos
principais, ndo existe presenca de celulose no meio de cultivo e, acredita-se que estas leveduras
ndo produzam celulase, enzima capaz de quebrar celulose em glicose. Portanto, os picos
referentes aos tempos 64 e 88 horas, provavelmente nio existem. Com isso é notavel que o
consumo na temperatura 15 °C, para a levedura em questio, € mais rdpido que na temperatura

30 °C, pendendo a valores préximos de zero em 48 e 96 horas, respectivamente.

5.4.3. Indice de Emulsificacio
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Figura 8: Indice de emulsificacdo (%), leveduras L69 e L104, 15 e 30 °C.

O indice de emulsificacdo em querosene € um teste constantemente utilizado na
literatura para determinar produc@o ou nao do biossurfactante. Com estes dados, confirma-se
que as leveduras testadas apresentam biomoléculas de alto peso molecular, caracterizada pela
alta capacidade de emulsdo. Através da figura 8, observa-se que em todas as situagdes testadas,
o indice de emulsificacdo atingiu o 100%, permanecendo constante ou ndo. O melhor resultado
foi obtido pela levedura LL104 a 30 °C, que atingiu o maximo nivel de emulsificacdo em 32

horas, permanecendo constante em praticamente todos os demais pontos. A levedura L69, a 15
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°C, levou mais tempo, 56 horas, quando comparada a L104, para chegar 100% de emulsdo, e

apresentou oscilagdes nos pontos, até o fim da fermentacao.

5.4.4. Tensao superficial
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Figura 9: Tensdo Superficial (mN.m™) leveduras L69 e L104, 15 e 30 °C.

O segundo teste realizado para confirmar a producao de biossurfactante foi o de tensao
superficial, que consiste na utilizagdo de um tensidmetro para determinar a variacao da tensao
com a producdo da biomolécula. Uma calibracdo deve ser realizada utilizando élcool, para
correcdo de possiveis erros de desvio da idealidade e, principalmente, por alteracdo da
temperatura do ambiente. Com as informagdes obtidas experimentalmente provou-se uma
tendéncia a estabilidade da tensdo logo nas primeiras horas, o que permite afirmar que o
biossurfactante produzido nao interfere na tensdo superficial dos liquidos. Apesar de ser um
teste necessdrio para determinar a veracidade da produgdo ou ndao da biomolécula é possivel
que elas ndo apresentem esta propriedade, mas apresente as demais, como a capacidade de
formar emulsdo (YOUSSEF, et al., 2004). Como dito anteriormente, provavelmente sio
surfactantes microbianos de alto peso molecular, ndo apresentando de forma evidente atividade
de reducgdo de tensao.

Segundo tedricos, os surfactantes produzidos por bactéricas sdo mais eficazes na
reducdo da tensdo superficial. As Pseudomonas aeruginosa sdo as mais estudadas para
producdo, apresentando reducdo da tensdo para valores baixos, de aproximadamente 27 a 28
mN.m"! (LANG e WULLBRANDT, 1999; SANTA ANNA, et al., 2001; GAUTAM e TYAGI,
2006). Estudos com a bactéria termoéfila Alcaligenes faecalis mostrou que a reducio da tensao
superficial iniciou rapidamente dentro de 96 horas de incubacao, passando de aproximadamente

71,6 para 32 mN.m! (BHARALIL et al., 2011). Os dados justificam, parcialmente, a
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incapacidade de reducdo da tensdo pelos biotensoativos das leveduras estudadas, porém
resultados contraditdrios foram encontrados por Rufino et al. (2014), em que o biossurfactante
da levedura Candida lipolytica UCP 0988, alvo de estudo deles, reduziu a tensdo de 50 para 25
mN.m™, nas primeiras horas de fermentacdo, cerca de 16 horas, mantendo-se em niveis

constantes até o fim do periodo estudado.

5.4.5. Cinética de crescimento microbiano e producao do biossurfactante

Ap0s as andlises dos testes realizados durante a fermentacgao, foi possivel determinar a
temperatura Otima para as duas leveduras estudas, sendo 15 °C para L69 e 30 °C para a L104.
Abaixo, representados nas figuras 10 e 11, a cinética de crescimento e a producdo do
biossurfactante, para os microrganismos selecionados, nas suas respectivas temperaturas
Otimas. Para andlise da producdo do biossurfactante foi utilizado o indice de emulsificacdo,
visto que os dados para o teste de tensao superficial, ndo alteraram com o passar do tempo.

Os dados para a L69 foram ajustados nos pontos 64 e 88 horas, pois apresentaram
resultados improvaveis, sendo atribuidos a erros experimentais. Portanto a figura 10, apresenta

corre¢des no consumo de glicose para melhor visualizacdo da cinética microbiana.
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Figura 10: Cinética de crescimento da L69 e producdo da biomolécula, a 15 °C.
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Figura 11: Cinética de crescimento da L104 e produgdo da biomolécula, a 30 °C.

Os dados representados nas figuras 10 e 11 demonstram que em ambas leveduras a
producdo do biossurfactante ocorre durante a fase exponencial e estaciondria, atingindo o nivel
de 100% de emulsificacio e mantendo-se constante durante toda as demais fases de
crescimento. A glicose € praticamente toda consumida durante a fase exponencial,
permanecendo com valores proximos de zero até o fim do tempo estudado (120 horas). Para a
L69, a fase exponencial acaba entre 48 e 56 horas, apresentando consumo quase completo de
glicose e indice de emulsificacio maximo neste intervalo de tempo também. Em comparacio,
para a L.104, a fase exponencial dura um tempo bem menor, entre 16 e 24 horas, apresentando
indice de emulsificagdo méximo e praticamente total consumo da glicose nesta mesma duracao.

Rufino e colaboradores (2014), estudando a producdo de biossuractante por Candida
lipolytica UCP 0988, pela andlise da tensao superficial, determinou que a maior producdo do
biotensoativo ocorreu durante a fase exponencial e estaciondria do crescimento da levedura,
sendo que a fase exponencial durou aproximadamente 50 horas. Singh e Tripathi (2013), que
estudadaram a produ¢do de um rhamnolipidio pela bactéria Pseudomonas stutzeri,
determinaram que a maxima producdo de biossurfactante foi observada depois de sete dias,
quando a cultura atingiu a fase estaciondria de crescimento. O biossurfactante produzido pela
bactéria Alcaligenes faecalis, também apresentou o maximo de producdo no fim da fase de
crescimento exponencial (BHARALLI et al., 2011). Dados semelhantes aos encontrados nesse
trabalho, em que a produgcdo do biossurfactante se concentrou prinipalmente na fase

exponencial e estaciondria.



5.5. Caracterizacao do biossurfactante produzido

5.5.1. Teste de estabilidade

5.5.1.1. Levedura L69

Tabela 6: Teste de estabilidade, levedura L69 a 25°C.
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Levedura L.69
Temperatura Indice de Salinidade Indice de pH Indice de
O Emulsificaciao [NaCl] Emsulficiacao Emsulficiaca
em (g/L) em 0 em
Querosene Querosene Querosene
(%) (%) (%)
20 76,25 5 77,0 4 62,50
40 83,00 15 81,0 6 71,25
60 54,50 20 77,0 8 67,50
80 80,25 50 59,0 10 68,50
100 68,00 100 70,0 12 62,00
100+
80+

(=2]
o
1

40-

20+

indice de Emulsificagido (%)

20 40 60 80 100

Temperatura (°C)

Figura 12: Teste de Estabilidade frente a variagcoes de temperatura, da levedura L69.




54

-

(=]

o
1

(=]
o
1

Py (=1]
o o
1 1

Indice de Emulsificagao (%)
N
o

o
L

-

Figura 13: Teste de Estabilidade frente a variacdes de pH, da levedura L69.
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Figura 14: Teste de Estabilidade frente a variagcées de salinidade [NaCl], da levedura L69.

Em relacdo aos dados do teste de estabilidade da L69, percebe-se uma elevada
estabilidade do biossurfactante produzido por esta levedura, apresentando indice de
emulsificagdo acima de 60% em praticamente todas as condi¢des submetidas. Em relacdo a
temperatura, ocorreu um decréscimo da atividade na temperatura 60 °C, com 54% e 100 °C,
com 68%, porém nas demais permaneceu quase inalterado, com valores entre 76 e 83%. No pH
os melhores valores giraram em torno de 6 a 10, mantendo-se quase constantes nesse intervalo,
variando de 68 a 71%. Nos extremos dcido e bésico, a estabilidade decaiu para 62% em ambos.
No teste de estabilidade para variagdes salinas até 20 g/L os valores ficaram menos oscilatorios,

demonstrando uma estabilidade do surfactante. Com 50 e 100 g/L, a atividade reduziu
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consideravelmente, 59 e 70%, respectivamente, sendo considerado que o surfactante nao é
estdvel em concentracdes de 50 g/L ou mais de cloreto de sddio.

Esses dados indicam que valores mais neutros até razoavelmente basicos de pH,
temperaturas abaixo de 60 °C e concentragdes de sais inferiores a 50 g/L, sdo preferiveis para
operar com esta biomolécula, pois apresenta estabilidade nestas faixas de condig¢des. Os
resultados do teste de estabilidade indicam possiveis empregabilidades na drea de drenagem
acida de minas, recuperacdo aprimorada microbiana de petréleo, utilizacio em ambientes
marinhos ou onde apresentam altas concentragdes de sais, entre outros (CHANDRAN e DAS,
2010).

Valores semelhantes foram obtido por Singh e Tripathi (2013), estudando a estabilidade
frente temperatura, pH e salinidade de um rhamnolipidio produzido pela bactéria Pseudomonas
stutzeri. Para o meio ndo suplementado com carvao, o surfactante mostrou 100% de emulsao
para a gama de temperatura testada (10 — 100 °C), pH de 4 — 8 e até 25% de NaCl. Para o meio
suplementado com carvao, o biotensoativo apresentou estabilidade até 100 °C, na faixa de pH
de 4 — 10 e 35% de NaCl. Resultados parecidos também foram obtidos por Silva et al (2014),
onde o teste de estabilidade para o biossurfactante produzido pela bactéria P. cepacia,
apresentou estabilidade na faixa de pH de 6 a 10, temperatura 70 — 120 °C e concentracdes de

NaCl abaixo de 10%.

5.5.1.2. Levedura L104

Tabela 7: Teste de estabilidade, levedura L104 a 25°C.

Levedura L.104
Temperatura Indice de Salinidade Indice de pH Indice de

(R O] Emulsificacio  [NaCl]  Emulsificaciao Emulsificaciao
em (g/L) em em Querosene

Querosene Querosene (%)

(%) (%)

20 45,75 5 48,5 4 35,50

40 58,75 15 28,5 6 35,75

60 24,25 20 43,0 8 35,75

80 65,50 50 50,0 10 27.00

100 48,50 100 64,0 12 17,00
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Figura 15: Teste de Estabilidade frente a variacdes de temperatura, da levedura L104.
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Figura 16: Teste de Estabilidade frente a variagcoes de pH, da levedura L104.
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Figura 17: Teste de Estabilidade frente a variacoes de salinidade [NaCl], da levedura L104.

Os resultados de teste de estabilidade da L104, mostrou que apesar do biossurfactante
apresentar alta atividade de emulsdo, demonstrado nos resultados da curva de crescimento
figuras 8 e 11, a biomolécula ndo apresenta estabilidade em quase todas as condic¢des testadas,

apresentando valores abaixo de 60%.

5.5.2. Anadlise de rendimento

Para o experimento de cdlculo de rendimento foi definido, a partir da curva de
crescimento, o melhor tempo e temperatura de fermentacdo para as duas levedura estudada.

Com isso, para L69 foi 15 °C por 56 hr e para L104, 30 °C por 48hr.

Tabela 8: Resultados da andlise de rendimento, das leveduras L69 e L104, em suas respectivas

temperaturas otimas, 15 e 30 °C.

Leveduras L69 L104
Temperatura (°C) 15 30
Rendimento (g/L) 0,399 0,0784

Os resultados dos rendimentos indicam que a levedura L69 produz mais biossurfactante
que a L.104, apesar de ter ficado fermentado apenas 8hr a mais, a diferenga foi significativa,

aproximadamente 0,4 g/L pela L69 e 0,08g/L pela L104. Em comparacdo com outros
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rendimentos, a producdo pelas leveduras estudadas foi baixa. Para um estudo realizado por
Silva et al (2014), com a bactéria P. cepacia, eles obtiveram méixima producdo na fase

estaciondria, sendo de 5,2 g/L, apds 144 horas de cultivo.

5.5.3. Concentracao micelar critica

As figuras 18 e 19 retratam os dados obtidos experimentalmente referentes a

concentracdo micelar critica da L69 e L104, respectivamente. A CMC € determinada quando a

tensdo superficial se torna constante, apds decrescer com o aumento da concentragao.

70

Tenséao Superficial (mN/m)
55
|

45

40

Concentracao (g/L)

Figura 18: Concentragdo micelar critica da levedura L69.
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Figura 19: Concentragdo micelar critica da levedura L104.

Com a andlise das figuras, pode-se determinar que a estabilidade da tensdao para L69
ocorreu na concentracdo de 2 g/L, com aproximadamente 51 mN.m™! e, para a L104 a 20 g/L,
com cerca de 53 mN.m™!, portanto a CMC das leveduras, nesta ordem, é 2 e 20 g/L. Esta enorme
discrepancia entre os valores da CMC, indicam que € necessita uma quantidade menor de
biossurfactante produzido pela L69 para reduzir ao méximo a tensao, quando comparado ao
produzido pela L104. Entdo, o surfactante bioldgico da L69 apresenta uma melhor eficiéncia
quando equiparado ao da L104.

Silva e demais autores (2014), estudando a producao de biossurfactante pela bacteria P.
cepacia, determinou a CMC da mesma sendo 0,156 mg/ml uma das mais baixas descritas na
literatura, sendo a tensdo superficial minima atingida de 29,77 mN.m™. Khopade, et al (2012)
caracterizando o biossurfactante produzido pela Streptomyces - B3, determinou que seu valor

de CMC foi de 110 mg/L, reduzindo a tensdo ao maximo para 30 mN.m™'. Apesar da L69 e
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L104 ndo reduzirem muito a tensdo superficial, a CMC delas, principalmente da L69, foi

proxima a obtidas por estes pesquisadores.

5.5.4. Analise de infravermelho

As figuras 20 e 21, demonstram os valores obtidos pela andlise de infravermelho das
leveduras L.69 e L104, nesta ordem. Nas figuras, cada pico representa um grupo funcional

formador da biomolécula produzida.
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Figura 20: Resultado da andlise de infravermelho do biossurfactante produzido pela levedura L69
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Figura 21: Resultado da andlise de infravermelho do biossurfactante produzido pela levedura L104

Na figura 20 estdao destacados os picos que compdem o biossurfactante produzido pela
levedura L69. Grupos funcionais, tais como N-H sdo representados por picos entre 3500 a 3100
cm’! podendo estar presente na molécula, visualizado pelo pico de valor aproximado 3458 cm’
lindicando a presenca de aminas ou amidas, C-H apresentam dois picos bem representados, de
valores com 2954 e 2873 cm’!, aproximadamente, visto que na literatura, sabe-se que picos
entre 3000-2850 cm-1 caracterizam cadeias alifaticas (FONTS, et al., 2009). Grupos funcionais
como aldeidos, ésteres, cetonas e dcidos carboxilicos, podem ser representados por vibragoes
entre 1750-1720 cm!, evidenciando a presenca de ligacdes do tipo C=0 na biomolécula. A
banda de ~1664 ¢ atribuida a grupos -CONH, que sdo encontrados em vibracdes entre 1650 a
1550 cm! (POKORNA, 2009).

Dados semelhantes foram encontrados na andlise de infravermelho do biossurfactante
produzido pela L104. Os picos representam praticamente os mesmos grupamentos funcionais,
discutidos acima, apresentando bandas com ~2918 e 2850 cm’!, representando cadeias
alifaticas, vibracdes entre 1750-1720 cm™!, representando grupamentos funcionais do tipo C=0,
tais como aldeidos, éteres, dcidos carboxilicos e cetona. O pico de 1664 cm’!, exatamente o
mesmo valor encontrado pelo biossurfactante da L69, representando grupos -CONH e, o
primeiro pico, da esquerda para direita, representado na figura 21, com aproximadamente 3398

cm’!, representando dlcoois, fendis ou aminas e amidas.
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Tais dados demonstram que os biossurfactantes apresentam praticamente a mesma
estrutura, com alteragdes insignificantes nos valores. Tal similaridade pode ser devido as
leveduras testadas pertencerem ao mesmo género, Rhodotorulas. Resultados semelhantes
foram obtidos por Singh e Tripathi estudarem o biossurfactante produzido por Pseudomonas
stutzeri. A andlise de infravermelho realizada por eles demonstrou a presenca de grupamentos
O-H, CH> - CHs, COOH e C-O, com valores das bandas de aproximadamente 3416, 2924 —
2853, 1467 e 1024 cm’!, respectivamente. Este dltimo sendo caracteristico em ligacdes entre
atomos de carbonos e grupos hidroxil na estrutura quimica do anel de ramanose. Os picos,
3500-2700, 1720-1680 e 950-900 cm™!, indicam a presenca de compostos com caracteristicas

de um ramnolipideo.
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6. Conclusao

A partir dos resultados obtidos e informacdes da literatura, comprovou-se a
capacidade de produgdo do biossurfactante pelas leveduras do género Rhodotorulas isoladas
da Antértica, foco do atual estudo. Sendo que a Rhotorula mucilaginosa, codificada por L69,
apresentou os melhores resultados podendo ser de grande interesse industrial sua producgdo
em larga escala, devido ao seu maior rendimento, melhor capacidade de emulsificagdo e
ampla faixa de tolerancia a condi¢cdes extremas, além de sua temperatura Gtima ser mais
amena, exigindo menor controle das condi¢des de cultivo.

Para estudos futuros a melhor caracterizacdo do biossurfactante produzido pela L69
se faz necessdria para aumentar o conhecimento, auxiliando na determinacdo de qual setor
industrial ele serd mais atrativo. Experimentos relacionados a otimizac¢do da produgdo e
utilizacdo de substratos renovdveis tornou-se alvo de estudo de vdrios pesquisadores e,

também, uma alternativa para continuidade desse trabalho.
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