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RESUMO

Os biossurfactantes sdo moléculas anfipdticas que atuam na reducdo da tensdo
superficial e interfacial de liquidos. Sdo produzidos por uma diversidade de
microrganismos, em sua maioria por bactérias e leveduras. O objetivo desse trabalho foi
avaliar a producdo de biossurfactante por Aureobasidium thailandense isolado do
pedinculo do caju (Anacardium occidentale L.) utilizando residuos agroindustriais
como fonte de carbono e nitrogénio a partir do processo de fermentacao submersa. Os
primeiros experimentos foram realizados a fim de selecionar as fontes de nutrientes a
partir: melaco, dgua residual da producdo de azeite (olive mill wastewater - OMW),
glicose, extrato de levedura e dgua de maceracao de milho (CSL). A partir desse estudo
preliminar foi realizado um fatorial fracionado 2*!, incluindo 3 repeticdes no ponto
central, totalizando 7 ensaios para selecionar a fonte de nitrogénio (CSL e extrato de
levedura). O CSL obteve efeito negativo na produgdo do biossurfactante. Dessa forma
pode-se realizar um planejamento fatorial completo (DCCR- 2?) para otimizar as
concentracdes de extrato de levedura e de OMW. Os valores obtidos para reducdo de
tensdo superficial do caldo fermentado foram 27 + 2,5 mN/m e 28 + 2,6 mN/m em 24 e
48 h, respectivamente e os estimados pelo planejamento foram de 27 mN/m (24 horas) e
28,2 mN/m (48 horas). Dessa forma o meio de fermentagao foi otimizado nas seguintes
concentracoes: 2 g/LL de extrato de levedura, 1,5% (v/v) de OMW, 6 g/L de glicose e 1
g/LKH>PO4. O biossurfactante produzido por A. thailandense apresentou uma
concentracdo micelar critica (CMC) de 550 mg/L, reduzindo a tensdo superficial da
dgua de 72 £+ 0,8 mN/m para 33 mN/m. A estrutura da molécula nao foi completamente
elucidada, sabe-se que a cadeia carbonica CH3 — (CH»)10 — liga-se a uma porcao éster. A
acdo emulsificante foi comparada ao surfactante sintético SDS (Ex4 = 57 + 0,57 %) na
concentracdo de 10 mg/mL, obtendo um Ez4 de 49 + 0,4 %. O surfactante produzido por
A. thailandense promoveu a dispersdao de 86% do petréleo bruto em placa e apds 24
horas sua acdo manteve-se estavel, o surfactante SDS ndo apresentou a dispersao nesse

mesmo intervalo de tempo.

Palavras-chave: Biossurfactante. Aureobasidium thailandense. Residuos

agroindustriais.



ABSTRACT

Biosurfactants are natural amphipathic molecules thus they can reduce the surface and
interfacial tensions. They are produced by a variety of microorganisms, mostly by
bacteria and yeasts. The aim of this study was to evaluate the biosurfactant production
from the submerged fermentation process by Aureobasidium thailandense, isolated
from Cashew stalk (Anacardium occidentale L.) using organic residues as carbon and
nitrogen source. The first experiments were conducted in order to select the sources of
nutrients from the following sources: molasses, waste water from the production of
olive oil (olive mill wastewater - OMW), glucose, yeast extract and corn steep liquor
(CSL). The study conducted using a fractional factorial 2*! to analyze the effect of
nitrogen sources (yeast extract and corn steep liquor) and olive mill wastewater
concentrations in the medium. CSL obtained negative effect on the production of the
biosurfactant. A central composite rotated design (CCRD - 22) including 4 trials in the
axial conditions and three repetitions at the central point, was performed to optimize the
yeast extract and olive mill wastewater concentration. The real values obtained from
fermentation using the concentrations of 2 g/L of yeast extract, 1.5% (v/v) of OMW, 6
g/L of glucose and 1 g/L. of KH2PO4 were 27 £ 2 5 mN/m and 28 + 2.6 mN/m at 24 and
48 h, respectively. The maximum reduction in surface tension values of the
fermentation broth generated were estimated at 27 mN/m (24 hours) and 28.2 mN/m (48
hours).The biosurfactant produced by A. thailandense showed a critical micelar
concentration (CMC) of 550 mg/L, reducing the water surface tension from 72 + 0.8
mN/m to 33 mN/m. The structure of the molecule represents CH3 — (CH2)10 —, where its
ester portion has not yet been identified. The emulsifying ability was verified comparing
the produced surfactant against the synthetic surfactant SDS (Ez4 = 57 + 0.57%) at 10
mg/mL. It was obtained a Ex4 = 49 + 0.4%. The surfactant produced by A. thailandense
caused a 86% dispersion of crude oil in plate and its action after 24 hours remained

stable, SDS surfactant showed no dispersion in the same time interval.

Keywords: Biosurfactants. Aureobasidium thailandense. Low cost substrate.
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1 INTRODUCAO

Os biossurfactantes sdao moléculas anfipdticas que atuam na redugdo da
tensdo superficial e interfacial de liquidos. Essas propriedades permitem a sua aplicacao
em diversas dareas comerciais, entre elas as industrias alimenticia, farmacéutica,
petroquimica, agricola e de cosméticos (SAKTHIPRIYA et al., 2015; AL-WAHAIBI et
al., 2014). O mercado global foi avaliado em 12,7 milhdes de délares em 2012 e deve
chegar a 17,1 milhdes de délares em 2020, expandindo a uma taxa anual média de 4%
(RANDHAWA; RAHMAN, 2014).

Uma diversidade de microrganismos, em sua maioria bactérias
(Pseudomonas e Bacillus), leveduras (Candida) e, em menor quantidade, os fungos
filamentosos sdo responsaveis pela obtencdo dos biossurfactantes (SAKTHIPRIYA et
al., 2015; AL-WAHAIBI et al., 2014). As leveduras possuem uma vantagem frente as
bactérias, pois em sua maioria sdo organismos com Status Generally Regarded as Safe
(GRAS) e, portanto, ndo apresentam riscos de toxicidade e patogenicidade para
aplicacdo em industria alimenticia e farmacéutica (FONTES; AMARAL; COELHO,
2008). A levedura Aureobasidium sp. € conhecida pela sintese de enzimas e Oleos
extracelulares, a espécie Aureobasium thailandense nao foi reportada por outros estudos
como produtora de biossurfactantes.

Os biossurfactantes possuem relevantes vantagens sobre os surfactantes de
origem petroquimica, sendo as suas principais caracteristicas a biodegradabilidade,
estabilidade e o fato de conseguirem atuar sobre condi¢des extremas de pH, temperatura
e salinidade (HASSAN er al., 2016). No entanto, o custo do processo fermentativo €
considerado o principal entrave para o aumento de mercado dos biossurfactantes. A
substituicdo de nutrientes sintéticos por produtos e/ou subprodutos da industria
alimenticia tem se mostrado uma alternativa vidvel, pois a matéria-prima representa
cerca de 30% do custo total da produgdao (BANAT et al., 2014).

O azeite de oliva ¢ um produto agricola que possue alta producio no
Mediterraneo, os paises com produ¢do mais relevante sdo: Espanha, Itdlia e Portugual
(abrange 2% da produc¢do mundial). Durante extracdo do azeite € gerado um grande
volume de residuo liquido, conhecido como 4gua residual da producdo de azeite (olive
mill wastewater), esse subproduto contém em sua composicdo dgucares, lipideos e

compostos aromaticos (ABRUNHOSA et al., 2013 e MATEO et al., 2015). Essas
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propriedades permitem uma larga aplicacdo em processos biotecnolégicos, como por
exemplo, na produg¢do de enzimas microbianas (Mann et al., 2015), antioxidantes
(Abdel-Shafy et al., 2015) e biossurfactantes (MAASS et al., 2015). Outro residuo
utilizado como suplemento em meios de cultura € a 4gua de maceragdo do milho, por
ser fonte de aminodcidos, vitaminas e polipeptidios, é considerada uma boa fonte de
nitrogénio organico (LIU et al., 2015). O melaco € um subproduto da refinaria de
acucar, contém cerca de 50% de sacarose e outros compostos, tais como sais e acidos
organicos (MIRONCZUK et al., 2015).

O isolamento de novas culturas permite o estudo de novas biomoléculas,
bem como a utilizacdo de substratos de baixo-custo e otimizacdo do processo
fermentativo tornam a producdo menos onerosa. Dessa forma, o estudo realizou
previamente um screening a partir de 6 cepas de Aureobasidium sp. isoladas de residuos
agroindustriais a fim de avaliar seu potencial na produg¢do de biossurfactantes. A
levedura Aureobasidium thailandense foi selecionada para avangar nos experimentos,
utilizando os residuos de dgua de maceracdo de milho, melaco e 4gua residual da
producdo de azeite como fontes de nitrogénio e carbono, respectivamente. ApOs
selecionar as fontes adequadas para a melhor producdo do surfactante, foi realizada a
otimizacdo da concentragdo do meio de cultura a partir do planejamento fatorial

completo (DCCR).
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2 REVISAO BIBLIORAFICA

2.1 Surfactantes

As moléculas de surfactantes sdo descritas como anfipdticas, possuem uma
porcao hidrofébica (aminodcidos, peptideos mono/dissacarideos, polissacarideos) e
hidrofilica (4cidos graxos saturados ou insaturados), o que permite a interacdo com
fluidos de diferentes polaridades (6leo / d4gua e dgua / 6leo). Promovem a reducio da
tensdo superficial e interfacial, aumento na drea de contato de compostos insoldveis
(tais como hidrocarbonetos) formando microemulsdes, promovendo acdo de
detergéncia, espumante, solubilizante e lubrificante. Esses compostos podem ser de
origem quimica ou biolégica (REZNIK et al., 2010; APARNA et al., 2012). A Figura 1

demonstra como os surfactantes atuam na interface dos liquidos.

Figura 1- Acumulacdo de biossurfatantes na interface entre liquido e ar

Hydrophobic
moiety

Hydrophilic
moiety

Fonte: PACWA-PLOCINICZAK et al. (2011).

Os surfactantes sintéticos sdo produzidos quimicamente a partir de matérias-
primas petroquimicas, tais como Oxido de etileno, e muitas vezes, o processo de
producdo apresenta produtos residuais indesejdveis, como: dioxano, dimetil-
aminopropilamina, nitrosaminas e andlogos (PATEU, 2004). Esse fato torna limitante
seu uso em ambientes aqudticos, pois menos de 1 mg/L dessas substincias impedem os
organismos aquéticos de se reproduzirem (DEVELTER et al., 2010). A Tabela 1 cita os

principais grupos de surfactantes.
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Tabela 1 — Principais grupos de surfactantes de origem natural e sintética

Naturais Sintéticos
Alquil poliglicosideos Alcanolaminas
Biossurfactantes Alquil e aril éter carboxilatos
Amidas de 4dcidos graxos Alquil aril sulfatos
Aminas de 4acidos graxos Alquil aril éter sulfatos
Glucaminas Alquil etoxilatos
Lecitinas Alquil sulfonatos
Derivados de proteinas Alquil fenol etoxilatos
Saponinas Aminodxidos
Sorbitol e ésteres de sorbitan Betainas
Esteres de sacarose Co-polimeros de 6xido de etil/propileno
Sulfatos de alcodis graxos naturais Acidos graxos etoxilados

Fonte: Nitschke e Pastore (2002).

A eficiéncia de um surfactante é medida pela sua capacidade de reduzir a
tensao superficial, que € a forca de atragdo existente entre suas moléculas. Dessa forma
a redugdo da tensdo superficial da dgua de 72 mN/m para 35 mN/m € um parametro
utilizado para determinar um bom agente surfactante (DESAI; BANAT, 1997). A
Concentragdo Micelar Critica (CMC) ocorre quando varias micelas sdo formadas, o que
estd relacionada com a concentra¢do minima de surfactante necessdria para diminuir ao
maximo a tensdo superficial. A CMC depende da estrutura do tensoativo, composicao,
temperatura, forca idnica e os tipos de aditivos organicos (FUGUET, 2005). A Figura 2

relaciona a concentragao dessas moléculas e a formacdo das micelas.

Figura 2 — A relagdo entre a concentracdo de biossurfactantes, tensao
superficial e a formac¢do de micelas

el

Biosurfactant
monomenrs

[ ]

Surface tension

cCMC Biosurfactant concentration

Fonte: Whang et al. (2008).
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2.2 Biossurfactantes

Os biossurfactantes sdo considerados um importante bioproduto, pois
apresentam acdo tdo eficaz como alguns sintéticos amplamente utilizados, tais como
SDS (docedil sulfato de sodio), Triton X-100 e Tween 80 (ISHAQ er al., 2015;
CHAPRAO et al., 2015). Sdo biodegraddveis, possuem compatibilidade com o
ambiente, pois podem ser produzidos a partir de fontes renovéveis, apresentam baixa
toxicidade, o que permite utilizad-los na inddstria cosmética, farmacéutica e de
alimentos, elevada seletividade devido a presenca de grupos funcionais especificos,
permitindo especificidade na desintoxicacdo de poluentes especificos reduzindo as
cargas de poluentes, e, por vezes, ser menos sensivel a extremos de temperatura, pH e
salinidade (PACWA-PLOCIENNICZAKET et al., 2011; HENKEL et al.,2012; AYED
et al., 2014; INES; DHOUHA, 2015; SHARMA et al., 2016). Algumas moléculas
podem atuar como antibidticos, antivirais, inibidor de enzimas e toxinas, inibem a
formacdo de biofilmes por bactérias, embora os mecanismos de acdo desses compostos
ainda ndo estejam bem esclarecidos, uma hipétese para a acdo dos biossurfactantes €
que essas moléculas atuam alterando a permeabilidade da membrana citoplasmatica,

causando dano a célula (MAKKAR et al., 2002; ARAUJO et al., 2015).

2.3  Classificaciao dos biossurfactantes

Os biossurfactantes sdo classificados de acordo com sua composicao
quimica e o microrganismo do qual foi isolado (Tabela 2). As moléculas de baixo peso
molecular (glicolipideos, lipopeptideos, lipidos-neutros), apresentam maior eficiéncia
para reduzir a tensdo surpeficial e interfacial, e polimeros de alto peso molecular
(lipopolissacarideos e lipoproteinas), sao mais eficazes como agentes de estabilizacdo
de emulsdao (KAPADIA et al., 2013; SILVA et al., 2014; MARCHANT; BANAT,
2012).
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Tabela 2 — Classificagdo dos biossurfactantes e os microrganismos produtores

Biossurfactantes Microrganismos
Glicolipideo
Ramnolipideo Pseudomonas aeruginosa
Rhodococcus erithropolis
- Arthobacter sp.
Trealolipideo Arthrobacter paraffineus
Mycobacterium spp.
Candida bombicola,
Candida apicola
. Candida lipolytica
Soforolipideo Torulopsis candida
T. bombicola

T. petrophilium

Mannosylerythritol lipidios (MEL)

Candida antdrtica
Pseudozyma

Lipopeptideo e Lipoproteina

Surfactina/Iturina/Fengycin

Bacillus subtilis

Viscosina Pseudomonas fluorescens
Serrawettina Serratiamarcescens
Lichenysin Bacillus licheniformis

Acidos Graxos, Lipideos Neutros e Fosfolipideo

Corynebacterium lepus
Corynebacterium insidibasseosum
Arhrobacter parafineus
Talamyces trachyspermus

Surfactantes Poliméricos

Emulsan Acinetobacter calcoaceticus
Biodispersan A. calcoaceticus

Liposan Candida lipolytica

Alasan Acinetobacter radioresistens
Biossurfactantes particulados

Vesicula Acinetobacter calcoaceticus
Células Cyanobacteria

Fonte: Adaptada de Desai e Banat, (1997); Mulligan et al. (2001); Nitschke e Costa, (2007).

2.3.1 Glicolipideo

Os glicolipideos sdo constituidos de mono- ou dissacarideos ligados a uma

longa cadeia alifatica de acidos ou acido hidroxilado. Os ramnolipideos sdo a classe
mais estudada dentre os glicolipideos sendo formados por uma ou duas moléculas de L-
ramnose que se ligam a um mono ou dimero de 4cidos graxo de B-hidroxil. A espécie de
Pseudomonas é conhecida como produtora de ramnolipideo. Possuem diversas fungdes,
na biodegradacdo de hexadecano (BEAL; BETTS, 2000), sdo antimicrobianos,
influenciam na formacdo de biofilmes (CORADI et al., 2012), diminuem a tensao
superficial da dgua desde 72 mN/m para 25-30 mN/m, sd@o empregados na

desintoxicacdo de poluentes ambientais, dentre outras aplicacdes inovadoras, como por
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exemplo na formulacdo de produtos farmacéuticos e cosméticos (MAQSOOD et al.,
2014).

As moléculas de soforolipideo sdo constituidas de uma molécula soforose
(2-O-B-D-glucopiranosil-D-glucopiranose) ligada a um terminal de d4cido graxo
hidroxilado e sdo produzidos por diferentes espécies de leveduras (GEYS et al., 2014).
A trealose € um trealolipideo mais conhecido, é um dicassacarideo ndo redutor unidos
pela ligacdo a,a-1,1-glicosidica, sendo um dos componentes da parede celular dos
géneros de Mycobacterium, Nocardia e Corynebacterium. A trealose possui bons
resultados de aplicacdo na degradacdo de hidrocarbonetos, atuando na solubilizac¢do e
biorremediacdo de solos contaminados (FRANZETTI et al.,2010; KUYUKINA et al.,
2015).

2.3.2 Lipopeptideo e lipoproteina

Essas moléculas sdo caracterizadas por um pequeno oligopeptideo, linear ou
circular, unido a um 4cido graxo B-hidroxil. O oligopeptideo varia em nimero e tipos de
aminodcidos. Sao conhecidos por sua a¢do antimicrobiana e propriedades tensoativas
(FARIA et al., 2011). Os géneros Aspergillus, Bacillus e Pseudomonas sdo reportados
como os melhores produtores desse grupo de biossurfactantes.

A surfactina é um lipopeptideo produzido por Bacillus subtilis, conhecido
por sua atividade anti-inflamatoéria, anti-tumoral, reduz a formagdo de biofilmes
sintetizados a partir da espécie de Salmonella e o crescimento de bactérias patogénicas
como Listeria monocytogenes e Enterobacter sp. (LIU et al., 2012;

WILLENBACTAER et al., 2014).

2.3.3 Acidos graxos e fosfolipideos

Certos microrganismos como Corynebacterium lepus, Pseudomonas
aeruginosa e Candida lipolytica sdo capazes de produzir grandes quantidades de acido
graxo e surfactantes fosfolipidios durante o crescimento em n-alcanos (DESAI
BANAT, 1997). O estudo a partir de Sphingobacterium sp. foi desenvolvido para a
producdo de um complexo de biossurfactante, composto por trés familias (fosfolipidos,
glicolipidos e lipopeptidos), reduzindo a tensdo superficial para 33 mN/m (BURGOS-
DIAZ et al., 2011).
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2.3.4 Surfactantes Poliméricos

Os surfactantes poliméricos mais estudados sdo emulsano, liposano,
manoproteina, e outros complexos de polissacarideo-proteina (DESAI; BANAT, 1997;
SROKOVA et al., 2011; BOFFA et al., 2014). Emulsano possui uma boa capacidade
emulsificante e temaplicagdes potenciaisna industria do petrdleo, incluindo a formagao
de emulsdes dleo-dgua para a redugdo da viscosidade durante o transporte por gasoduto
(ASSADI;TABATABAEE, 2010).

Liposan € um emulsionante extracelular solivel em dgua produzido por
Candida lipolytica. E composto por 83% de carboidrato e 17% de proteina, com a
por¢ao de carboidrato sendo um heteropolissacarideo que consiste em glucose,
galactose, galactosamina e 4dcido galactordnico (GAKPE et al., 2007). Biodispersan é
um polissacarideo extracelular, anidnico produzido por A. calcoaceticus A2, que atua
como um agente de dispersdo para sélidos insoliveis em dgua (ROSENBERG et al.,

1988).
2.4  Microrganismos produtores de biossurfactantes

Os biossurfactantes sdo produzidos por uma diversidade de microrganismos,
em sua maioria por bactérias, leveduras e em menor quantidade os fungos filamentosos
(Tabela 3). Os géneros Pseudomonas e Bacillus sao considerados os maiores produtores

de biossurfactantes (DECESARO et al., 2013).

Tabela 3 — Microrganismos produtores de biossurfactantes

Tensao
Microrganismos superficial* Referéncia
(mN/m)
Burkholderia plantarii 294 Hormann et al., 2010
Bacillussubtilis 30,9 Montagnolli et al., 2015
Bacillus amyloliquefaciens 28,5 Alvarez et al.,2015
PseudomonasSWP-4 24,1 Lan et al., 2015
Pseudozyma tsukubaensis 26,87 Faiet al., 2015
Rhodococcus sp. 28 Malavendaet al., 2015
Azospirillum brasilense 38

Azospirillum lipoferum 35,5 Morales et al., 2015
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Streptomyces amritsarensis 37 Sharma et al.,2014
Sp.nov.
Pichia caribbica 35.9 Joshi-Navare et al., 2014
Brevibacterium luteolum 27 Vilelaet al., 2014
Streptomyces sp. 32,4 Manivasagan et al., 2014
Pseudomonas alcalifaciens 39 Jamal ef al., 2014
Chromobacteriumviolaceum 29 Antunes et al., 2013
Pseudozyma sp. 33 Sajna et al., 2013
Marinobacter sp. 32 Yaiet al., 2013
Pseudomonasputida 31 Janek; Lukaszewicz;

Krasowska, 2013

*Qs valores sio referentes a redugo de tensio superficial da dgua.

2.4.1 Aureobasidium thailandense

A taxonomia do género Aureobasidium foi descrita por diferentes autores
onde sua divis@o consiste em variedades fenotipicas de A. pullulans (ISHIZUKA et
al.,1989). A levedura Aureobasidium pullulans € conhecida por sua capacidade
produtora depululano e enzimas extracelulares incluindo celulase, lipases, esterases,
pulano, xilanase (KUDANGA; MWENIJE, 2005; TANAKA et al, 2004; DUAN et al.
2008). Assim como outros bioprodutos, classificados como 6leos extracelulares que
possuem capacidade surfactante (PRICE et al., 2013).

Peterson et al. (2013) descreveram que a cepa de Aureobasium thailandense
sp. nov. € filogeneticamente distinta das outras espécies do género Aureobasidium.
Outros autores reportaram a espécie A. pullulans e seus bioprodutos
(MANITCHOTPISIT et al.,2009; CHI et al.,2009), assim como, Deshpande et al.
(1992) relataram sua capacidade para degradar hidrocarbonetos, tais como querosene,
gasolina e parafina. Alguns estudos descrevem as leveduras Aureobasidum sp. e seu
papel importante na degradacio de petréleo em ambiente marinho (XUE et al., 2015).
Nao foi relatada por outros autores a producdo de biossurfactantes por Aureobasium

thailandense.

2.5 Fatores que influenciam na producio de biossurfactantes

Os parametros do meio de cultivo irdo favorecer ou reprimir a sintese do

biossurfactante. O efeito sobre a producdo estd relacionado a fonte de carbono,
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nitrogé€nio, sais, concentragdo de NaCl, pH, temperatura, agitacdo, aeracdo e ao
microrganismo produtor (ROSERO et al., 2003).

A fonte de carbono € considerada um dos fatores que mais influenciam na
sintese do biossurfactante, uma vez que pode promover o crescimento do
microrganismo. A sintese de surfactante de origem microbiana exige uma combinagao
de fontes de carbono hidrofilica (glicose, lactose, n-alcanos) e hidrofébica (6leo de soja,
6leo de milho, 6leo de linhaga, azeite de oliva e seus efluentes obtidos da produgdo
industrial) (RUFINO et al., 2014; SAINA et al., 2013). Makkar, Cameotra (2002)
observaram a producdo de biossurfactante por Bacillus subtilis onde a glicose, a
sacarose € o piruvato de sédio foram favordveis na producdo do biossurfactante,
enquanto o n-hexadecano favoreceu apenas o crescimento da cultura durante a
fermentacdo. Aparma et al. (2012) analisaram diferentes substratos de baixo custo, tais
como melaco, glicerol, soro de leite ¢ meio de fermentacdo composto sem fonte de
carbono, cujo rendimento da produg¢do de raminolipideos (0,22 g/L) foi inferior se
comparada as demais fontes. Utilizando fontes de carbono hidrofébico, Bhangale et al.
(2014) relacionaram os diferentes dcidos graxos oriundos do 6leo de mamona e glicerol
com a estrutura do soforolipideo produzido por Starmerella bombicola.

As fontes organicas e inorganicas de nitrogénio sdo consideradas o segundo
fator que mais influéncia na producdo de surfactantes biolégicos. O extrato de levedura
combinado aos sais de KH2PO4 e/ou (NH4)2> SO4 sdo as fontes mais utilizadas, pois a
variacdo das suas concentracdes influenciam diretamente na relacio C/N (BAJAJ;
TILAY; ANNAPURE, 2012). Essa razdo é avaliada em muitos estudos, pois estd
diretamente relacionada ao metabolismo microbiano, geralmente a producdo de
biossurfactantes ocorre em concentracdes limitantes de nitrogénio, na fase estaciondria
de crescimento do microrganismo (DECESARO et al., 2013). Kiran et al., (2009)
concluiram que a adicdo de 10% (NaNOs) e 25% de extrato de levedura produziu um
pequeno aumento na produgdo de biotensoativo por Aspergillus ustus, sendo portanto
necessario apenas adi¢do da fonte organica de nitrogénio ao meio.

Os parametros fisico-quimicos temperatura, agita¢do, aeracdo e pH sdo
fatores que influenciam no rendimento da producdo, assim como os fatores
bioquimicos. A temperatura pode favorecer o decréscimo ou aumento da sintese de
biossurfactante, pois o aumento da biomassa favorece a liberacdo dos produtos
metabolitos da célula microbiana (SAHOO et al., 2011). O pH do meio influencia o

crescimento celular e a sintese de metabdlitos secundarios. O rendimento da produgdo
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de lipopeptideos por Bacillus amyloliquefaciens foi estavel sobre condi¢cdes alcalinas e
neutras (ZHAO et al.,2013). Khopade et al. (2012) otimizaram a producgdo do
biossurfactante por Nocardiopsis sp. em pH 7,0 a temperatura de 30°C, reduzindo a
tensdo superficial para 30 mN/m. A producdo de raminolipideos por Pseudomonas
aeruginosa ocorreu o aumento do rendimento entre a faixa de pH 7,0 - 7,15 (AL-ARAJI
et al.,2007) e a temperatura 6tima foi de 37 °C (GEORGE; JAYACHANDRAN, 2013).

A agitacdo e a aeracdo possuem efeitos combinados, pois ambos facilitam a
transferéncia de oxigénio no meio de fermentagcdo (AQUARONE, 2001). Estes fatores
também auxiliam a produ¢do de biossurfactantes, pois possibilitam a solubilizacdo de
substratos insoliveis em dgua e consequentemente o transporte de nutrientes no meio de
fermentagdo para o microrganismo (RAMKRISHNA et al.,2010). Willenbacher et al.
(2015) observaram um acréscimo do rendimento durante a producdo de surfactina

aplicando o processo fermentativo anaerdbico para controlar a formacao de espuma.

2.5.1 Residuos de baixo custo como matéria-prima para a producdo de

biossurfactantes

Os substratos obtidos a partir de residuos industriais sdo considerados
promissores para a elaboracdo e estudo do meio de fermentacdo. Os residuos
agroindustriais sdo fontes de carboidratos, lipideos e nitrogénio e podem ser uteis ao
crescimento microbiano. Esses substratos de baixo custo abrangem principalmente
efluentes da producao de azeite, extrato de dleos vegetais e seus residuos, residuos de
destilaria e soro de leite e efluentes do processamento de batata e mandioca
(MAKKAR; CAMEOTRA; BANAT, 2011).

A substituicdo por fontes renovaveis como O6leos poés-fritura, glicerol,
melago, milhocina e materiais lignocelulésicos (SOUSA et al., 2014; ANDRADE,
2013; CERQUEIRA et al., 2010; IMURA et al., 2013), reduz os custos do processo,
visto que a matéria-prima corresponde a 30% do valor total da producdo de
biossurfactantes. A Tabela 4 mostra a producdo de surfactante biolégico a partir de

residuos.
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Tabela 4 — Substratos de baixo custo utilizados para a produ¢do de biossurfactantes

Organismo Residuo Biossurfactante Referéncia

Lactobacillus CSL Biossurfactante Vecino et al., 2015

pentosus

Lactobacillus Material Biotensoativo Portilla et al., 2008

acidophilus lignoceluldsico

Candida Antarctica  Oleo vegetal Biossurfactante Accorsiniet al.,

2012

Bacillus subtilis Suco de caju Surfactina Rocha et al.,2009

Candida lipolytica  Gordura animal Glicolipideo Santos et al., 2013

Nevskia ramosa Efluente de 6leo de  biossurfactante Chooklinet al.,
palma 2013

Leucobacter Melago e glicerol biossurfactante Saimmaiet al.,

komagatae 2012

A produc@o de biossurfactantes a partir de fontes renovdveis € uma

alternativa que visa reduzir os custos, pois os surfactantes sintéticos embora possam ser
téxicos, sdo competitivos, pois o baixo rendimento dos surfactantes bioldgicos restringe
sua aplicagdo (RODRIGUES et al., 2006). Outros fatores como potencial de aplicagdo,
métodos de purificacio e fornecimento continuo da matéria-prima devem ser
considerados para produc¢do em escala industrial (BANAT et al., 2014). A Tabela 5
estabelece a relacdo de vantagem e desvantagens para o uso de matérias-primas de

baixo custo.

Tabela 5 — Vantagens e desvantagens do uso de substratos de baixo custo na produgdo

de biossurfactantes

Vantagens

Desvantagens

O custo de producgido pode ser reduzido

Substratos renovaveis sdo mais

disponiveis

Aumento da produgdo de biossurfactante/
bioemulsionante

Propriedades  funcionais bdsicas do

produto nao mudam

Substrato bruto pode ndo ser especifico
para diferentes organismos

Todos os componentes sdo atoxicos

Substratos contem compostos indesejaveis

E necessério processamento ou tratamento
dos substratos para usi-los como fonte de
carbono ou nitrogénio

O produto final pode apresentar a cor e/ou
impurezas dos substratos (por exemplo,
melago)

Técnicas especiais de purificagdio podem
aumentar o custo de producdo

Dificuldade do fornecimento continuo de
matéria-prima de composicao similar

Uma grande quantidade de substrato para
fornecimento continuo para a producdo

Fonte: Banat et al. (2015).
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2.6  Aplicacao dos biossurfactantes

2.6.1 Indistria Petroquimica

A necessidade de utilizar surfactantes bioldgicos frente aos sintéticos é
atribuida as suas caracteristicas de baixa toxicidade e fécil biodegradabilidade na
natureza (AYED et al., 2013). A aplicacdo de biossurfactantes facilita a extracdo,
transporte e armazenamento do petréleo (BUSTAMANTE; DURAN; DIEZ, 2012).
Dessa forma, os biossurfactantes possuem uma vasta aplica¢do na industria de petréleo
atuando na recuperac¢do melhorada de petréleo (MEOR), perfuracio de pogos, dispersao
de hidrocarbonetos, redu¢do da viscosidade e formagdo de emulsdo (SILVA et al.,
2014).

A producdo de biossurfactantes para uso em biorremediacao foi reportada
por Noparat et al. (2014) a partir de Sphingobacterium spiritivorum produzindo
emulsdo estdvel superior a 40 % para 11 hidrocarbonetos. Paenibacillus sp. isolado a
partir do petréleo em estudo realizado por Gudifia et al. (2015) para a producdo de
bioemulsificante. Géneros de Bacillus foram reportados como cepas capazes de
degradar cadeias longas de alcanos e reduzir a viscosidade de misturas de
hidrocarbonetos sob condicdes anaerdbias (GUDINA et al., 2012). Youssef et al.,
(2013) realizaram testes injetando uma mistura de nutriente e cepas de Bacillus em
pocos para avaliar a recuperagdo de petréleo, os resultados mostraram que a produgdo
do biossurfactante aumentou duas vezes a concentracdo minima necessdria para
mobilizar 6leo retido em nicleos de arenito.

A aplicagado de surfactantes bioldgicos para este fim € um recurso promissor
levando em considera¢do o estudo de moléculas produzidas a partir de outras cepas

produtoras de biossurfactante extremofilicos e hiper-extremofilicos (PERFUMO et al.,

2010).

2.6.2 Industria de Alimentos

Sao utilizados como emulsificantes, na estabilizacdo de emulsdes, formacao
de espuma, consisténcia e textura dos alimentos (AMARAL et al., 2006). O
emulsionante produzidoa partir de Enterobacter cloacae foi caracterizado como agente

de melhoramento da viscosidade de interesse na indudstria alimentar, especialmente
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devido a boa viscosidade observada a pH 4cido, permitindo a sua utilizacdo em
produtos contendo d4cido citrico ou ascérbico (IYED; MODY; JHA, 2006). No
processamento de alimentos, a adi¢cdo de ramnolipideo melhorou a textura e a vida de
prateleira evitando a contaminacdo do produto (HAESENDONCK; VANZEVEREN,
2004).

2.6.3 Outras aplicacdes

A surfactina é conhecida por sua aplicagdo farmacéutica, possui atividade
hemolitica, anti-tumoral e anti-microbiana (CAO et al., 2010; LIU et al., 2012).
Segundo Gudina et al. (2013) certos biossurfactantes como os glicolipideos apresentam
potencial terapéutico, pois apresentam a capacidade para interagir com as membranas
das células de varios organismos, sendo tteis para a administracdo de farmacos. O uso
dessas moléculas reduz a toxicidade gerada pelo uso de surfactantes sintéticos na
formulacdo de microemulsdes associados ao aumento da biodisponibilidade oral do
agente terapéutico e eficiéncia na emulsificacio (RODRIGUES, 2015).

Biossurfactante soforolipideo produzido por Candida sp. foi reportado como
potencial substituto de detergentes devido sua propriedade emulsionante (PRICE et al.,
2012).Sajna et al. (2013) a partir de Pseudozyma sp. obtiveram um biossurfactante
capaz de remover manchas podendo ser utilizado na formulacao de detergentes. Estudo
similar foi realizado por Khaje e Fazaelipoo (2012) onde o biotensoativo produzido por
Pseudomonas aeruginosa foi eficaz na remo¢do de manchas de 6leo comestivel e
chocolate, possuindo uma boa biodegradabilidade.

Outros biossurfactantes possuem aplicacdo na agricultura em formulagdes
de herbicidas e pesticidas, biodegradacdo de poluentes, crescimento de plantas
(SACHDEV et al., 2013). Alguns estudos relacionam a capacidade de microrganismos
na producdo de biossurfactantes na inibi¢do do crescimento de outras culturas para sua
aplicacdo no controle de patégenos de plantas (VATSA et al, 2010). Ramnolipideo
produzido a partir de Pseudomonas sp. apresentou atividade inseticida frente pragas
agricolas do tipo pulgdes (Myzus persicae) afetando a organizagao celular do organismo
apos o tratamento com o biossurfactante (KIM et al., 2011). Jang et al.,(2013) relataram
a produgdo de orfamide A, um biossurfatante com propriedades inseticida.

A aplicagdo na formulagao de produtos cosméticos foi reportada por Morita

et al., (2013) como bom ingrediente na formulacao de hidratantes para pele seca, para
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tratamentos de reparacdo capilar, dentre outros beneficios a partir de biossurfactante
MELSs. Para uso farmacéutico e cosmético por Paenibacillus macerans (LIANG et al.,
2014), os soforolipideo sdo utilizados comercialmente como umectantes, o0s
ramnolipideos sdo apontados como biocompativeis e ideais para uso cosmético
(IRFAN-MAQSOOD; SEDDIQ-SHAMS, 2014),

(VARVARESOU; IAKOVOU, 2015).

assim como os lipopeptideos

2.8 Métodos de recuperacio do biossurfactante

Os métodos de recuperacdo de biossurfactantes correspondem a 60% do
custo total da producdo. A recuperacdo dos biotensoativos depende de sua carga idnica,
solubilidade em 4gua e do local de produgdo (intracelular, extracelular). Os solventes
mais utilizados para extracdo do biossurfactantes sao: cloroférmio, metanol, butanol,
acetato, pentano, hexano, dentre outros (KARDENA et al., 2011). Para o processo de
caracterizacdo da molécula é necessario aplicar outras técnicas como TLC, HPLC,
FTIR, GC-MS de forma combinadas ou individual (RIBEIRO et al, 2012;
CHAKRABORTY et al., 2015; BHARDWAIJ et al., 2015). A Tabela 6 demonstra os

principais métodos utilizados na recuperagdo e as caracteristicas do processo.

Tabela 6 — Métodos de recuperacio de biossurfactantes

Caracteristicas do

Método de recuperaciao

Biossurfactante

processo

Extracdo com solventes
organicos
Centrifugacdo

Adsorcao

Cristalizacdo
Precipitagdo acida

Precipitagdo com acetona

Ultrafiltragao
Fracionamento de espuma

Soforolipideos, liposan e
trealolipideos
Glicolipideos

Lipopeptideos, glicolipideos
e raminolipideos
glicolipideos

Surfactina

Glicolipideos e
biemulsificantes
Glicolipideos, surfactina
Surfactina

Purificagdo parcial

Recuperacio do
surfactante bruto
Alto grau de pureza

Processo em batelada
Eficiente na recuperagao
do surfactante bruto
Meétodo simples e de
baixo custo

Alto grau de pureza
Pureza elevada do
produto

Fonte: Mukherjee et al. (2006); Sourav et al. (2015).

Os altos custos das etapas de downstream dificultam a competi¢cdo dos

biossurfactantes frente aos surfactantes. Dessa forma a aplicagdo dos biossurfactantes
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em setores petroquimicos, ambientais, industrias de tintas e téxteis, permitem a
obtencdo de um produto bruto, ou seja, sem necessidade de etapas adicionais de
purificacdo. Em contrapartida, os biossurfactantes com grau de pureza mais elevado sdo
necessarios para fins farmacéuticos, cosméticos e alimentares (BARCELOS et al.,

2014).
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Avaliar a capacidade da cepa Aureobasidium thailandense em produzir um
tensoativo e/ou emulsificante a partir de fermentacdo submersa, utilizando residuos

agroindustriais como fonte de carbono e nitrogénio.

3.2 Objetivos especificos

. Utilizar a cepa Aureobasidium thailandense para a producdo de biossurfactante a
partir de fermentacdo submersa;

. Avaliar a composicdo do meio fermentativo a partir dos residuos agroindustriais
(4gua residual da producgdo de azeite, melago e d4gua de maceragdo de milho);

. Realizar o estudo da composi¢cdo do meio de cultura através de planejamento
experimental para melhorar a producdo do biossurfactante;

. Realizar a extrac@o do biossurfactante e caracterizar a molécula.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Selecao da cepa produtora de biossurfactante

As culturas foram isoladas pelo Laboratério de Biotecnologia - LABIOTEC,
da Universidade Federal do Ceara (UFC), depositadas na Micoteca UM da Universidade
Federal de Pernambuco. A triagem para avaliar a capacidade para producdo de
biossurfactante foi realizada a partir de 5 cepas de Aureobasidium pullulans (URM
7059, URM 7051, URM 7053, URM 7058), Aureobasidium pullulans (isolada do
peduinculo do caju) e Aureobasidium thailandense (isolada da palha de cana de agucar).

A fermentacdo submersa foi realizada em skaker orbital por 144 horas, a
200 rpm e 28 °C, pH 5,5 em Erlenmeyer contendo 350 mL de meio de cultura, como
mostra a Tabela 7. As amostras foram submetidas a centrifugacao (4000 rpm, 15 min)

para obtencdo do sobrenadante para realizacio das analises.

Tabela 7 — Composicdo do meio de cultura para triagem da levedura produtora de
biossurfactante

Nutriente Composiciao
Carbono (6 g/L) Glicose
Nitrogénio (3g/L) Extrato de levedura
Indutor 2 % (v/v) Azeite de oliva
Sais (1 g/L) KH>PO4

Fonte: Campos et al., 2014 (adaptado).

4.2 Microrganismo

A cultura de Aureobasidium thailandense, selecionada para o processo
fermentativo, foi isolada do peddnculo do caju (Anacardium accidentale L.) por
Holanda (2015) do Laboratério de Biotecnologia - LABIOTEC, da Universidade
Federal do Ceara (UFC). A partir do estoque liofilizado, o microrganismo foi semeado
em meio padrdo - Caldo Batata Dextrose (CBD) ou Caldo Sabouraud (CS) -
(HIMEDIA) para o crescimento e ativagao e incubado a 28°C por 24h, sob agitacdo de
200 rpm. Ap6s esse periodo, foi transferido para placas de Agar Batata Dextrose ou
Agar Sabouraud e novamente foi incubado a 28°C por 72 h. A incubagcio foi realizada

em shaker orbital a 200 rpm e 28°C por 24h.
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4.3 Preparo do inéculo

Para obter o in6culo na fase exponencial de crescimento foi avaliado o
crescimento da levedura durante a ativacao da cultura (24 horas) e aumento da biomassa
(48 horas), utilizando caldo YPD (yeast peptone dextrose) em shaker orbital a 200 rpm
e 28°C. A concentracio de células para o inicio da fermentacdo foi de 1x10” cel/mL, na

propor¢do de 5 % (v/v).

4.4 Producao do biossurfactante

4.4.1 Estudo das fontes de carbono e nitrogénio

A cepa de Aureobasidium thailandense foi submetida aos testes com
diferentes fontes de carbono (melago, glicose, azeite de oliva e dgua residual da
producdo de azeite — OMW) e nitrogénio (extrato de levedura e d4gua de maceraciao do
milho — CSL). O melaco de cana foi gentilmente fornecido pelas Refinarias de Agucar
Reunidas, SA (Portugal) e CSL cedido pelo COPAM: Companhia Portuguesa de
Amidos, SA (Portugal). Em sua composi¢cdo o melago contém 490 g/L. de carboidratos e
0,6 g/L de proteina, enquanto que o CSL possui 75 g /L de carboidratos e 5 g/L de
proteina. Carboidratos e concentragdes de proteina total foram determinados usando os
métodos fenol-sulfirico e Lowry, respectivamente (Dubois et al., 1956; Lowry et al.,
1951).

A composicdo da dgua residual da producdo de azeite foi realizada por
GC/MS, como descrito do item 4.5.7. A Tabela 8 mostra a composi¢do em &acidos

graxos e suas concentragoes.

Tabela 8 — Perfil dos 4cidos graxos da dgua residual da produgdo de azeite (OMW)

Composiciao Concentracao (v/v %)
C16:0 Acido Palmitico 11,9
C16:1 Acido Palmitoleico -
C18:0 Acido Estedrico 3,0
C18:1 Acido Oleico 78,5
C18:2 Acido Linoleico 6,6

C18:3 Acido Linolenico -
C20:0 Acido Eicosanoico -
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A fermentacdo submersa foi realizada em skaker orbital por 144 horas, a
200 rpm e 28 °C, pH 5,5 em Erlenmeyer contendo 200 mL de meio de cultura, como
mostra a Tabela 9. As amostras foram coletadas no intervalo de 24 horas e submetidas a
centrifugacdo (4000 rpm, 15 min) para obtencdo do sobrenadante para realizacdo das

andlises. Os experimentos foram realizados em triplicata.

Tabela 9 — Composicao dos meios de fermentagdo para producio de biossurfactantes

Nutriente Meio 1 Meio 2 Meio 3 Meio 4
Carbono (6 g/L) Melacgo Glicose Glicose Melago
. a Extrato de Extrato de
Nitrogénio (3g/L) levedura CSL levedura CSL
Indutor 2 % (v/v)  Azeite de oliva  Azeite de oliva oMW OMW
Sais (1 g/L) KH>PO4 KH>PO4 KH>PO4 KH>PO4

CSL - Agua de maceracdo de milho; OMW - 4gua residual da produgdo de azeite.

4.4.2 Otimizacdo do meio de cultura

Influéncia das fontes de nitrogénio e concentracio de OMW na producao do

biossurfactante

O estudo preliminar foi realizado com objetivo de analisar o efeito das
fontes de nitrogénio (extrato de levedura e &dgua de maceracdo do milho) e das
concentracdes da dgua residual da producdo de azeite no meio de produgcdo do
biossurfactante. Foram selecionadas trés varidveis a partir dos testes com diferentes
meios de fermentagdo (Tabela 10). O fatorial fracionado 2*!, incluindo 3 repeticdes no
ponto central, totalizando 7 ensaios. Os valores foram gerados no Software Statistica v

7.0 (Statsoft).
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Tabela 10 — Fatorial fracionado (2°!) para selecionar as varidveis mais significativas
segundo seus efeitos

Extrato de leveduras

Ensaios (/L) OMW (v/v) % CSL (g/L)
1 1,0 1,0 2,0
2 2,0 1,0 1,0
3 1,0 3,0 1,0
4 2,0 3,0 2,0
5(C) 1,5 2,0 1,5
6 (C) 1,5 2,0 1,5
7(C) 1,5 2,0 1,5

Estudo das concentracoes de extrato de levedura e OMW na producao do

biossurfactante

Um planejamento fatorial completo (CCRD) foi realizado para otimizar as
concentracdes de extrato de levedura e da dgua residual da produgdo de azeite, que
foram as varidveis significativas de acordo com o planejamento fatorial fracionado. O
experimento foi conduzido com duas varidveis em dois niveis (2%) incluindo 4 ensaios
nas condi¢des axiais e trés repeticdes no ponto central, totalizando 11 ensaios (Tabela

11). O planejamento foi gerado no Software Statistica v 7.0 (Statsoft).

Tabela 11 — Planejamento completo para otimizacdo do meio de cultura (DCCR- 2?)

Ensaios OMW (v/v) % Extrato de levedura (g/L)
1 1,00 1,50
2 1,00 4,50
3 1,00 1,50
4 3,00 4,50
5 0,58 3,00
6 3,41 3,00
7 2,00 0,87
8 2,00 5,12
9 (O 2,00 3,00
10 (C) 2,00 3,00
11 (C) 2,00 3,00

4.5 Métodos analiticos

4.5.1 Determinacao de aciicar redutor
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O método utilizado para quantificar a concentracdo de acucares redutores
em g/L é baseado no método de Miller utilizando o reagente de DNS. O teste baseia-se
na reacdo entre o agucar redutor e o dcido 3,5-dinitrosalicilico (cor amarelo), que é
reduzido a um composto colorido avermelhado, a leitura ¢é realizada em
espectrofotometro com absorbancia de 540nm (MILLER, 1959). A curva de calibragcao
foi preparada a partir da de uma solugdo de glicose com concentragdes de 0,2 g/L. a 3
g/L, foram adicionados 0,5 mL de cada solu¢do padrao e 0,5 mL da solu¢do de DNS.
Posteriormente a mistura foi aquecida a 100°C por 5 minutos e resfriada em banho de

gelo e a absorbancia medida em um espectrofotometro (UV/VISJasco V- 560).

4.5.2 Avaliacdo da biomassa

Os sobrenadantes de cada cultura foram submetidos ao processo de
centrifugacao (4000 rpm, 15 min) para a lavagem das células. A secagem foi realizada

em estufa de circulagdo de ar, a 80°C por 24 horas para obter o peso seco constante

(SANTOS, 1996).

4.5.3 pH

O pH do meio de fermentagdo foi determinado através da leitura em

potencidmetro (Adamo), calibrado com solugdes tampao de pH 4,0 e pH 7,0.

4.5.4 Contagem de células vidveis

A contagem de células vidveis foi realizada em camara de Neubauer e
observada ao microscopio 6ptico na objetiva de 40x (Zeiss). A suspensdo de levedura
corada com azul de metileno para determinar as células vidveis expressa em células/ mL

(ANTONINI, 2004).

4.5.5 Determinacao da tensao superficial

A tensdo superficial foi medida no tensiometro modelo alemdo Kruss (K-6),

que utiliza o método do anel (RODRIGUES et al., 2006). As andlises foram realizadas

com o sobrenadante obtido apds a centrifugacdo da amostra bruta, a uma temperatura de
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25°C. Foram realizadas duas medidas para cada ponto em estudo, sendo considerada a
média aritmética dos resultados de cada fermentacdo realizada em triplicata. O

tensidmetro foi calibrado com dgua destilada.
4.5.6 Determinagdo do indice de emulsificacdo

O indice foi determinado de acordo com o método de Wei et al. (2005).
Foram adicionados a tubos de ensaio 2,0 mL do sobrenadante e 2,0 mL de hexadecano.
A mistura foi agitada em voértex por 2 minutos e permaneceu em repouso por 24

horas.O indice de emulsificac¢ao foi determinado pela Equacao (1).

Hemulsao

Onde:
E»4 = indice de emulsificacao apds 24h (%)
Hemuisao = Altura da emulsao (cm)

« = Altura total

4.5.7 Caracterizagdo das dguas residuais da producdo de azeite

A andlise da dgua residual da producdo de azeite (olive mill wastewater) foi
realizada em parceria com o Nucleo de Andlise e Desenvolvimento de Processos
(NADP) do Departamento de Engenharia de Quimica da Universidade Federal do Ceara
— UFC, supervisionado pelo Professor Dr. Fabiano André Narciso Fernandes.

O residuo liofilizado foi adicionado a uma mistura contendo 5 mL de
metanol e 15 pL de H>SO4 sendo submetida a temperatura de 60 °C durante 1 hora,
para obter a amostra esterificada. A andlise foi realizada em quadrupolo simples
THermos ISQ GC/MS. A temperatura foi programada para o intervalo 303 K a 573 K,
com uma coluna capilar OV-1 (30 m x 0,25 mm ID x filme de 0,25 mm) utilizando gis

hélio a 1,0 mL/min para separacdo e identificacdo dos ésteres metilicos.
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4.5.8 Método de extracdo do biossurfactante

O biossurfactante foi extraido a partir do sobrenadante da fermentacao livre
de células pelo método Folch, na proporcao (1:1) cloroférmio/sobrenadante. A mistura
foi homogeneizada por 30 minutos e a fase organica foi separada em funil de separacdo
apo6s 24 horas. O cloroférmio foi evaporado em rotaevaporador a 40°C por 40 minutos
(FOLCH; LESS; STANLEY, 1956). Apos evaporacdo do solvente o biossurfactante

bruto foi congelado e liofilizado para posterior caracterizagao molecular.

4.5.9 Determinagdo da concentragcdo micelar critica (CMC)

A concentracdo micelar critica (CMC) foi representada graficamente a partir
da tensao superficial em funcdo do logaritmo da concentracdo do biossurfactante. As
concentragdes variaram de 5 a 0,001 mg/mL e foram preparadas a partir do
biossurfactante liofilizado em dgua destilada. A partir dessa relacdo foi encontrado no
ponto de interseccdo entre as duas retas o valor que melhor se adapta aos dados de pré e
p6s-CMC. A tensao de superficial de cada amostra foi medida pelo método do anel a
temperatura ambiente (25 °C). As medicdes foram realizadas em duplicata (GUDINA et

al., 2010).

4.5.10 Caracterizacdo do biossurfactante bruto

As andlises foram realizadas em parceria com o Nucleo de Andlise e
Desenvolvimento de Processos (NADP) do Departamento de Engenharia de Quimica da
Universidade Federal do Ceard — UFC, supervisionado pelo Professor Dr. Fabiano

Fernandes.

4.5.10.1 Andlise de Fourier espectrometria de infravermelho (FT-IR)

A identificacdo dos grupos funcionais do biossurfactante foi realizada por
FTIR.O modelo utilizado de FTIR foi Cary 630, em comprimentos de onda de 700 a
4000 cm™, com uma resoluciio espectral de 1 cm™. Todas as analises foram realizadas

em triplicata. Amostra foi aplicada diretamente no equipamento.
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4.5.10.2 Espectrometria de massa

A andlise foi realizada em quadrupolo simples THermos ISQ GC/MS. A
temperatura foi programada para o intervalo 303 K a 573 K, com uma coluna capilar
OV-1 30 m x 0,25 mm ID x filme de 0,25 mm) utilizando gés hélio a 1,0 mL/min para

separacdo e a identificacdo dos ésteres metilicos.

4.5.10.3 Ressondncia magnética nuclear

A analises de RMN foram realizadas em um equipamento Agilent 600-MHz
a 298 K utilizando cloroférmio deuterado como solvente. O espectro de RMN foi
processado através da multiplicacdo exponencial dos FIDs por um fator de 0.3 Hz com

transformada de Fourrier de 64K pontos. A integracao do sinal foi manual.

4.5.11 Analise de dispersio em petréleo bruto

A capacidade de dispersio da camada de petréleo bruto foi realizada
adicionando 10 mL de 4gua destilada em placa de Petri de 5 cm, utilizando 700 puL de
petréleo e 40 uLL do agente surfactante SDS ou biossurfactante liofilizado (diluido em
dgua destilada) na concentracdo de 10 mg/mL. O controle foi realizado substituindo a
amostra por dgua destilada. A capacidade de dispersdo foi determinada a partir do
didmetro da zona clara. Os ensaios foram realizados em triplicata a partir da mesma

amostra (RODRIGUES et al., 2006).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Seleciao da cepa produtora de biossurfactante

Screening prévio foi realizado a partir dos valores de reduc¢do da tensao
superficial do caldo fermentado e formagdo de emulsdo com hexadecano, como mostra
a Tabela 12. De acordo com os resultados a levedura Aureobasidium thailandense
favoreceu uma maior reducdo da tensao superficial (15, 3 mN/m) do caldo fermentado
se comparada as demais leveduras, obtendo um indice de emulsificacdo (E24) de 63%.
Dessa forma a cepa de Aureobasidium thailandense foi selecionada para realizar os
estudos posteriores para a producdo de biossurfactante a partir das fontes de carbono e

nitrogénio de baixo custo.

Tabela 12 — Screening para selecao de levedura produtora de biossurfactante realizada
em skaker orbital por 144 horas

Microrganismo TSi TSr ATS Indice de
° (mN/m) (mN/m) (mN/m)  emulsio (E24 %)

Aureobasidium

pullulans URM 7059 43,3 40,1 8,20 0
Aureobasidium

pullulans URM 7051 48,3 35,3 13,0 0
Aureobasidium

pullulans URM 7053 48,3 36,0 12,3 0
Aureobasidium

pullulans URM 7058 48,3 37,5 10,8 0
Aureobasidium 483 465 180 .

pullulans
Auregbaszdzum 483 330 153 6.0
thailandense

TSr: Tensdo superficial inicial; TSr: Tensdo superficial final; ATS: Redugao da tensdo superficial.

5.2 Preparo do in6culo

O preparo da cultura de A. thailandense foi acompanhado a partir das curvas
de biomassa e actcar redutor (Figura 3), com o intuito de conhecer o tempo ideal para o
crescimento da cultura, aproveitando melhor seu metabolismo na producdo do
biossurfactante. O inicio da fase exponencial de crescimento € atingido em 12 horas de
incubacdo (Figura 3a). A mesma fase de crescimento foi observada para o indculo

(Figura 3b), com a biomassa atingindo 60 g/L. e consumo do agtcar redutor em quase 50
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% do total. Segundo Madigan et al. (2010) durante essa fase o microrganismo encontra-
se apto a divisdo celular, sendo considerado o periodo em que a célula apresenta
condi¢des para um metabolismo saudavel. Portanto o tempo de 12 horas foi considerado
ideal para a inocula¢do no meio de fermentac@o. A concentracio de células para o inicio

da fermentacio foi de 1x107 cel/mL, na proporcio de 5 % (v/v).

Figura 3 — Influéncia do tempo na producdo de biomassa e consumo de agucares
redutores em (a) pré-indculo e indculo (b) de Aureobasidium thailandense em caldo
YPD em shaker a 200 rpm e 28 °C
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5.3 Composicao do meio de fermentacao a partir de residuos de baixo custo

Os resultados para producdo de biossurfactante por A. thailandense,
descrevem os valores de reducdo de tensao superficial e capacidade emulsificante de n-
hexadecano. Esses dados foram mensurados a partir do meio de cultivo livre de células
(Tabelas 13 a 16). A composi¢ao dos meios de cultura encontra-se no item 4.4.1.

Segundo a Tabela 13 a composi¢cdo do meio de cultura contendo melaco
(fonte de carbono) favoreceu a producdo do biossurfactante por A. thailandense,
reduzindo a tensdo superficial do caldo fermentado de 50 mN/m para 33 = 1,4 mN/m
em 48 horas de fermentacdo. O biossurfactante produzido ndo apresentou capacidade
para emulsionar hexadecano. A reducdo de tensdo superficial foi de 17,0 £ 1,4 mN/m ao
final das 48 horas de fermentagdo, valores préximos foram relatados por Solaiman et
al. (2007) a partir de Candida bombicola, Bacillus subtilis B20 com AST 14 mN/m e
AST 20 mN/m por Pseudozyma aphidis (DZIEGIELEWSKA; ADAMCZAK, 2013).
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Tabela 13 — Producdo de biossurfactante por A. thailandense em meio fermentativo
composto por melaco (6 g/L) e azeite de oliva (2% v/v) como fonte de carbono

Tempo Actcar Células Tensao superficial
(h) redutor viaveis (mN/m) E24 (%)

(g/L) (cel/mL) TS ATS
0 6,36 £ 0 1,28x 10° 50,00 0 0
24 9,92 +0,2 1,10x 108 3500 15+0 0
48 16,00 8,16 x 10" 33,014 17+1,4 0
72 13,0+ 0,5 2,16x 107 33,0+14 17+14 0
96 13,76 £ 0,8 1,54 x 10 32,5+0,7 17+£0,7 0
120 5,600 0 32,5+0,7 17 +£0,7 0
144 4,55+0 0 32,5+0,7 17+£0,7 0

TS: Tensao superficial; ATS: Redug¢do da tensdo superficial; E»4: Indice de emulsio.

A substituicdo do extrato de levedura pela dgua de maceracdo do milho
(CSL - corn steep liguor) como fonte de nitrogé€nio (Tabela 14) resultou na reducdo da
tensdo superficial de 12 + 2,1 mN/m do caldo fermentado apds 48 horas de fermentacao.
Ap6s esse periodo os valores de tensdo aumentaram provavelmente pelo consumo da
molécula tensoativa pela levedura e/ou degradacdo do biossurfactante. O CSL como
fonte de nitrogénio ndo favoreceu a produgcdao de uma molécula com boa capacidade
tensoativa, mas favoreceu a producido de uma molécula com propriedade emulsificante
apos 96 horas de fermentagdo. A partir de 96 horas pode-se verificar um indice de

emulsificagdo (E24) =44 £ 3,3 %.

Tabela 14 — Producdo de biossurfactante por A. thailandense em meio fermentativo
composto por glicose (6 g/L) e azeite de oliva (2% v/v) como fonte de carbono, dgua de
maceracao do milho (3 g/L) como fonte de nitrogénio

Tempo Aciicar C .é)lula.us Tensez;)n ?\?/I:s;ﬁaal
(h) redutor viaveis TS E24 (%)
(g/L) (cel/mL) ATS
0 58+04 8 x 10° 49,5 +0,7 0 0
24 1,40 +0 6x 107 39,0+0 10,5+ 0,7 0
48 1,50 +0,2 72 x 10° 37,0+2,5 12,5+2,1 0
72 1,45+0,5 8x 10° 41,0+25 85+25 0
96 1,40+ 0 8 x 10* 43,0+0 6,5+0,7 44,0 £33
120 1,40 +0 8 x 10* 42,0+0 7,5+0,7 47,0+ 1,1
144 1,40+ 0 8x 103 42,0+0 7,5+0,7 51,023

TS: Tensao superficial; ATS: Redug¢do da tensdo superficial; E»4: Indice de emulsio.

A substitui¢do de azeite de oliva pelo residuo da produgao de azeite (olive
mill wastewater), segundo os resultados apresentados na Tabela 15, favoreceu a

producdo do biossurfactante, reduzindo a tensdo superficial em 18 = 2,0 mN/m no
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decorrer de 48 horas de fermentagdo. O biotensoativo produzido apresentou boa
capacidade para formar emulsdo com valores de Eo4 de até 53 %. A partir dessa
combinacdo de nutrientes a levedura A. thailandense pode ter sua acdo comparada ao
género Pseudomonas considerado um dos melhores produtores de biossurfactantes
(APARMA; SRINIKETHANA; SMITHA, 2012). Saikia et al. (2014) analisaram a
capacidade surfactante em fermentacdo submersa por Pseudomonas aeruginosa RS29
onde a reducdo da tensdo do meio foi de 8 mN/m e Ez4 de 67 %, utilizando o azeite de
oliva como unica fonte de carbono. Outro fator importante é que o aproveitamento da
agua residual da producgdo de azeite reduz os custos da producdo e minimiza o impacto
ao meio ambiente. Segundo Ramirez et al. (2015) a OMW ndo gera problemas nas

etapas de downstream, facilitando os processos de separacao.

Tabela 15 — Producdo de biossurfactante por A. thailandense em meio fermentativo
composto por glicose (6 g/L) e dgua residual da produgado de azeite (2% v/v) como fonte
de carbono

Tempo Aciicar C .é)lula.us Tensaz;)n i;/[:;&;’flaal
(h) redutor viaveis TS TS E24 (%)
(g/L) (cel/mL)

0 72005 1,12x10°  50,5+0,7 0 0

24 1,00 +£0,2 8,0 x 10’ 35,5+0,7 15+0,7 16 +0
48 0,42 +0,6 3,6 x 107 320+14 18+2,0 50+0
72 0,40+035 2,4x10’ 32,5+21 16 £2,5 53 +4,7
96 0,33+0 2,3x 107 32,5+0,7 18 £0,7 53 +4,7
120 0,33+0 2,4 x 107 32,0+0 18,5+ 0,7 53+0
144 0,30+ 0 1,44 x 10’ 3200 18,5+0,7 53+0

TS: Tensao superficial; ATS: Redugdo da tensdo superficial; Ea: Indice de emulsio.

O tensoativo produzido por A. thailandense no meio de cultura composto
por todos os residuos (melago, CSL e OMW) favoreceu a redugdo da tensdo superficial
em 15 £+ 1,4 mN/m a partir de 48 horas de fermentacdo (Tabela 16). Segundo Rufino et
al. (2014) uma reducdo de 50% da tensdo foi observada para o caldo fermentado por
Candida lipolytica a partir de meio composto por residuos de soja. A combinacdo de
residuos como unica fonte de nutrientes também foi reportada por Fontes et al. (2012)
obtendo variagdo da tensdo superficial de 18 mN/m utilizando glicerina e suco de frutas
clarificado para fermentacao por Yarrowia lipolytica. Jara et al. (2013) utilizaram meio
composto por 6leo de palma e dgua de maceracdo do milho para a sintese de

biossurfactante por Geobacillus stearothermophilus.
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Tabela 16 — Producdo de biossurfactante por A. thailandense em meio fermentativo
composto por melaco (6 g/L), dgua residual da producdo de azeite (2% v/v) e dgua de
maceracdo de milho (3 g/L)

, . Tensao superficial
Acucar Células
Telll:p 0 redutor viaveis (mN/m) E24 (%)

(h) (@L)  (cel/mL) TS ATS
0 6,4+0,5 1,4 x 10° 50,0+ 1,4 0 0
24 8,9+0,6 2,3x 107 435+2,1 6,5+0,7 0
48 6,5+04 4,2 x 10’ 3500 15+14 0
72 4,8+0 8,8 x 10° 340+0 16+14 0
96 45+0 7,6 x 10° 36,5+0,7 13,5+0,7 0
120 34+0,5 4,8 x 10° 340+14 16 £2.8 0
144 2,8+04 2,4 x 10° 340+ 1,4 16 2,8 0

TS: Tensao superficial; ATS: Redugdo da tensdo superficial; Eaa: Indice de emulsdo.

O aumento da tensdo superficial em 96 horas de fermentacdo pode estar
relacionado a duas hipéteses: consumo do biossurfactante e/ou degradacdo da molécula,
o mesmo fato ocorrido ao meio de cultura 2 desse trabalho. Maass et al. (2015)
relacionou a queda no rendimento do tensoativo a producio de proteases ou a processos
de regulacao de sintese do biossurfactante pela bactéria.

Os testes preliminares realizados com as diferentes combinagdes de residuos
de baixo custo demonstraram que a cepa A. thailandense possui a capacidade para
produzir uma molécula com propriedades tensoativas e capacidade emulsificante em 24
horas de fermentacdo. Em condi¢des diferentes para substratos como fonte de carbono
(hidrofébico e hidrofilico) e nitrogénio a levedura foi capaz de reduzir a tensdo inicial
do meio fermentativo. Baseado nos resultados obtidos a partir do meio composto por
dgua residual da producdao de azeite, glicose, extrato de levedura e/ou dgua de
maceracdo do milho e KH>POs, o estudo dos efeitos destes componentes € a otimizagao

do meio de fermentagdo foi realizada através de técnicas de planejamento experimental.

5.4 Otimizacao da composicao do meio de fermentaciao

Os testes mostraram que o meio fermentativo 3 (6g/L de glicose, 3g/L de
extrato de levedura, 2% (v/v) OMW e 1g/LL de KH2POy) favoreceu uma boa produgdo
de biossurfactante, se comparado aos demais. Portanto foi realizado um estudo dos

efeitos destes componentes na redugdo da tensdo superficial do caldo fermentado a
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partir das duas fontes de nitrogénio (extrato de levedura e 4gua de maceracao do milho)

e as concentragdes de dgua residual da produgdo de azeite (Tabela 17).

Tabela 17 — Valores utilizados no fatorial fracionado (2*!) para selecionar as varidveis
segundo seus efeitos e seus resultados para a reducdo da tensdo superficial do caldo
fermentado por A. thailandense em 48 horas.

Ensaios I%z?::itgrge OMw CSL TS: TSr A TS
(/L) (%) (g/L) (mN/m) (mN/m) (mN/m)
1 1,0 1,0 2.0 37 33 4
2 2,0 1,0 1,0 49 30 19
3 1,0 3,0 1,0 52 30 22
4 2,0 3,0 2,0 47 34 13
5(C) 1,5 2,0 1,5 49 33 16
6 (C) 1,5 2,0 1,5 50 32 18
7(C) 1,5 2,0 1,5 48 30 18

TSr: tensdo superficial inicial; TSr: tensdo superficial final; ATS: reducdo da tensio superficial.

Figura 4 — Diagrama de Pareto com o efeito estimado das fontes de nitrogénio e carbono
na producao de biossurfactante por A. thailandense

(3) CSL -5,12793

(2) OMW 2.563964

(1) Extrato de

levedura 1.281982

p=.1

Através do Diagrama de Pareto (Figura 4), observa-se que a 4gua de
maceracdo do milho (CSL) apresentou efeito significativo e negativo e a dgua residual
(olive mill wastewater - OMW) apresentou efeito significativo e positivo (p<0,1). A
razdo entre o carbono e o nitrogénio (C/N) € um dos fatores que mais influenciam a
producgdo do biossurfactante (VELIOGLUE UREK, 2015; ABOUSEOUD et al., 2008;
WUet al., 2008). O CSL utilizado possui 75 g/LL de carboidratos, este acréscimo de
acucares favorece o aumento do crescimento celular, mas segundo Bajaj et al. (2012)

simultaneamente reduz a produg¢do do biossurfactante. Outro fator que pode ter
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2z

influenciado esse efeito negativo € a relacdo entre a concentracdo de nitrogénio e a
producdo de biossurfactante. Segundo Decesaro et al. (2013) a produgdao de
biossurfactante geralmente ocorre em concentragdes limitantes de nitrogénio. Esse fato
pode estar relacionado coma taxa metabdlica de nitrogénio, ou seja, o CSL
possivelmente foi uma fonte que proporcionou um metabolismo mais lento do
nitrogénio, mas o extrato de levedura foi uma fonte de nitrogénio mais disponivel a
sintese do biossurfactante. Segundo Kosaric et al. (1984) e Santos et al., (2002) o uso de
uma fonte lentamente metabolizada, pode ter um efeito semelhante aos baixos niveis de
nitrogénio, que reduz a sintese de enzimas envolvidas na producdo de lipideos e
consequentemente do biossurfactante. Manivasagan et al. (2014) concluiu que o extrato
de levedura foi uma boa fonte de nitrogénio para a sintese do biossurfactante por

Streptomyces sp.

5.4.1Planejamento experimental para otimizacdo do meio de cultura

Os resultados do planejamento composto central (DCCR) 22 estdo descritos
nas Tabelas 18 e 19 e suas respectivas superficies de reposta nas Figuras 9 e 10. Os
valores de reducdo de tensdo superficial do meio livre de célula demonstraram que as
maiores concentragdes de extrato de levedura (4,5 g/L e 5,1 g/L) foram as que
resultaram em menor reducdo da tensdo superficial assim como as de OMW (3,0 % e
3,4 %) confirmando que a producdo do biossurfactante acontece em condi¢des

limitantes de nitrogénio.

Tabela 18 — Valores do planejamento composto central (22) para producdo de emulsio
(n-hexadecano) por A. thailandense durante 48 horas de fermentagdao

. Extrato de OMW Indice de emulsio (E24%)
Ensaios levedura (%) 24 h 48 h
(g/L)
1 1,50 1,00 13,3 40
2 4,50 1,00 16,6 40
3 1,50 1,00 33,3 20
4 4,50 3,00 23,3 66,6
5 3,00 0,58 0 60
6 3,00 3,40 23,3 66,6
7 0,87 2,00 23,3 16,6
8 5,10 2,00 0 50
9 (O 3,00 2,00 20 63,3
10(C) 3,00 2,00 33,3 60

11 (C) 3,00 2,00 10 63
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Tabela 19 — Valores do planejamento composto central (2%) e resultados obtidos de
tensdo superficial do meio de fermentacdo para producdo de biossurfactante por A.

thailandense durante 48 horas de fermentacao

Extrato de Tensao superficial (mN/m)
. oMW
Ensaios levedura
(g/L) (%) TSt TSaan  TSash  ATS2an  ATSasn
1 1,50 1,00 60 33 31 27 29
2 4,50 1,00 53 32 30 21 23
3 1,50 1,00 53 31 30 22 23
4 4,50 3,00 50 31 29 19 21
5 3,00 0,58 55 31 30 24 25
6 3,00 3,40 50 30 29 20 21
7 0,87 2,00 55 31 30 24 25
8 5,10 2,00 51 32 30 19 21
9(C) 3,00 2,00 55 31 29 24 26
10(C) 3,00 2,00 56 29 29 27 27
11 (C) 3,00 2,00 58 31 30 27 28

TSi: Tensdo superficial em O horas; ATS: redu¢@o da tensdo superficial

A producdo do biossurfactante resultou em bons valores de reducdo de
tensdo superficial, na faixa de ATS 21 mN/m a 29 mN/m (Tabela 19) a partir de uma
fonte de nitrogénio orgénica (extrato de levedura). Fontes ef al. (2010) em estudo para
otimizar a producdo de biossurfactante por Yarrowia lipolytica reportaram os maiores
valores de reducao de tensdo utilizando 0,5 g/L (extrato de levedura) e 10 g/L (sulfato
de amdnio), a variacdo maxima foi de 19,5 mN/m e Eo4 (81,3%) em 120 horas de
fermentacdo. Mutalik er al. (2008) utilizaram duas fontes de nitrogé€nio organicas
(extrato de leveduras e peptona) em concentragcdes de 6,92 g/L e 19,65 g/L,
respectivamente em 48 horas de fermentacdo por Rhodococcus spp. Certos
microrganismos possuem apenas a capacidade para produzir moléculas com
caracteristicas emulsificante, como reportado por Taran et al. (2012) a partir de
Haloarcula sp. em meio contento 4% de azeite de oliva (Exs= 40%). De acordo com os

resultados obtidos a partir do planejamento experimental (Tabelas 18 e 19) pode-se
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verificar que a cepa de Aureobasidium thailandense produz um surfactante com

propriedade tensoativa e bioemulsionante.

O modelo de regressao obtido para predizer a reducdo da tensdo superficial

esta representado pela Equacgdo 2.

Z=17,9 +3,95x — 0,87x2 + 5,85y — 1,97y + 0,21 xy )

Onde:
Z = Reducdo da tensdo superficial (mN/m);
Y = Concentracdo de OMW % (v/v);

X = Concentracao de extrato de levedura (g/L).

De acordo com a Tabela 20, o valor de Fcaculado (13,47) para o modelo
estatistico foi maior que 0 Fiabelado (5,05) ao nivel de confianga de 95%. Pode-se concluir
que o modelo se ajusta aos dados experimentais (R = 0,93), demonstrando proximidade
entre os resultados experimentais e os valores tedricos previstos pelos resultados obtidos

na Equacao 2.

Tabela 20 — ANOVA para producdo de biossurfactante por A. thailandense

Fonte de variaciio Soma de Graus de Quadrado Feale
quadrados liberdade médio
Regressao 96,90 5 19,38
Residuos 7,19 5 1,438 13,47
Total 104,09 10 10,40

Fs.5.0,05= 5,05

As superficies de resposta apresentam valores de 6timo para a producdo do
biossurfactantes por Aureobasidium thailandense. Os valores de maximo gerado pelo
modelo segundo a Figura 5 demonstram que em 24 horas de fermentacdo a
concentracdo 6tima para extrato de levedura serd de 2,1 g/l e OMW de 1,4 % para uma

resposta de ATS 27 mN/m.



Figura 5— Superficie de resposta obtida a partir dos resultados do
planejamento experimental para a otimizacdo das concentracdes de

extrato de levedura e OMW para producgdo de biossurfactante por A.
thailandense em 24 horas
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Figura 6 — Superficie de resposta obtida a partir dos resultados do
planejamento experimental para a otimizacdo das concentracdes de

extrato de levedura e OMW para producgdo de biossurfactante por A.
thailandense em 48 horas
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Fontes et al. (2012) relataram o aproveitamento de duas fontes de carbono
na producdo de surfactante por Yarrowia lipolytica, o estudo demonstrou que o glicerol
e o suco de caju clarificado apresentaram AST de 22 mN/m e 18 mN/m,
respectivamente.Valor superior foi obtido por A. thailandense em redugdo da tensdo
superficial do meio livre de células de 28,2 mN/m, utilizando 1,97 g/L de extrato de
levedura e 1,3 % v/v de OMW (1,3 %) otimizadas (Figura 6).

Para a validacdo do planejamento (DCCR) foi realizado a repeti¢do segundo
os valores criticos (valores de maxima resposta de ATS) gerados a partir da superficie
de resposta. Tais valores para o extrato de levedura e OMW estdo descritos na Tabela

21.

Tabela 21 — Composi¢cdo do meio de fermentagdo otimizado para a producdo de
biossurfactante por A. thailandense

Fatores Concentraciao
Extrato de levedura 2 g/l
OMW 1,5% (vIv)*
Glicose 6 g/L
KH>PO4 1 g/L

*média dos valores criticos gerados pelo planejamento (DCCR) em 24 h e 48 h.

A composicio do meio de cultura otimizado reduziu em 66% a
concentracdo de extrato de levedura utilizado nos ensaios iniciais. Verificou-se que a
condicdo de 2 g/LL favoreceu o aumento de AST em combinacdo com 1,5 % de OMW.
Pode-se observar que a concentragdo ideal da fonte hidrofébica de carbono (OMW),
favoreceu o aumento da producdo do tensoativo, assim como citado por Bajaj et al.
(2012) que descreveram a importincia desse parametro para a sintese de
biossurfactante. Essa relacdo também pode ser descrita a partir do efeito da condicao
limitante de nitrogénio ao meio e a concentracdo de OMW, fato esse citado por Mateo e
Maicas (2015) como fator relevante para o acréscimo de fragdes lipidicas, o que pode
ter favorecido a produgdo do biossurfactante nesse estudo.

Os valores de méximo gerados através da superficie de resposta (estimados
pelo modelo) apresentaram boa corre¢do com os valores obtidos experimentalmente.
Portanto a partir dos valores criticos gerados para o extrato de levedura e OMW ¢é

possivel obter pontos de maxima redugdo da tensdo superficial (Tabela 22).
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Tabela 22 — Resultados da validac@o do planejamento experimental (DCCR)

Tempo (h) TS A TS obtida A TS estimada
(mN/m) (mN/m) (mN/m)
24 30+0,6 27 +2,54 27,0%4
48 30+0,0 28 + 2,61 28,284

Valores sdo média + desvio. Valores com letras mintsculas iguais na mesma linha e letras maidsculas
iguais na mesma coluna ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p < 0,05). TS: Tensao superficial; ATS:
reducdo da tensdo superficial. TSy: 57,6 £ 2,5 mN/m.

De acordo com os valores observados na Tabela 22, o tempo de 24 horas de
fermentacdo foi suficiente para producdo do biossurfactante, promovendo a redugdo
maxima da tensdo superficial do meio. Esses valores ndo diferiram significativamente
dos estimados pelo planejamento experimental (DCCR). Najafi et al. (2011) otimizou a
producdo com ATS de 27 mN/m a partir de Paenibacillus alve em 30 horas de
fermentacdo. A cepa de Aureobasidium thailandense foi capaz de produzir um bom
surfactante com caracteristicas tensoativas e emulsificante (n-hexadecano) a partir do
residuo da producdo de azeite de oliva como fonte de carbono secundaria. Nao foram
encontrados estudos para a levedura A. thailandense que possam relaciond-la com sua
capacidade de produzir surfactantes, apenas outras espécies como A. pullulans (KIM et

al., 2015).

5.5 Caracterizacio do biossurfactante

5.5.1 Concentracdo micelar critica (CMC)

A CMC foi determinada através do biossurfactante bruto, as dilui¢des foram
realizadas a partir da solugdo inicial (5 mg/mL). O biossurfactante produzido por A.
thailandense apresentou valor de CMC de 550 mg/L, reduzindo a tensdo superficial da
dgua de 72 + 0,8 mN/m para 33 mN/m (Figura 7). A partir desse dado pode-se
considerar o biotensoativo um bom agente surfactante, pois reduz a tensdo da dgua a
valores préximos de 35 mN/m (DESAI; BANAT, 1997). A producdo apresentou
rendimento de 139 + 16 mg/L de biossurfactante bruto durante 48 horas de fermentacao.
A otimizac¢do do meio de cultura na produgdo de surfactina foi reportado por Liu et al.
(2012) e Rocha et al. (2008) obtiveram rendimento méximo de 134,2 mg/L e 3,5 mg/L,

respectivamente.
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Bhardwaj et al. (2015) obteve um CMC de 330 mg/L a partir de uma nova cultura de
Fusarium proliferatum reduzindo a tensdo da dgua de 71,2 mN/m para 36,6 mN/m.
Oliveira e Cruz (2013) avaliaram a produ¢do de biossurfactante por Bacillus pumilus
utilizando 6leo de fritura como fonte de carbono obtendo CMC de 200 mg/L. O valores
de CMC sofrem influéncia ndo somente das propriedades da molécula, mas dos fatores
relacionados a composicdo do meio de cultura e o grau de purificacio do
biossurfactante. Segundo Franca et al. (2015) a producao de surfactina bruta a partir de
Bacillus subtilis apresentou valor de CMC de 25 mg/L, e quando comparada a
surfactina purificada (Sigma) o valor pode aproximar-se a uma faixa de 7,8 — 20,7
mg/L. Portanto o CMC do biossurfactante produzido por A. thailandense pode ser
reduzido a concentracdes menores a partir da molécula do biotensoativo purificada.
Assim como foi relatado por Marin et al. (2015) onde a producdo de surfactina a partir
de Bacillus subtilis apresentou valores de CMC entre 64 — 1394 mg/L. A CMC desse
estudo encontra-se na faixa (1000-2000 mg/L) de alguns surfactantes sintéticos como

SDS (docedil sulfato de sédio) e trimetil tetradecil brometo de amoénio (TTBA),

respectivamente.
Figura 7 - Tensdao superficial em funcdo do logaritmo da
concentracdo de biossurfactante produzido por A. thailandense.

80

70 CMC=550 mg/L
50
50 -
40
20 .

10

Tensfio superficial (imN/m)

0

1 10 100 1000 10000

Concentracio de biossurfactante (mg/L)

5.5.2 Fourier espectrometria de infravermelho (FT-IR), Espectrograma de massa e

Ressondncia magnética nuclear (RMN)

O espectro de FT-IR do biossurfactante estd representado na Figura 8 onde

sao demonstrados os picos referentes aos grupos funcionais atribuidos. O espectro
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obtido mostrou os grupos de hidratos de carbono — OH, nas bandas 3285 cm™. O pico
2953 foi relacionado ao grupo = C — H atribuidas a dcidos graxos. Nas bandas 1712 cm’!
e 1633 cm™! foram confirmadas a presenca dos grupos de ésteres insaturados (C = O, - C
= C -), o pico 1407 cm™' corresponde ao grupo — CHz. O dltimo pico 2852 cm, de

maior absor¢ao foi atribuido a um grupamento éster.

Figura 8 — Espectro de FTIR do biossurfactante produzido por A.
thailandense. Os grupos funcionais foram atribuidos aos
comprimentos de onda 3285 cm (- OH), 2953 cm! (= C — H),
1712 cm! (C = 0), 1633 cm™ (- C = C -), 1407 cm™ (- CH) e
2852 (-C-0-C)
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Figura 9 - Espectrograma de massa do biossurfactante
produzido por A. thailandense
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O espectrograma de massa mostrou que a estrutura molecular do
biossurfactante € similar a uma molécula de Ci2, no pico 9,82, o pico 9,30 foi
relacionado a impureza do equipamento (Figura 9). Essa estrutura corresponde a CH3 —
(CH2)10 —, onde sua porcdo éster nao foi identificada. A técnica de ressonancia
magnética nuclear (RMN) foi aplicada para determinar o grupamento éster. O resultado

obtido a partir do biossurfactante bruto estd representado na Figura 10.

Figura 10 — Ressonancia magnética nuclear (RMN) do biossurfactante produzido
por A. thailandense

Clorofédrmio Graxa
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Segundo os espectros de RMN formados pode-se verificar a existéncia de
altas concentragdes de impurezas (compostos de natureza graxa, com grupos de CHz e
CH3) que provavelmente sdo remanescentes dos dcidos graxos da OMW que compde o
caldo fermentado. O pico referente ao cloroférmio deve-se ao solvente utilizado para
andlise. Portanto serd necessdrio utilizar uma amostra do biossurfactante em
concentracdes mais elevadas, visto que os sinais referentes a molécula tensoativa nao
foram detectados em relagd@o aos altos picos de compostos interferentes.

De acordo com os resultados obtidos, o biotensioativo € constituido por
hidrocarbonetos alifaticos, combinados a uma porg¢ao lipidica resultante da presenca de
grupos acidos graxos insaturados. Dessa forma a molécula apresenta em sua
composi¢cdo uma porcdo hidrofébica e hidrofilica que sdo caracteristicos de um

biossurfactante.

5.6 Aplicacao do biossurfactante

Inicialmente, foi avaliada a capacidade emulsificante do biossurfactante
produzido por A. thailandense frente a fontes hidrofébicas (Tabela 23). A partir desse

teste pode-se observar o resultado positivo somente para o hexadecano.

Tabela 23 — Avaliacio da capacidade emulsificante do biossurfactante produzido por A.
thailandense

Compostos hidrofébicos Emulsao (E24 %)
Querosene Nao
Hexadecano Sim
Azeite de oliva Nao
Oleo de soja Nao
Oleo de milho Nao

A acdo do biossurfactante bruto sobre hexadecano foi comparada ao
surfactante sintético SDS (docedil sulfato de s6dio), ambos em diferentes concentracdes

como mostra a Figura 11.
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Figura 11 — Indice de emulsdo (E24%) do biossurfactante bruto produzido
por A. thailandense comparando sua agao com SDS
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O indice de emulsdo, Exs % do biossurfactante (49 + 0,4 %) frente ao
hexadecano foi similar ao SDS com 57 £ 0,57 % a partir da concentragdao de 10 mg/mL.
Segundo Jain et al. (2012) a capacidade de formar emulsio de modo compativel a
outros agentes é uma das caracteristicas que possibilitam a substitui¢cdo de surfactantes
sintéticos por naturais, favorecendo sua utilizacdo em ambientes aquaticos € na remog¢ao
de contaminantes oleosos do solo. Apesar de o biossurfactante apresentar acao inferior
ao SDS na concentracdo de 1 mg/mL, essa diferenca pode ser associada ao grau de
pureza da molécula, pois o biossurfactante bruto pode ter sua acdo comprometida por
outros componentes do meio de cultura.

A composi¢ao do petréleo bruto inclui fragdes de compostos alifaticos que
compreendem cerca de 40 — 52 % de alcanos, aromdticos de 8 — 10 % e
asfaltenos/resinas entre 7 — 22 % (BEZZA et al.,2015). Portanto a avalia¢do do efeito
emulsificante sobre certos hidrocarbonetos ¢ uma medida adequada para selecdo de
linhagens produtoras de biossurfactantes. Sajna et al. (2015) descreveram que o
hexadecano possuia a menor taxa de degradacdo durante o cultivo de petréleo com a
levedura produtora de biossurfactante, pois o acréscimo na concentragdo desse alcano

era devido a quebra de hidrocarbonetos de cadeia longa (Cio -C24). Esse dado torna-se
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atrativo para a aplicagdo do bioemulsificante em processos similares, que envolvam a
formacdo de emulsdo de hexadecano.

O potencial de dispersdao do petrdleo foi estudado utilizando 4dgua destilada
como controle, o surfactante sintético SDS e biossurfactante produzido por A.
thailandense (Tabela 24). A Figura 12 mostra a formacdo da zona clara a partir da acdo

do biossurfactante (b) e apds 24 horas de sua formacao (c), assim como para o SDS (e,

f).

Tabela 24 — Diametro da zona clara obtida a partir da dispersdo do petréleo bruto apds
adi¢do do agente tensoativo (10 mg/mL)

Diametro da zona clara

Amostras Diametro da zona clara (cm) apés 24 horas (cm)
Controle 0,0 0,0
Biossurfactante 4,2 +0,3 4,2 +0,3
SDS 3,604 0,0

Controle: dgua destilada.

Figura 12 — Teste de dispersdo do petréleo bruto utilizando biossurfactante
produzido por A. thailandense (a,b,c) e SDS (d,e,f)

L —

(a):sém biossurfactante, (b): formacdio da zona clara apds a adi¢do do biossurfactante
produzido por A. thailandense, (c): zona clara apds 24 horas. (d): sem surfactante SDS (e):
formacgdo da zona clara ap6s a adicao do surfactante SDS, (f): ap6s 24 horas.

Os valores demonstraram que o biossurfactante ¢ um bom agente tensoativo,
devido a dispersao quase completa do petréleo se comparado ao sintético SDS. Pode-se
verificar que apds 24 horas o SDS nio foi capaz de estabilizar sua atividade surfactante,

0 que ocorreu foi a formacdo da camada de petr6leo em toda placa, por uma possivel
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reducdo de viscosidade, resultante da acdo do SDS (Figura 9f). Rodrigues et al. (2006)
definiram que a formacdo de didmetros mais elevados representam a atividade
surfactante frente a hidrocarbonetos. Segundo Rufino ef al. (2013) a acdo do agente
dispersante permite a remog¢ao de petréleo minimizando o impacto do derramamento na
vida marinha. Os resultados apresentados pelo biotensoativo produzido por A.
thailandense pode sugerir sua acdo frente a outros hidrocarbonetos derivados do
petréleo (cadeia carbdnica curta) sendo uma alternativa potencial em processos de

biorremediacao.
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6 CONCLUSAO

A levedura Aureobasidium thailandense foi capaz de produzir um
biossurfactante com capacidade tensoativa promissora, utilizando residuo da dgua
residual da producao de azeite (OMW) como fonte de carbono.

O meio de cultura otimizado permitiu uma redu¢do da tensdo superficial de
28 mN/ m em 24 horas de fermentacdo a partir de baixas concentragdes de extrato de
levedura (2 g/ L) e glicose (6 g/ L), utilizando 1,5% (v/ v) do residuo da producdo de
azeite de oliva (olive mill wastewater) como fonte de carbono hidrofébica. O surfactante
produzido por A.thailandense foi considerado um bom tensoativo reduzindo a tensdo
superficial da dgua de 72 mN/m para 33 mN/m, obtendo um CMC de 550 mg/L. A
estrutura da molécula corresponde a CH3z — (CH2)10 —, onde sua por¢ao éster ndo foi
identificada, devido a presenca de impurezas remanescentes do meio de fermentacao.

Sua capacidade para atuar como agente surfactante também foi atribuida a
sua acgdo eficaz sobre o petrdleo bruto, obtendo 86 % de dispersdo. Em comparacdo ao
surfactante sintético SDS (57 + 0,57 %) o biossurfactante apresentou um indice de

emulsificacdo de 49 + 0,4 %, ambos na concentracdo de 10 mg/mL.



PERSPECTIVAS FUTURAS

Caracterizacdo da por¢do éster do biossurfactante;
e (lassificar a molécula do biossurfactante;
¢ Estudo do aumento da escala de producao.
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