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Isolamento de leveduras de um consodrcio especializado e avaliacdo de seu
potencial na produgdo de biossurfactantes em fontes alternativas de
carbono. RESUMO- Biossurfactantes sdo compostos tensoativos produzidos por
varios microrganismos, dentre esses microrganismos as leveduras se destacam
por produzi-los em ampla escala. Para que a producdo seja economicamente
vidvel é sugerido o uso de fontes de carbono alternativas. O presente trabalho
teve por objetivo isolar leveduras e verificar a capacidade de producédo de
biossurfactantes em fontes de carbono convencionais e alternativas. A partir de
um consércio microbiano enriquecido, foram isoladas sete leveduras e todas
apresentaram potencial de producdo de biossurfactantes em 6leo de soja. O
isolado LBPF 3, caracterizado como Candida antarctica, obteve o maior
rendimento de produto com uma producdao final de 13,86 g/L. Os isolados LBPF 7,
caracterizado como Candida albicans, LBPF 9, LBPF 10, caracterizados como
Candida glabrata, e LBPF 15, caracterizado como Candida albicans apresentaram
potencial de producdo de biossurfactantes em residuos agroindustriais, com
destaque para LBPF 9 que obteve a maior reducdo na tensdo superficial do seu
meio utilizando glicerol como substrato, aproximadamente 43% com 24 horas de
incubacdo. A caracterizacdo presuntiva dos isolados através da utilizacdo de
meios cromogénicos evidenciou a predominancia do género Candida. Os produtos
obtidos pelos isolados apresentaram atividade surfactante reduzindo a tensédo
superficial da agua para valores que variaram de 34 mN/m para os produtos
produzidos pelos isolados LBPF 3 e LBPF 7, a 43 mN/m para o isolado LPPF 9,
utilizando glicerol como substrato. Conclui-se que o enriquecimento e posterior
“screening” realizados para obtencao das leveduras foram eficientes. Os isolados
demonstraram possuirem potencial para producdo de biossurfactantes tanto em
fontes de carbono convencionais como em residuos agroindustriais,
principalmente o glicerol. Portanto, esses microrganismos podem ser utilizados
em condi¢cdes otimizadas para a producdo de um bioproduto de alto valor
agregado empregando-se fontes de carbono alternativas, podendo viabilizar o
processo em escala industrial.

PALAVRAS -CHAVE- Glicolipios, Candida sp, Fontes de carbono, Leveduras, Glicerol.



Yeasts isolation from a specialized microbial consortium and assessment of
their potential to produce biosurfactants using alternative carbon sources.
ABSTRACT- Biosurfactants are bioactive agents that can be produced by many
different microorganisms. Of these, yeasts stand out since they can produce these
bioproducts in large scale. For this production to be economically viable, the use of
alternative carbon sources is recommended. In the present study, different yeast
strains were isolated to verify their capacity for producing biosurfactants using
conventional and alternative carbon sources. From a enriched microbial
consortium, seven different yeasts were isolated, and all showed potential for the
production of biosurfactants in soybean oil. Isolate LBPF 3, characterized as
species Candida antarctica, obtained the highest production: 13.86 g/L. Isolate
LBPF 7, characterized as Candida albicans, isolates LBPF 9 and LBPF 10, each
characterized as Candida glabrata, and yet LBPF 15, characterized as Candida
albicans, all presented potential for the production of biosurfactants in
agroindustrial residue. Of these, LBPF 9 stood out by obtaining the highest
reduction of surface tension in its medium, approximately 43% after 24 hours,
using glycerol as substrate. Presumptive characterization of the isolates was done
by chromogenic analysis and showed a predominance of the Candida genera. The
products obtained by the isolates presented surfactant activity which reduced the
surface tension of water to values that varied from 34 mN/m, for the product
obtained from isolates LBPF 3 and LBPF 7, to 43 mN/m for the isolate LBPF 9, all
using glycerol as substrate. The obtained results led to the conclusion that the
processes of enrichment and posterior screening, used for obtaining the yeasts,
were efficient. The assessed isolates all showed potential for the production of
biosurfactants in conventional sources of carbon as well as in agroindustrial waste,
especially in glycerol. Therefore, the considered yeast strains could be evaluated
and used in the production of a bioproduct which would be of high aggregated
value and which uses alternative carbon sources besides being viable for industrial
mass production.

KEY-WORDS- Glycolipds, Candida sp, Carbon sources, Yeasts, Glycerol.



1. INTRODUCAO

Surfactantes de origem microbiana — biossurfactantes - ultimamente tém
atraido grande interesse por apresentarem vantagens em relagcdo aos seus
similares quimicos como: biodegradabilidade, compatibilidade com o ambiente,
efetividade em condicdes ambientais adversas, menor toxicidade e possibilidade
de serem produzidos a partir de fontes renovaveis. Esse interesse aumenta
guando se considera o amplo campo de aplicacdo industrial desses compostos
que € muito diversificado, com destaque para: industrias petroliferas, quimicas, de

alimentos, farmacéutica, agricultura, etc.

BN

A maioria dos estudos se refere a producdo de biossurfactantes por
bactérias, sendo poucos os estudos voltados para a producao desses bioprodutos

por leveduras.

As leveduras sdo conhecidas pela producdo em grande escala de
biossurfactantes quando comparadas as bactérias. Dentre as espécies de
leveduras, as do género Candida sdo as mais estudadas e empregadas com muito
éxito na obtencdo desses produtos. As leveduras desse género também sédo
conhecidas por serem facilmente isoladas de solos contaminados por
hidrocarbonetos de petroleo e utilizarem uma grande variedade de fontes de

carbono.



O uso de leveduras para a obtencdo desses compostos, apesar da alta
producdo, ainda é limitada pelo alto custo dos substratos utilizados, assim uma
alternativa para obtencdo de biossurfactantes de forma economicamente
competitiva seria utilizar substratos de baixo custo em seu processo de sintese.
Nesse sentido, residuos agroindustriais vém sendo estudados como potenciais
substratos. A utilizacdo desses residuos na obtencdo de produtos de alto valor
comercial ndo somente leva a um processo mais econdmico, COmMo
principalmente, contribui de forma significativa para a minimizagéo do volume de

material poluente a ser disposto no ambiente.

Dessa forma, o principal objetivo deste trabalho foi isolar leveduras de solos
contaminados com hidrocarbonetos de petrdleo e estudar seu potencial para a
producdo de biossurfactantes glicolipidicos quando cultivadas em substratos
contendo residuos agroindustriais como fonte de carbono, com énfase nos

residuos das industrias de 6leo vegetal e bicombustiveis.



2. REVISAO DE LITERATURA
2.1 Leveduras

2.1.1 Caracteristicas gerais

As leveduras sdo fungos unicelulares que se reproduzem vegetativamente
por brotamento ou fissdo. Algumas leveduras transformam-se em um estagio
micelial sob certas condicdes ambientais, enquanto outras permanecem sempre
unicelulares. (ARAUJO, 2006). Em comparacdo aos outros fungos as leveduras
crescem e se reproduzem mais rapidamente e sdo mais eficientes na realizacao
de alteracdes quimicas, como conseqiéncia de seu metabolismo. Sao facilmente
diferenciadas das bactérias em virtude das suas dimensfes maiores e de suas
propriedades morfologicas. Existem, aproximadamente, 350 espécies diferentes
de leveduras, separadas em cerca de 39 géneros (AMORIM & SOUZA, 2005).

As células de leveduras podem apresentar varias formas, as quais podem
ser o resultado da maneira de reproducgéo vegetativa, bem como das condi¢des de
cultivo e idade da cultura. As formas geralmente encontradas sdo as esféricas,
ovais e elipticas, embora existam certas leveduras com formas altamente
caracteristicas. Entretanto, dizer que uma determinada forma de célula é
caracteristica de uma dada espécie ou género, ndo significa que em uma
populacdo de leveduras todas as células apresentardo aquela forma, mas pelo
menos em um determinado periodo do desenvolvimento celular as células terdo
uma forma caracteristica. Assim a forma da levedura ndo é indicio para

identificacdo de espécies e nem a variedade de formas em um mesmo cultivo



pode ser considerado contaminacdo do mesmo. As leveduras nado possuem
flagelo e, em consequéncia disso, sdo imoveis. Suas dimensfes variam
consideravelmente em funcédo da espécie, nutricdo e idade, entre outros fatores
Quanto & composi¢cdo quimica das leveduras, elas apresentam de 68% a 83% de
agua além de substancias nitrogenadas, carboidratos, lipidios, vitaminas, minerais
entre outros. Assim como qualquer forma de vida, as leveduras necessitam de
fatores fisicos e quimicos importantes e indispensaveis para seu crescimento e
reproducdo. Alguns elementos sdo basicamente necessarios, como agua, fontes

de carbono, nitrogénio, oxigénio e minerais (TORTORA et al., 2002).

2.2 Surfactantes

Os surfactantes sdo compostos anfipaticos formados por moléculas que
possuem uma porcdo hidrofilica e outra hidrofébica. Essas moléculas anfifilicas
reduzem a tensdo superficial e interfacial através do acumulo na interface de
fluidos imisciveis, aumentando a solubilidade e mobilidade dos compostos
hidrofébicos ou organicos (SINGH et al., 2007). Essas caracteristicas conferem a
esses compostos excelente detergéncia, emulsificacdo, formacéo e estabilizacao
de espumas, etc., fazendo desses produtos um dos mais versateis em processos
quimicos (DESAI & BANAT, 1997). A eficacia dos surfactantes é determinada
através da capacidade de reduzirem a tensdo superficial, que € a medida de
energia livre da superficie, por unidade de area necessaria para trazer uma
molécula do interior do liquido para a superficie. Devido a presenca de
surfactantes, a tensdo superficial € reduzida requerendo menor energia para trazer
uma molécula até a superficie. (MULLIGAN, 2005).

2.3. Biossurfactantes

Biossurfactantes constituem um grupo diverso de moléculas tensoativas
(surfactantes) subprodutos metabdlicos de bactérias, fungos e leveduras. Estes
produtos possuem propriedades fisico-quimicas similares as dos surfactantes
sintéticos, entretanto oferecem vantagens sobre eles. Entre as vantagens que 0s

biossurfactantes exercem sobre seus similares quimicos estdo: sdo compostos



biodegradaveis e ndo toxicos ao meio ambiente; podem ser sintetizados a partir de
fontes renovaveis; possuem maior seletividade e atividade especifica sob
condicbes extremas de pH, temperatura e salinidade; ocorrem naturalmente no
solo, o que os faz aceitaveis sob o ponto de vista ecoldgico e social (BANAT, et al.
1995; DESAI & BANAT, 1997; KOSARIC, 2001).

Os biossurfactantes sdo mais eficazes e eficientes do que os surfactantes
sintéticos existentes, e apresentam propriedades que estes ndo possuem, tais
como a maior seletividade e atividade especifica sob condi¢bes extremas de pH,
temperatura e salinidade. A sua utilizacdo em uma variedade de aplicacdes devido
a suas propriedades e grande versatilidade somada a crescente importancia da
aceitabilidade ambiental devido a sua biodegradabilidade e auséncia de toxicidade
tem aumentado a sua demanda. No entanto, sua entrada no mercado em larga
escala ainda esta limitada, devido ao seu alto custo de produgdo quando
comparados aos sintéticos (MARQUEZ et al., 2009).

2.3.1 Areas de aplicacéo

Uma das areas de maior aplicacdo de surfactantes é a industria petrolifera.
Esses produtos séo efetivos em reduzir a tensao interfacial entre 6leo e dgua nos
pocos de petrdleo, além de reduzirem sua viscosidade, facilitando sua remocéo ou
recuperacdo antes do processamento (LIU et al., 2004). Outra aplicacéo
importante € na biorremediacdo de sitios contaminados, tornando os poluentes
biodisponiveis a sua biodegradacdo. Na agricultura, surfactantes encontram
grande aplicacdo em controle bioldégico. Na industria de alimentos o0s
biotensoativos sdo utilizados como emulsificantes no processamento de matérias
primas. A emulsificacdo exerce um importante papel na formacgéo da consisténcia
e texturas exatas, assim como na dispersédo de fases creme, manteiga, maionese,
molho de saladas, salsichas, sorvetes, entre outros, sdo exemplos de emulsdes
em alimentos processados (BANAT et al., 2000). O uso em cosméticos deve-se as
suas propriedades umectantes, baixo grau de irritacdo e compatibilidade com a
pele, assim como as propriedades espumantes (MAIER & SOBERON-CHAVEZ,
2000).



Estudos comprovando sua atividade antimicrobiana tém aberto novas
perspectivas de utilizacdo comercial. Por exemplo, na medicina, pois além de
possuirem elevada atividade antibacteriana, antifUngica e antiviral, alguns
biossurfactantes podem atuar impedindo a fixacdo de agentes patdgenos,
tornando sua utilizacao interessante no tratamento de algumas doencas, atuando
como agente terapéutico e probidtico (SINGH & CAMEOTRA 2004).

2.3.2 Classificagao e natureza quimica dos biossurfactantes

Os biossurfactantes classificam-se segundo sua composi¢cdo quimica e
origem microbiana. Segundo Desai & Banat (1997), Kitamoto et al. (2002) e
Nitschke & Pastore (2002), em sua estrutura anfifilica, a porcao hidrofobica pode
ser tanto um &cido graxo de cadeia longa, um acido graxo hidroxi ou um a-alquil-B-
hidroxi &cido graxo. A porgao hidrofilica, por sua vez, pode ser um carboidrato, um
acido carboxilico, fosfato, aminoéacido, peptideo ou alcool. As principais classes
incluem: glicolipidios, lipopeptidios e lipoproteinas, fosfolipidios e acidos graxos,
surfactantes poliméricos e surfactantes particulados.

2.3.3 Microrganismos produtores

Esses compostos podem ser sintetizados por bactérias, fungos ou
leveduras quando cultivados em meio contendo fonte de carbono hidrocarbonada,
como: fracdes de petréleo e Oleos vegetais ou, algumas vezes, fonte de carbono
hidrofilica, como acgucares. Na tabela 1 estdo representados os principais tipos de

biossurfactantes e os microrganismos produtores.



Tabela 1: Principais tipos de biossurfactantes e seus microrganismos

produtores.

Tipos de Biossurfactante

Microrganismos

Glicolipidios

-Ramnolipidios
-Soforolipidios

-Trehalolipidios

-Manosileritritol lipidio( MEL)

Surfactantes poliméricos

- Lipopolissacarideo (Emulsan)

- Lipopolissacarideo (Biodispersan)
- Lipopolissacarideo (Liposan)
-Carboidrato-lipidio-proteina

-Manana-lipidio-proteina
Surfactantes particulados

- Vesiculas

- Células

Pseudomonas aeruginosa
Torulopsis bombicola, T. apicola

Rhodococcus erythropolis,
Mycobacterium sp.

Pseudozyma crassa (Candida crassa)
P. antarctica (C. antarctica)
P. aphidis (C. aphidis)

P. graminicola (C.graminicola)
P. hubeiensis (C. hubeiensis)
P.parantarctica (C. parantarctica)

P. rugulosa (C. rugulosa)
P. shanxiensis (C. shanxiensis)
P. siamensis (C. siamensis)

P. tsukubaensis
Ustialgo cynodonti
Ustialgo scitaminea

(C. tsukubaensis)

Acinetobacter calcoaceticus
Acinetobacter calcoaceticus
Candida lipolytica

Pseudomonas fluorescens

Candida tropicalis

Acinetobacter calcoaceticus

Vérias bactérias

Fonte: Nitschke & Pastore (2002) e Kitamoto (2009)



2.3.4 Condicdes de cultivo

A Dbiossintese de metabdlitos secundarios como o0s biossurfactantes
geralmente € complexa e mal caracterizada, devido a diversificagdo de estruturas
e ao envolvimento de um amplo espectro de caminhos biossintéticos (MERCADE
et al., 1997). Embora o0 mecanismo exato nao seja totalmente claro, sabe-se que o
papel fisiolégico dos biotensoativos esta relacionado com o crescimento de
microrganismos em substratos imisciveis em agua, através da reducdo da tensao
superficial do meio ao redor, tornando o substrato rapidamente disponivel ao
metabolismo celular (MAIER & SOBERON-CHAVEZ, 2000)

A composicdo e as caracteristicas dos biossurfactantes produzidos por
microorganismos sao influenciadas pela natureza das fontes de Carbono e
Nitrogénio utilizadas, assim como pela presenca de Fosforo, Ferro, Manganés e
Magnésio no meio de producdo. Além disso, outros fatores, como pH,
temperatura, agitacdo e forma de conducdo do processo sdo extremamente
importantes na quantidade e na qualidade do biossurfactante produzido (BANAT,
1995). Para obtencdo de grande quantidade de biossurfactante é de fundamental
importancia o estudo dos requerimentos nutricionais e das condicdes do processo.

A producdo de biossurfactante pode ser espontanea ou induzida pela
presenca de compostos lipofilicos, por variagcbes de pH, temperatura, aeracao e
velocidade de agitacdo, ou ainda, quando o crescimento celular € mantido sob
condicbes de estresse, como baixas concentraces da fonte de Nitrogénio.
(FONTES et al., 2008).

A producéo e eficiéncia dos biotensoativos nos meios de cultura é medida
através de alguns parametros: a reducao da tensado superficial entre a fase gasosa
e aquosa, a diminuicdo da tensdo interfacial entre as fases aquosa e lipidica,
emulsificacdo e concentracdo micelar critica. Os liquidos tendem a adotar uma
forma que minimize sua area de superficie, numa tentativa de manter as
moléculas com um maior nimero possivel de vizinhos semelhantes. As gotas de
liquidos tendem a assumir a forma esférica, pois a esfera é a forma com a menor

razdo superficie/volume. As forgas coesivas entre as moléculas no interior de um



liquido sdo compartilhadas com os atomos vizinhos. Aquelas da superficie ndo
tém atomos vizinhos acima delas, e exibem uma forca atrativa mais forte sobre
suas vizinhas mais proximas na superficie. Este aumento das forcas atrativas
intermoleculares na superficie € chamado tensdo superficial. A tensao superficial
entre as interfaces ar/dgua e 6leo/agua podem ser medidas facilmente utilizando-
se um tensiémetro (PIROLLO, 2006).

A tensdo superficial da agua pura a 20°C é de 72,8 mN/m, e na presenca
de um bom tensoativo € de 30 mN/m, aproximadamente. Da mesma forma, a
tensdo interfacial de um alcano contra a dgua é de 58,81 mN/m, podendo ser
reduzida a valores menores que 1mN/m, na presenca de um agente tensoativo
(KOSARIC et al.,, 1983). Um dos indices mais amplamente utilizados para o
monitoramento da atividade superficial de compostos tensoativos é a
concentracdo micelar critica (LIN, 1996), que é a concentracdo na qual a interface
se torna saturada de tensoativo (KOSARIC et al., 1983).

A concentragcdo micelar critica (CMC) é definida como a solubilidade de um
tensoativo na fase aquosa, ou seja, a concentragdo minima de tensoativo
necessaria para atingir os valores mais baixos de tensao superficial e interfacial, a
partir da qual se inicia a formac&o de micelas. Surfactantes eficientes apresentam
baixa concentracdo micelar critica, ou seja, menos surfactante é necessario para
reduzir a tensao superficial (MULLIGAN, 2005).

A producao de biossurfactantes vem sendo bastante estudada em diversas
condicBes de nutrientes e substratos, os resultados obtidos estdo permitindo a
obtencdo de meios e condi¢cdes de cultivo que proporcionem melhores qualidades
nos produtos obtidos e aumento nas producdes.

Casas & Ochoa (1999) estudaram a composi¢cdo do meio de producéo de
soforolipideos por Candida bombicola. As fontes de carbono que promoveram
maior producgéo de biossurfactante foram glicose juntamente com 6éleo de girassol,
obtendo-se uma concentracdo de 120 g/L de biossurfactante apos 144 h de
fermentacao.

Pseudomonas aeruginosa LBI produziram biossurfactantes ramnolipidicos

com interessantes propriedades fisico-quimicas e antimicrobianas quando
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cultivadas em residuos do refino de 6leos vegetais (BENINCASA et al., 2004,
BENINCASA & ACCORSINI, 2007).

Rodrigues et al. (2006) obtiveram 60-80% de reducéo do custo de producao
de biossurfactantes por Lactoccocus lactis 53 e Streptococcus thermophilus
quando substituiram o meio sintético por substratos alternativos, como soro de
leite e melaco.

A produgcdo de biossurfactante por Acinetobacter calcoaceticus foi
investigada por Rocha et al. (2006) que utilizaram suco de caju como meio de
fermentacdo. O produto, sintetizado a partir dos aglcares redutores, apresentou
um indice de emulséo para querosene de 80%.

Sarubbo & Farias (2007) aperfeicoaram as condicfes de producdo do
biossurfactante por Candida lipolytica em meio contendo 6leo de canola e glicose.
O biossurfactante produzido foi capaz de reduzir a tenséo superficial de 71 mN/m
para valores em torno de 30 mN/m.

Abouseoud et al. (2008) produziram biossurfactantes por Pseudomonas
fluorescens em condicdes de diferentes relacdes entre as concentracdes e fontes
de carbono e nitrogénio. Os melhores resultados foram obtidos com azeite como
fonte de carbono e aménio como fonte de nitrogénio, com uma rela¢do C: N igual
a 10. A producdo de biossurfactante e o crescimento foram diretamente
associados. A tensao superficial foi reduzida para valores abaixo de 32 dinas/cm e
com indice de emulsificacdo de 65% as 48 horas de incubacgao.

Lima & Contiero (2009) produziram biossurfactante por Pseudomonas
aeruginosa ATCC 10145 em residuo de 6leo de soja. A cepa foi capaz de reduzir
a tensao superficial inicial do meio de 61 mN/m para 32,5 mN /m e produzir uma
concentracéo de 1,96 g/L do produto com indice de emulsificacdo de 96%.

2.4 Producao de biossurfactantes por leveduras

Apesar da grande parte dos estudos sobre biossurfactantes referirem-se a

producéo por bactérias, as leveduras e os fungos permanecem como importantes
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potenciais produtores que até o momento tém sido objetos de poucos estudos
(DELEU &PAQUOT, 2004; AMEZCUA-VEGA et al., 2007).

Leveduras sdo conhecidas por produzirem emulsificantes extracelulares
quando crescem em substratos imisciveis em dgua como n-alcanos ou 0leos, de
forma a facilitar seu consumo, e também por produzirem biossurfactantes em altas
concentracdes (FONTES et al., 2008). Dentre elas, espécies de Candida tém sido
utilizadas amplamente para produzirem tais substancias quando cultivadas em
hidrocarbonetos (SARUBBO et al., 2001).

Kim et al. (2002) produziram o biossurfactante glicolipidico manosileritritol
lipidio (Mel), quando cultivaram Candida sp. SY 16 em meio mineral contendo
0leo de soja como fonte de carbono. O produto obtido apresentou boa capacidade
emulsificante contra 6leos vegetais e hidrocarbonetos, além de ser estavel em pH
de 4,0 a 10, e acima de 90°C, foi biodegradado por um lodo ativado obtido de uma
calha de esgoto, em curto periodo de tempo e exibiu toxicidade muito baixa nos
fibroplastos de cobaias.

Estudando a producédo de glicolipidios por Candida antartica e Candida
apicola (atualmente Pseudozymas), Bednarski et al., (2004) obtiveram uma
concentracdo do produto 7,5 — 8,5 vezes maior quando suplementaram o meio de
cultivo com residuos do refino de 6leos vegetais.

Candida bombicola € uma espécie conhecida por produzir soforolipideos a
partir de uma variedade de substratos hidrocarbonados e carboidratos. Estudando
a producdo de soforolipideos por essa espécie, quando cultivada em &cidos
graxos residuais, Felse et al. (2007) alcancaram uma concentracdo de 120 g/L em
cultivos operando em sistema de batelada alimentada.

Amézcua-Vega et al. (2007) investigaram o efeito das condi¢cbes de cultivo
na producdo de biossurfactante por Candida ingens, isolada da rizosfera de
grama, durante a fitorremediac&o de solos contaminados com hidrocarbonetos. Os
autores observaram que a tensdo superficial e os &cidos graxos totais do
biossurfactante foram modificados com a variagdo dos componentes do meio de

cultivo.
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llori et al. (2008) estudaram a producédo de biossurfactantes por duas
estirpes de leveduras, Candida albicans e Saccharomyces cerevisiae. Com 0
objetivo de investigar as habilidades das linhagens para a producdo de
biossurfactantes e avaliagao das propriedades antimicrobianas dos compostos. As
linhagens sdo boas degradadoras de hidrocarbonetos e foram isoladas da agua de
uma lagoa poluida. Os produtos obtidos apresentaram significativas propriedades
antimicrobianas.

Luna et al. (2008) estudaram a producdo de biossurfactantes por Candida
sphaerica, utilizando-se um planejamento fatorial, para avaliar a influéncia dos
componentes do meio: residuo de refinaria de 6leo vegetal, milhocina e 4gua do
mar na reducdo da tensao superficial. Os menores valores de tensdo superficial,
aproximadamente 27 mN/m, foram obtidos no ponto central do planejamento
(meio contendo 4% do residuo, 4% de milhocina com 50% de dgua do mar).

Daverey et al. (2009) estudaram a producdo de soforolipidios pela
levedura Candida bombicola (Starmerella bombicola) utilizando substratos

fermentativos de baixo custo.

2.5. Isolamento de leveduras produtoras de Biossurfactantes

Geralmente, os microrganismos produtores de biotensoativos séo isolados
de locais com presenca ou contaminados com hidrocarbonetos de petréleo, pois,
na natureza os biossurfactantes exercem um papel fisiolégico no aumento da
biodisponibilidade de moléculas hidrofébicas. Além disso, eles estdo envolvidos na
promocdo de adesdo celular dos microrganismos e participam nos processos
celulares de sinalizagdo e diferenciagédo, facilitando o consumo das fontes de
carbono presentes. (SINGH et al., 2007).

Konish et al. (2008) buscaram a selecdo de cepas produtoras de
biossurfactantes utilizando um meio seletivo contendo 6leo de soja como Unica
fonte carbono e de energia. Foram obtidas 13 estirpes de leveduras com
capacidade de producédo. Posteriormente, investigaram as estruturas moleculares,

os perfis de producdo e também classificaram provisoriamente as leveduras
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isoladas de acordo com a andlise molecular e filogenética como pertencentes ao
género Pseudozyma.

Katemai et al. (2008) isolaram de solos contaminados leveduras com
capacidade de producao de biossurfactantes. Foram obtidos 237 isolados, dos
quais 81 foram pré-selecionadas como produtoras de substancias tensoativas,
sendo que ao final somente 5 estirpes alcancaram producdo satisfatoria de

glicolipidios.

251 Fontes de carbono utilizadas para a producao de
biossurfactantes por leveduras.

Apesar das vantagens que apresentam sobre os surfactantes quimicos, 0s
biossurfactantes ainda encontram uma importante restricAo com relacdo a sua
aplicacao industrial pelo custo de produgcdo ser superior ao dos quimicamente
sintetizados, devido a sua baixa produtividade e o uso de substratos onerosos
para a sua obtencao (DE LIMA et al., 2009).

A literatura aponta uma ampla diversidade entre as fontes de carbono
utilizadas para a producédo de biossurfactantes por leveduras nos ultimos 30 anos.
Pareilleux et al. (1979) isolaram compostos tensoativos a partir da levedura Can-
dida lipolytica em meio contendo n-alcanos como fonte de carbono, mas quando
foi cultivada em meio contendo glicose, a levedura ndo apresentou resultados
positivos. Em estudos similares, Kim & Rehm (1982) e Cirigliano & Carmam (1984)
mostraram que a levedura Y. lipolytica produz biossurfactantes a partir de
diferentes fontes de carbono, tais como: hexadecano, parafina, 6leo de soja, 6leo
de oliva, 6leo de milho e 6leo de algodao. Sendo que com hexadecano houve
maior producéo de biossurfactante.

Em 2001, Sarubbo et al. produziram biossurfactante utilizando glicose como
fonte de carbono a partir da levedura C. lipolytica 1A 1055, o qual apresentou uma
alta atividade de emulsificacdo. Amaral et al. (2006) utilizaram também a glicose
como fonte de carbono para a sintese do biossurfactante denominado Yansan, a
partir de Y. lipolytica IMUFRJ 50682. Yansan apresentou alta atividade de

emulsificacdo e capacidade de estabilizacdo de emulsbes Oleo/adgua.
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Adicionalmente, meios de cultura contendo lactose como substrato foram
utilizados para a producdo de manoproteinas, com propriedades emulsificantes,
pela levedura K. marxianus. Em 2009 Hirata et al., descreveram a producao de um
biossurfactante soforolipidico, utilizando 6leo de soja e glicose como fonte de
carbono. O microrganismo utilizado foi a Candida bombicola. Por ser uma espécie
nao patogénica, o produto obtido foi utilizado em estudos medicinais.

Portanto, nas ultimas trés décadas, varios trabalhos foram publicados
envolvendo a producado de biossurfactantes por leveduras em fontes de carbono
convencionais. Contudo, todos esbarraram sempre no problema do alto custo de
producado para que sua fabricacdo em larga escala fosse viabilizada.

Uma possivel estratégia para reduzir os custos de producdo é o uso de
substratos alternativos, como os residuos agricolas ou da indastria de alimentos
que geralmente contém altos niveis de carboidratos e lipidios necessérios para a
biossintese de biossurfactantes. Alguns exemplos de substratos alternativos séo:
Oleos utilizados, soapstock (residuo sélido da refinagcdo de Oleos vegetais),
residuos do processamento de batata, mandioca, melaco de cana e atualmente o
glicerol residuo da producéo de biodiesel (DE LIMA et al. 2009).

A preocupacdo com o meio ambiente vem mobilizando alguns segmentos
de mercado. Diversos setores governamentais e industriais vém se preparando
para aplicar politicas ambientais que visem a diminuicdo dos impactos negativos
na natureza. Os residuos agroindustriais constituem-se numa potencial fonte de
impacto ambiental além de necessitarem de grandes investimentos em
tratamentos de controle de poluicdo, representam perdas significativas de matéria
prima e energia. Alguns residuos em especial sdo responsaveis por grande
preocupacao com relacdo a sua disposicao.

A necessidade de se buscar fontes alternativas de combustivel para
substituir os veiculos dependentes de petréleo levou o Brasil a uma importante
posicdo no cenario da producdo de etanol a partir da cana de acucar. Entre
2000/2007, foram produzidos 17 milhdes de m® de etanol. O estado de S&o Paulo
é responsavel por 80% dessa producdo. No processo de producdo do etanol séo

produzidos 10 L de vinhaga por cada litro de produto. Nesse sentido, apenas no



15

estado de S&o Paulo, no mesmo periodo foram produzidos 136 milhdes de m* de
vinhaca. Apesar da utilizacdo desse residuo na irrigacdo de culturas e para a
producdo de biogéas, grandes volumes ainda constituem-se em um importante
problema ambiental da industria de etanol. Outra industria de bicombustiveis que
recentemente vem se expandindo com as politicas ambientais € a do biodiesel,
que ird gerar milhdes de toneladas de glicerol como residuo, apesar de sua ampla
utilizacdo, o mercado ndo absorvera toda a producdo. O processo produtivo gera
em média, para cada 10 kg de biodiesel, 1 kg de glicerol (FONTES et al. 2008).

De forma similar, a induUstria de Oleos vegetais gera quantidades
significativas de residuos durante o processo de refino. No Brasil, cinco milhdes de
toneladas de 6leo de soja foram produzidas em 2004 de acordo com a Associacao
brasileira de Industrias de Oleos Vegetais. A producido de soapstock — borra do
refino, corresponde a 2-3% do volume total. Mesmo o 6leo vegetal ja utilizado é
um residuo muito preocupante, pois segundo Castellanelli et al. (2007), o residuo
do 6leo de cozinha, gerado diariamente nos lares, industrias e estabelecimentos
do Brasil, devido a falta de informacdo da populacdo, acaba sendo despejado
diretamente nas aguas, como em rios e riachos ou simplesmente em pias e vasos
sanitarios, indo parar nos sistemas de esgoto causando danos como entupimento
dos canos e o0 encarecimento dos processos das estacfes de tratamento.
Adicionalmente acarreta a poluicdo do meio aquatico, ou ainda, do lixo doméstico
— contribuindo para o aumento das areas dos aterros sanitarios.

A producdo mundial de 6leos e gorduras — 75% derivados de plantas — € de
2,5 a 3 milhdes por ano, sendo a maioria usada na industria alimenticia,
responsavel por grandes quantidades de residuos graxos de extracdo das
sementes oleaginosas. O acumulo desses residuos tem aumentado a utilizagdo
desses materiais para a transformac&o microbiana (LUNA et al. 2008).

Uma alternativa interessante seria gerar, a partir destes residuos, produtos
de valor comercial ao invés de investir apenas em tratamento para sua disposi¢cao
final. Para Morita et al. (2007) a transformacao industrial dos recursos renovaveis,
ou seja, materiais de origem natural, em compostos Uteis, tem recebido muita

atencdo do ponto de vista ambiental. Os recursos atualmente disponiveis s&o:
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6leo, amido, acucar, celulose e lignocelulose a partir de plantas, e uma variedade
de residuos organicos provenientes da agricultura e industrias relacionadas.

Diversos residuos agroindustriais tém sido estudados como potenciais
substratos para producéo de biossurfactantes (BENINCASA & ACCORSINI 2007,
FELSE et al. 2007). Bednarski et al. (2004) utilizando linhagens de Candida
antarctica e Candida apicola pesquisou qual era a influéncia da adicao de
soapstock em um meio fermentativo para a producdo de biossurfactantes e
observou um aumento na producéo de até oito vezes nos meios suplementados
com esse residuo. Morita et al. (2007) utilizaram glicerol ra producdo de
glicolipideos pela levedura Pseudozyma antarctica, obtendo resultados muito
satisfatorios. O glicerol é utilizado com sucesso como carbono solivel em agua
para diferentes producdes microbiana. Para a viabilidade da producdo de
biomatérias, € necesséaria a substituicdo por glicerol das fontes de carbono
convencionais como Oleos, n-alcanos e glicose. Muitos estudos vém sendo
realizados com fontes de carbono alternativas e os resultados obtidos s&o
favoraveis a producéo de biossurfactantes por leveduras em grande escala.

A reducao dos custos de producdo ainda requer um aumento na eficiéncia
de biossintese e a selecdo de substratos de baixo custo. Uma vez que estes sao
responsaveis por 10-30% do custo de producédo total (RODRIGUES et al., 2006).
Corroborando com o que foi exposto previamente, a utilizacdo de residuos
agroindustriais pode se constituir em uma estratégia que associa a reducdo dos
custos de producdo de biossurfactantes, tornando-os economicamente
competitivos, com a minimizacdo de despejos no meio ambiente. Considerando-se
gue os campos de aplicacédo de biossurfactantes sdo extremamente amplos e que
ha a necessidade de sua obtencdo através de processos economicamente
competitivos, € possivel constatar que a utilizagdo de residuos agroindustriais €
uma alternativa altamente promissora. Ao se empregar tais substratos em
processos para obtencédo de produtos de alto valor agregado, ndo apenas serao
reduzidos os custos de producdo como também o volume de rejeitos que deverao
ser dispostos no meio ambiente ou investimentos em energia para 0 Seu

tratamento. Entre os residuos com grande potencial para serem utilizados como
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substrato, destacam-se os residuos do refino de 6leos vegetais e os residuos da

sintese de biocombustiveis.
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3 .OBJETIVOS

O presente trabalho teve como principais objetivos:

1) Isolar leveduras de solos contaminados com hidrocarbonetos de

petréleo;

2) Verificar a capacidade de producao de biossurfactantes pelos isolados

em fontes de carbono convencionais;

3) Avaliar o potencial de producdo de biossurfactantes sob cultivo em
residuos agroindustriais como substrato, com énfase nos residuos das

industrias de 6leos vegetais e biocombustiveis.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Coleta e andlises do solo
4.1.1 Coletado solo

As amostras de solo contaminado com hidrocarbonetos de petrdleo foram
obtidas em rejeito de 6leo lubrificante de uma oficina mecénica de caminhdes na
cidade de Jaboticabal- SP. O solo foi coletado da superficie do local e
acondicionado em recipientes estéreis e levado rapidamente ao laboratoério. Desse
solo uma aliquota foi separada para a obtencdo do extrato organico total para a
obtencdo dos hidrocarbonetos totais de petréleo (T.P.H.) presentes. Outras duas
foram encaminhadas para a extracdo do inoculo original e para analise das

caracteristicas fisico-quimicas do solo.

4.1.2 Extracdo dos hidrocarbonetos totais de petroleo presentes na amostra

O E.O.T. (EXTRATO ORGANICO TOTAL) do solo foi obtido através de
extragdo em Soxhlet. Foram pesados 10 g do solo contaminado, enrolado em
papel de filtro e inserido no cartucho de extragcdo. Como solventes foram utilizados
acetona e diclorometano 120:120 mL. Os extratores ficaram ligados por 12 horas.
Apbés a extracdo, o extrato obtido foi filtrado em NaSO,4 concentrado em
evaporador rotativo, recuperado com diclorometano e pesado em tubos do tipo

“viales”, obtendo-se assim o E.O.T. por pesagem.



20

A partir do E.O.T., foram determinados os Hidrocarbonetos Totais de
Petréleo mediante fracionamento em coluna de alumina segundo o protocolo EPA
3611b. Para tanto foram utilizadas colunas de vidro (30 cm de comprimento e 1
cm de diametro) contendo 10 g de alumina (70-230 mesh) desativada com 5% de
dgua deionizada. A alumina foi empacotada na coluna com 50 mL de
diclorometano, e adicionou-se aproximadamente 1 cm de Na,SO,; Apds o
empacotamento a coluna foi eluida com 60 mL de hexano. As fracdes de T.P.H.
foram obtidas a partir da eluigdo do E.O.T. com 15 mL de hexano para as fragoes
aromaticas coletadas em baldes, em seguida adicionou-se 100 mL de
diclorometano para se obter as fracdes alifaticas também coletadas em balbes e
por fim adicionou-se 100 mL de metanol para se obter as fracdes polares.
Finalmente o extrato T.P.H. foi concentrado em evaporador rotativo e determinado
por pesagem.

4.1.3 Analises fisicas e quimicas do solo

As analises fisicas e quimicas do solo foram realizadas pelo laboratério de
solo e sacarose da Copercana em Sertdozinho-SP. A metodologia utilizada para a
andlise fisica foi baseada no Método do Densimetro, conhecida também como
método do hidrébmetro, proposto em 1926 por Bouyoucos. As andlises quimicas do
solo visaram a determinagdo do pH em cloreto de calcio, quantificacdo da matéria
organica, fésforo, potassio, célcio, sédio, magnésio e aluminio. As metodologias

utilizadas foram realizadas segundo Raij et al., (2005).

4.2 Obtencéao do in6culo original

O indculo original foi obtido a partir de 1 g de solo que foi adicionado a 50
mL de meio mineral B.H.B (Bushnell-Haas Broth) + Extrato de Levedura estéril
composto por (g/L): MgSOy, 0,2; KH,POq, 1,0; CaCl,, 0,02; (NH4):HPO,, 1; KNOg,
1; FeCls, 0,05 e extrato de levedura 2,0. O frasco foi mantido em mesa agitadora
por 24 horas a temperatura de 30°C e 150 rpm. Apds o periodo de incubacao a

suspensao ficou em repouso por 1 hora. Dessa suspenséao foi retirado 1 mL e
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adicionado ao meio de cultivo utilizado para o enriguecimento descrito por Chen et
al. (2006) composto por: extrato de levedura, 0.2 % (p/v); (NH4)2SOg4, 0.4% (p/v);
KH2PO4, 0.1% (p/v); Na;HPO,4-12H,, O 0.1% (p/v) e MgSO4:-7H,0, 0.05% (p/v). A
esse meio foram adicionados 6leo de soja 2% (v/v) e 50 pL de ampicilina 0,25 mg.
O meio enriquecido com a fonte de carbono e a suspenséao celular foi incubado em
mesa agitadora com temperatura a 30°C e 160 rpm, a cada 7 dias esse consorcio
era enriquecido com a fonte de carbono em um novo meio, retirava-se 500 pL do
cultivo envelhecido e adicionava ao novo. Aliquotas desses enriquecimentos eram
congeladas e armazenadas em criotubos com glicerol para evitar eventuais

perdas.

4.3 Microscopia eletronica de varredura

Para o preparo das amostras observadas a microscopia eletrénica de
varredura, no Setor de Microscopia Eletrénica da Faculdade de Ciéncias Agrarias
e Veterinarias, campus de Jaboticabal - UNESP, as leveduras foram isoladas
diretamente do consorcio. Foram retirados 30 mL e centrifugadas a 1699 x g por
20 minutos em temperatura ambiente, o sobrenadante foi descartado sendo
utilizado o pellet, que foi concentrado em 2 mL de Ringer ( solucdo salina
composta por :NaCl 9 g/L estéril) em tubos eppendorf e centrifugados por 10 min.
Os precipitados das leveduras foram imersos em solugcédo de glutaraldeido a 3%
em tampao fosfato pH 7,4 a 0,1 M, onde permaneceram por 48 horas, sendo logo
apos, lavados em solucao tampéo fosfato pH 7,4 a 0,1 M e imersos em tetroxido
de 6smio a 1% por quatro horas. Na sequéncia, estas amostras foram lavadas
novamente em solucao tampao fosfato pH 7,4 a 0,1 M, seguindo para o protocolo
de desidratacdo, que consiste na imersdo dos precipitados em série de
concentracéo crescente de alcool (30%, 50%, 70%, 80%, 90% e 100%), por 20
minutos em cada diluicdo. Para a desidratacdo total, o material foi levado ao
aparelho de secagem de ponto critico por um periodo de 30 minutos.

Apds a secagem ocorreu a metalizagdo em banho de ouro, realizada no

equipamento DESK II (Denton vacuun), por 120 segundos, e em seguida as



22

amostras foram elétron fotomicrografadas em um Scanning Microscope JSM 5410

da marca Jeol®, para a documentacao e analise.

4.4 Isolamento das leveduras

Ap6s 0 20° enriquecimento foram realizadas diluicées ate 10° em solugéo
salina (NaCl 0,9 %), a partir desta solucao foi realizado o plagueamento em um
meio para diferenciacdo morfoldgica descrito por Van der Valt & Yarron (1984)
composto por glicose 20 g/L, peptona 1 g/L, extrato de levedura 0,5 g/L e Agar 1,7
g/L, para cada 100 mL adicionava-se 1 mL de ampicilina ao meio ja esterilizado e
a temperatura ambiente. Foi adicionado 0,1 mL de inéculo de cada diluicdo as
placas em duplicata que em seguida foram incubadas em estufa a 30°C por até 72
horas. A partir das placas inoculadas foram isoladas leveduras por diferenciagao
morfologica, levando-se em conta fatores como cor, borda, tamanho das col6nias,
textura, superficie e elevacdo. Esses isolados foram transferidos para trés
diferentes meios. 1°) Agar Saboraud; 2°) GYMP, descrito por Lodder (1970),
composto por glicose 20 g/L, extrato de malte 1 g/L, extrato de levedura 0,5 g/L,
fosfato de so6dio monobasico 0,20 g/L e Agar 1,7 g/L; 3°) mesmo meio utilizado
para diferenciacdo morfolégica. As leveduras foram, entdo re-cultivadas no meio

GYMP, meio o qual se obteve os maiores crescimentos, a cada 15 dias.

4.5. Caracterizacédo dos isolados

4.5.1Caracterizacdo dos isolados em meio cromogénico CHROMagar™
Candida

O CHROMagar™ Candida (Microbiology, Franca) foi preparado de acordo
com as instrucdes do fabricante. Foram adicionados lentamente 4,8 gramas do
meio desidratado a 100 mL de agua destilada em um misturador até a completa
hidratacdo do agar. Em seguida levado ao forno de microondas e aquecido por

intervalos de tempo consecutivos sem permitir a ebulicdo, a cada intervalo o meio
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era agitado lentamente, o aquecimento ocorreu até a completa fusdo do agar que
foi resfriado em banho-maria a 45°C e distribuido em placas de Petri.

Cada isolado foi subcultivado neste meio e incubado a 30°C por 48 horas. A
leitura das placas e a interpretagcdo dos resultados foram realizadas pela
observacdo da morfologia e da pigmentacdo das colonias (GARCIA-MATOS et al.,
1998)

4.6. Ensaios para verificagdo da capacidade de producdo de
biossurfactantes.

4.6.1 Preparo do in6culo

O pré-inoculo foi preparado sob condigbes e meio de cultivo descritos por
Kitamoto (1990), em erlenmeyer de 500 mL contendo 100 mL de agua destilada,
KH,PO4 3 g/L, extrato de levedura 10 g/L, NaNO3 30 g/L e MgSO,4 3 g/L e 4% de
glicose como fonte de carbono. O meio foi esterilizado em autoclave,
primeiramente com a agua, e a fonte de carbono, sendo os sais esterilizados
separadamente em solucdes trabalho e adicionados em seguida ao meio para
evitar a precipitacdo dos mesmos. As leveduras foram coletadas assepticamente
com alca de platina e transferidas para uma solugéo contendo 10 mL de solucao
Ringer, dessa suspensao 5 mL foram transferidos ao meio, o qual foi incubado em

mesa agitadora a 200 r.p.m, a uma temperatura de 30°C por 48 horas.

4.6.2 Meios de cultivo com fonte de carbono convencional

Os ensaios utilizando fontes de carbono convencionais foram realizados
sob condi¢des e meio de cultivo descritos por Kitamoto (1990), em erlenmeyer de
500 mL contendo 100 mL de &gua destilada, KH,PO4 2 g/L, extrato de levedura
10 g/L, NaNO3 20 g/L e MgSO, 2 g/L e 4% de fonte de carbono convencional,
sendo elas: 6leo de soja, petroleo (gentiimente cedido pela Petrébras), glicose e
oleo diesel. O meio foi esterilizado em autoclave, primeiramente com a agua e a

fonte de carbono, sendo os sais esterilizados separadamente em solugdes
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trabalho e adicionados em seguida ao meio para evitar a precipitacdo dos
mesmos. Foram adicionados 5% de inoculo ao meio, o qual foi incubado 200

r.p.m, a uma temperatura de 30°C por 7 dias.

4.6.3 Meios de cultivo com fonte de carbono alternativa

Para os ensaios utilizando fonte de carbono alternativa foi utilizado o
mesmo meio de cultivo descrito por Kitamoto (1990) no item 4.6.2, sob as mesmas
condicBes de cultivo variando-se as fontes de carbono, que foram: o soapstock
(residuo da producdo de Oleo de soja, fornecido gentilmente pela Cargil-
Mayrinque) sob duas condicdes iniciais de p.H 6 e 9, glicerol comercial marca
Sinth® e 6leo de soja queimado (residuo de fritura de uma pastelaria situada na
cidade de Sertdozinho SP).

4.6.4 Meios de cultivo com mistura de fonte de carbono convencional e

alternativa

Foi utilizado o mesmo meio descrito por Kitamoto, (1990), sob as mesmas
condicBes de cultivo. As fontes de carbono utilizadas foram as seguintes: glicose
2% e soapstock 4% e glicose 4% e soapstock 10%. Foram realizados
experimentos nos quais a agua era substituida por vinhaga, residuo da producéo
de etanol, retirada diretamente da coluna de destilacdo e fornecida gentilmente

pela Usina Séo Francisco na cidade de Sertdozinho.

4.6.5 Métodos analiticos para os bioprocessos

Amostras do meio foram retiradas antes da adicdo do inoculo. Apls a
inoculacdo, as aliquotas eram coletadas em intervalos de 24 horas para a
avaliacdo dos parametros de cultivo, sendo submetidas a analises de pH, tenséo

superficial e biomassa seca.
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Foram coletados assepticamente 10 mL do meio, centrifugados a 1699 x g
por 20 minutos. Os sobrenadantes foram utilizados para a avaliacdo do pH e
tensdes superficiais. Os sedimentos contendo as ceélulas foram utilizados para

avaliacdo da biomassa seca.

Todas as andlises foram realizadas em triplicatas e o resultado apresentado

representa a meédia aritmética dos resultados obtidos.

4.6.6 Determinagé&o da tensé&o superficial
O monitoramento da producéo de biossurfatantes foi realizado medindo-se
a tensao superficial dos meios, segundo o método do anel de De Nouy, utilizando-
se um tensidmetro KRUSS K6 (ROBERT et al. 1989).

4.6.7 Determinag&o da Biomassa seca

O crescimento celular foi avaliado através da quantificacdo da biomassa
seca. O residuo celular foi ressuspendido em 10 mL de agua destilada e
centrifugado sob os mesmos parametros ja descritos acima. O sobrenadante foi
descartado e adicionou-se 10 mL de acetato de etila ao residuo celular, realizando
nova centrifugacdo. O sobrenadante foi novamente descartado e as células foram
transferidas para recipientes previamente pesados. Em seguida secos em estufas

a 100° C e novamente pesados, obtendo-se a biomassa seca.

4.6.8 Extracdo e quantificacdo dos biossurfactantes obtidos
Os produtos obtidos foram extraidos segundo Jing et al. (2007) e Kitamoto
et al. (2001), utilizando- se acetato de etila em mesmo volume e evaporados a
vacuo a 50°C para retirar o solvente. Em seguida foram lavados com hexano e
novamente evaporados a 50°C em bomba de vacuo, obtendo-se os extratos que

foram quantificados por pesagem.

4.6.9 Analise da atividade surfactante dos produtos obtidos
Para avaliar a eficiéncia dos produtos obtidos em reduzirem a tensao

superficial foram adicionadas aliquotas de até 0,02 g dos produtos extraidos dos
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meios de cultura e purificados, concentragcdo a qual ocorreu a maxima reducao da
tensdo superficial, a 20 ml de agua ultra-pura. A avaliacéo foi realizada a cada 24

horas seguindo até o final das 168 horas de cultivo.

4.7. Anédlise Fisico-quimica da vinhaga

A anadlise quimica da vinhaca foi realizada pelo laboratério de solo e
sacarose da Copercana em Sertdozinho-SP. A vinhaga foi cedida gentilmente pela
usina Santo Antonio de Sertdozinho-SP.

A amostra foi coletada e levada ao laboratério para as analises de:
Nitrogénio (N), Fésforo Total (P,Os) Potassio total (K,O), Matéria organica (M.O),
Oxido Célcio (CaCO,) e Oxido Magnésio (MgO) (MAPA, coordenacado-geral de
apoio laboratorial, 2007).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Caracteristicas do solo
5.1.1 Andlises fisico - quimica do solo

Através das andlises fisico-quimicas do solo do qual se extraiu 0s
microrganismos isolados verificou-se pH em torno de 6,1, Matéria organica 53
g/dm?, Fésforo 28 mg/dm?®, Potassio 1 mmol/dm?®, Célcio 107 mmol/dm?, Magnésio
11 mmol/dm?, Aluminio 15 mmol/dm? e era composto por 18,60% de Argila, 7,80%
de Silte, 64,20% de Areia grossa e 19,40% de Areia fina, sendo classificado
texturalmente como solo Franco Arenoso. Esses tipos de solos segundo Reinert &
Reichert (2006), sdo menos porosos, possuem maior macroporosidade, possuem
baixa retencdo de agua, boa drenagem e aeracdo, sdo menos densos, aquecem
rapidamente, sdo resistentes a compactacdo, possuem baixa CTC (Capacidade
de troca catibnica), sdo mais lixiviaveis, s80 mais suscetiveis a erosao, possuem
baixa coesdo sao friaveis, sua consisténcia quando Uumido é fridvel e possuem
pouca matéria organica com rapida decomposicdo, 0 que acarreta uma baixa
densidade microbiana em comparagao aos outros tipos de solos.

Segundo Moreira & Siqueira (2006), os microrganismos tém versatilidade
para adaptacdes a mudancas ambientais; por isso, sdo encontrados em todos 0s
tipos de solo, havendo uma ligagdo muito grande entre microrganismos, estrutura
e matéria organica desse ambiente. A diversidade e quantidade de

microrganismos variam entre diferentes tipos de solo segundo diversos
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pardmetros como oxigenacdo, matéria organica, nutrientes, umidade e etc.
Portanto, o tipo de solo age seletivamente sobre os tipos de microrganismos
presentes, porém ¢ dificil estipular quais espécies de microrganismos seriam
encontradas em determinado tipo de solo. Através dos resultados obtidos nas
analises fisico-quimicas do solo pode-se concluir do ponto de vista microbioldgico
gue este tipo de solo apresenta baixa densidade microbiana, e pode selecionar

microrganismos de maior dimenséo, como as leveduras.

5.1.2 Hidrocarbonetos totais presentes na amostra

A extracdo do T.P.H do solo indicou sua presenca em 74.112 mg/kg de
solo, sendo 49.830 mg/kg referente as fracGes alifaticas, 6.770 mg/kg as
aromaticas e 1.440 mg/kg de poliaromaticas. As quantidades encontradas estdo
acima dos valores orientados, permitidos e ou tolerados por lei. Os teores dos
hidrocarbonetos nas amostras de solo, neste trabalho, tiveram como referéncia os
“Valores Orientadores para Solo e Agua subterranea no Estado de Sao Paulo” da
Companhia de Tecnologia de Saneamento Ambiental (CETESB), referente ao
artigo 1° da Decisdo de Diretoria no 195-2005-E, de 23 de novembro de 2005.

5.2. Andlise quimica da vinhaca

Pela andlise quimica da vinhaca pode-se observar os seguintes resultados
para os elementos analisados: Nitrogénio (N) 0,47Kg/m?, Fésforo total (P,Os) 0,18
Kg/m?3, Potéssio total (K,0) 4,47 Kg/m®, Matéria Organica 12,33 Kg/m?, Oxido de
Célcio (CaCO,) 1,17Kg/m® Oxido de Magnésio (MgO) 0,28 Kg/m® e AR.T
(acucares redutores totais) 0,617 kg/m®. Os resultados estéo expressos em Kg/m?®

por convencgao.
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5.3. Isolamento das leveduras do solo contaminado

5.3.1 Obtencéo do consoércio de leveduras

A extracdo dos microrganismos do solo levou a obtengdo de um consaorcio
de leveduras. Apos 15 subcultivos, em 6leo de soja como substrato, foi retirado o

indculo original do qual foram extraidos os isolados.

5.3.2 Microscopia eletronica de varredura

A Figura 1 corresponde a micrografia obtida a partir do 5° enriqguecimento
do in6culo original utilizando 6leo de soja como fonte de carbono. Ao analisar a
imagem evidencia-se a presenca de leveduras (Células ovais maiores indicadas
pela seta “A”), porém foi observado o predominio de bactérias (Células humerosas
e menores indicadas pela seta “B”). ApOs a constatacdo da presenca de bactérias
decidiu-se pela utilizacdo de uma substancia com ac¢éo antibiética para reduzir a
presenca desses procariotos. Ao termino do 10° subcultivo na presenca do
antibiotico verificou-se em microscépio eletrébnico a reducdo ou extincdo da

populacao de bactérias no meio de enriquecimento.
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Figura 1. Microscopia eletronica de varredura do 5° subcultivo enriquecido
em 6leo de soja com aumento de 2000 vezes. Com destaque para

“A” leveduras e “B” bactérias.

5.3.3 Isolamento das leveduras

A inoculacdo em meio soélido de diferenciacdo morfologica, levou a
obtencdo de cerca 40 microrganismos, dos quais, sete apresentaram diferencas
morfologicas e caracteristicas (tamanho de colbnia, coloracdo, textura, superficie e
bordo) que possibilitaram a diferenciacdo e posterior separagdo como sendo
isolados diferentes. Os sete isolados obtidos foram inicialmente designados como
LBPF 1, LBPF 3 LBPF 7, LBPF 9, LBPF 10, LBPF 14 e LBPF 15,essas
caracteristicas morfolégicas sdo descritas na Tabela 2. Os nomes LBPF fazem
referéncia ao Laboratorio de Biorremediacdo e Processos Fermentativos, local

onde foi realizado o isolamento das leveduras.
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Tabela 2: Aspectos morfologicos das col6nias apresentados pelos isolados em

meio soélido, a 30°C e as 48 horas de incubacao.

Caracteristicas morfolégicas apés 48 horas

Leveduras de crescimento em meio sélido.
Tamanho Textura Cor Superficie Bordo Elevacéao
LBPF 1 3-5mm Brilhante Creme Lisa Liso Convexa
LBPF 3 1-4 mm Viscosa Creme Lisa Liso Convexa
LBPF 7 NM* Fosca Branco Complexa Ondulado Plana
LBPF 9 5-7 mm Fosca Branca Crespa Denteado  Elevada
LBPF 10 3-7mm  Brilhante = Amarela Lisa Liso Lisa
LBPF 14 10 mm Brilhante Creme Lisa Liso Plana
LBPF 15 1-4 mm Brilhante Creme Lisa Liso Convexa

NM= ndo mensurado.

Observou-se que houve uma pequena variacdo quanto ao tamanho da
colénia em um mesmo isolado. Os isolados LBPF 1, LBPF 3, LBPF 10, LBPF 14 e
LBPF 15 apresentaram superficie e bordo lisos. Os isolados LBPF 7 e LBPF 9
apresentaram as caracteristicas de superficie complexa e crespa de bordo,
ondulado e denteado respectivamente. Convém citar que quanto ao aspecto
coloracdo, alguns isolados coloridos apresentaram uma evolucdo na coloracao
com o passar do tempo até chegar a uma cor final, fato observado quando o
isolado foi transferido do meio de diferenciacdo para 0 meio de armazenamento e
reativacdo. Por exemplo, LBPF 10 que apresentava coloracdo amarela evoluiu
para a cor branca. Suspeitou-se que a mudanca de cor seria proveniente de
contaminacgdes, assim sendo repetiram-se 0s testes e 0s mesmos evoluiram da
cor branca para amarela, contrariando as suspeitas. Guidi (2000), ao isolar
leveduras contaminantes do inéculo da fermentacdo alcodlica observou fato
semelhante, algumas de suas estirpes ao mudar de meio mudavam também a
coloracdo, foram refeitos os testes e comprovou-se que a mudanca era
influenciada pelo meio.

De acordo com as caracteristicas morfoloégicas apresentadas pelas

leveduras, qguando em meio sélido, verificou-se que sob este aspecto os isolados
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sdo diferentes. Porém, o meio sOlido ndo é utlizado com finalidade de
classificacdo, apenas como critério de diferenciacdo visual entre os isolados. As

Figuras de 2 a 8 representam os isolados inoculados em meio solido de
diferenciacao.

Isolado: LBPF 1

Diluicio: 10
Periodo de incubacio : 48 horas

Isolado: LBPF 3

Diluicio: 10
Periodo de incubacio : 48 horas

Figura 3: Isolado LBPF 3, cultivado em meio sdlido.



Isolado : LBPF_%
Diluicao: 10
Periodo de incubacio : 48 horas

Isolado: LBPF 9

-6
Diluicdo: 10
Periodo de incubacio : 48 horas

Figura 5: Isolado LBPF 9, cultivado em meio sélido.
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Isolado: LBPF 160
Diluicio: 10
Periodo de incubacio : 48 horas

Figura 6: Isolado LBPF 10, cultivado em meio sdlido.

Isolado: LBPF 165
Diluicio: 10
Periodo de incubacio : 48 horas

Figura 7: Isolado LBPF 14, cultivado em meio sélido.
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Isolado: LBPF 165
Diluicio: 10
Periodo de incubacio : 48 horas

Figura 8: Isolado LBPF 15, cultivado em meio sdlido.

Os resultados obtidos pela analise de crescimento celular em diferentes

meios sélidos sdo apresentados na Tabela 3. Verificou-se que todos os isolados

apresentaram um maior crescimento no meio GYMP, ap6s um periodo de 48

horas de incubacdo ja se observava o desenvolvimento celular nas diluicbes

empregadas (10° /10®). A primeira contagem foi realizada apés 24 horas e

prosseguiu até o sétimo dia, porém, em todos os casos 0 numero de leveduras

nao variou muito a partir das 48 horas.

Tabela 3: Contagem de leveduras em diferentes meios. Nimero de UFC/mL,

incubadas a 30°C, nos meios GYMP, YEPD e Agar Saboraud com

Clorofenincol, as 48 horas de incubacéo.

Meios de cultura

Leveduras GYMP YEPD Agar Saboraud
LBPF 1 35 x 108 7 x 10° 1 x10°8
LBPF 3 38x10°8 6 x 108 2 x 108
LBPF 7 178 x 108 134 x 108 11 x 108
LBPF 9 235 x 108 98 x 108 15 x 108
LBPF 10 9 x108 5x 108 3x 108
LBPF 14 115 x108 42 x 108 25 x 108
LBPF 15 22 x108 3x108 1 x 108




36

De acordo com os resultados obtidos conclui-se que o meio GYMP,
atendeu aos propdésitos de quantificacdo e quesitos fisiologicos, para verificacdo
de crescimento e desenvolvimento celular, sendo ele escolhido para ser utilizado

durante todo o trabalho.

5. 4. Caracterizagcado dos isolados

5.4.1 Caracterizacdo dos isolados através do meio cromogénico
CHROMagar™ Candida

Os resultados obtidos através do plaqueamento em meio cromogénico
CHROMagar™ Candida possibilitaram além da diferenciacdo dos isolados a
caracterizacao presuntiva a nivel de espécie. Os isolados LBPF 1, LBPF 3 e LBPF
15, foram caracterizados como Candida tropicalis, pois apresentaram coloracéo
azul apés 48 horas de incubagéo neste meio. O isolado LBPF 7 foi caracterizado
como Candida albicans apresentando coloracédo verde metdlica. O isolado LBPF
10 foi caracterizado com Candida glabrata, apresentando coloracdo lilds. Os
isolados LBPF 9 e LBPF 14 n&do apresentaram crescimento nos meios, mesmo
apos 96 horas de incubacédo, portanto nao foi possivel caracteriza-los, mas deduz-
se que podem ndo pertencer ao género Candida. As Figuras de 9 a 13

correspondem aos isolados inoculados nos meios cromogénicos.
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Figura 9: Isolado LBPF 1, crescido em meio sélido cromogénico as 48
horas de incubacéo.

Figura 10: Isolado LBPF 3, crescido em meio sélido cromogénico as 48
horas de incubagéao.
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Figura 11: Isolado LBPF 7, crescido em meio s6lido cromogénico &s 48
horas de incubacéo

Figura 12: Isolado LBPF 10, crescido em meio sélido cromogénico as
48 horas de incubacgéo
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R EY

Figura 13: Isolado LBPF 15, crescido em meio sélido cromogénico as

48 horas de incubacéo

CHROMagar™ Candida é um meio cromégeno que permite a identificacéo
presuntiva das leveduras por conter varios substratos enzimaticos que
hidrolizados pelas hexoaminidases correspondentes, permitem a identificacdo da
levedura de acordo com a pigmentacao exibida pela colénia em um tempo de 24 a
48 horas (QUINDOS et al., 2001). O meio utilizado indica colénias verde-metalicas
para C. albicans, azuis para C. tropicalis, lilas para C. glabrata e coloracédo branca
para as demais espécies do género Candida (ODDS & BERNAERTS 1995).
Diversos autores verificaram a eficiéncia do meio para identificacdo das espécies
de Candida quando comparados aos métodos tradicionais, bioquimicos e
moleculares. Yucesoy & Marol (2003) verificaram que de 169 isolados de C.
albicans, 168 apresentaram coldnias verdes claras em CHROMagar™ Candida,
de 33 isolados de C. tropicalis estudados, 32 mostraram colonias de cor azul.
Araujo et al. (2005) verificaram 100% de concordancia para os isolados de C.
glabrata, que apresentaram coloracao lilas.

Os resultados obtidos através da caracterizacdo dos isolados evidenciaram

a predominancia do género Candida, atualmente chamado de Pseudozima. Essas
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leveduras sdo fungos basidiomicetos, que podem possuir a capacidade de
produzirem biossurfactantes (Morita et al, 2007). Segundo Fontes et al., (2008),
as leveduras tém sido estudadas para a producdo de emulsificadores, entre elas
espécies de Candida e Yarrowia, sdo empregadas na producdo de
biossurfactantes com grande sucesso. Espécies de Candida tem sido amplamente
utilizadas para a fermentacéo de substratos insolluveis e freqlientemente relatadas
para a producédo de agentes emulsificantes (RUFINO et al. 2007). Sarubbo et al.
(2006) demonstraram a producdo de um biossurfactante produzido por Candida
glabrata, quando cultivada em um n-Hexadecano. Kim et al. (2006 ) isolou vinte
colonias de leveduras formadoras de halos em placas de agar cobertas de 6leo
cru em amostras de solo contaminado. As colbnias isoladas foram cultivadas no
liguido de isolamento contendo n-Hexadecano, 6leo de soja ou glicose como fonte
de carbono e verificou-se a producéo de biossurfactante. A maioria das estirpes foi
identificada como sendo do género Candida. Konish et al. ( 2008), utilizando
Candida batistae estudadaram a producéo de glicolipideos em meios alternativos.
Hirata et al. (2009) estudaram a produc¢éo de biossurfactantes soforolipidicos em
meios de baixo custo pela levedura ndo patogénica Candida bombicola.

A grande variedade de espécies dentro do género influencia também o tipo
de biossurfactante obtido, por exemplo: Candida bombicola, Candida petrophilum
e Candida bogoriensis foram relatadas como produtoras de Soforolipideos,
Candida antarctica foi relatada como produtora de manosileritritol-lipideos,
Candida tropicalis, Candida lipolytica IA 1055, foram citadas como produtoras de
Complexo carboidrato- proteina-lipideo e varias outras espécies como Candida
ingens, Candida utilis, Candida valida e Candida boleticola com a producédo de
biossurfactantes nédo classificados ( ILORI et al. 2008).

A gama de espécies de leveduras dentro do género Candida abrange um
amplo leque de produtos que podem vir a ser produzidos. Esses microrganismos
além de serem facilmente isolados, apresentam uma grande versatilidade para o
uso de substratos para a producdo de biossurfactantes, inclusive substratos

alternativos ou de baixo custo.
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5.5. Ensaios para verificacdo da capacidade de producdo de

biossurfactantes.

5.5.1 Meios com fontes de carbono convencionais
5.5.1.1 Oleo de soja

Inicialmente os sete isolados foram testados para determinar a capacidade
de producdo de biossurfactantes utilizando 6leo de soja como fonte de carbono,
através da andlise da tensdo superficial do meio, que inicialmente era de 47
mN/m. A reducédo da tensao superficial € utilizada como um critério primario para
selecionar microrganismos produtores de biossurfactantes, embora agentes
emulsificantes e dispersantes ndao possuam, necessariamente, habilidade em
reduzir a tensao superficial (Youssef et al. 2004; Shepherd & Rockey 1995). A
Figura 14 ilustra a reducéo da tensdo superficial dos meios e o crescimento celular
dos isolados em funcdo do tempo de incubacdo. Foi observado que 0s meios
inoculados com os sete isolados, as 24 horas de incubacdo, apresentaram
reducédo na tensao superficial dos 47 mN/m iniciais para 31 mN/m (LBPF 1), 29
mN/m ( LBPF 3), 32 mN/m (LBPF 7), 32 mN/m (LBPF 9), 38 mN/m (LBPF 10), 32
mN/m (LBPF 14) e 34 mN/m (LBPF 15). As reducdes mantiveram-se em valores
proximos aos observados as 24 horas de incubacdo ate o final das avaliacdes
para os isolados LBPF 9, LBPF 10 E LBPF 15, para os demais isolados a tenséo
superficial aumentou para valores proximos a 40 mN/m. Segundo Makkar &
Rockne (2003) o biossurfactante também é uma fonte de carbono e muitas vezes
mais assimilavel que a fornecida para a sua producdo portanto 0 aumento na
tensdo superficial pode ser explicado pelo fato dos isolados possivelmente terem
consumido o biossurfactante por elas inicialmente sintetizado, permitindo assim a
continuidade do crescimento dos isolados.

As maiores reducdes nas tensdes superficiais dos meios, observadas as
24 horas, de cultivo ocorreram com as células em crescimento exponencial. Esse
fato foi observado por Rufino et al. (2007) estudando a producdo de

biossurfactantes por Candida lipolytica. Os autores verificaram que a maior
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reducdo da tensdo superficial ocorreu na fase de crescimento exponencial.

Partindo de valores iniciais de 50 mN/m foram obtidos valores minimos de 30

mN/m as 24 horas de cultivo. Souza- Sobrinho (2007), estudando a producéo de

biossurfactante por Candida sphaerica utilizando soapstock como fonte de

carbono, também obteve resultados semelhantes, sendo que as 24 horas de

cultivo observou uma reducédo na tensdo superficial de seus meios de 30 mN/m

para valores minimos de 26 mN/m. Segundo Amaral et al. (2006) a maioria dos

biossurfactantes é geralmente produzida quando as culturas alcancam a fase

estacionaria de crescimento. Porém algumas espécies podem apresentar

producado durante a fase exponencial de crescimento
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Figura 14 : Reducédo da tenséo superficial dos meios de cultivo e crescimento celular
em funcgdo do tempo de incubacgéo para os diferentes isolados utilizando
6leo de soja como substrato. A (LBPF 1); B (LBPF 3); C (LBPF 7), D
(LBPF 9); E (LBPF 10); F (LBPF 14); G (LBPF 15)
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Os dados obtidos da producao de biossurfactante pelos diferentes isolados
em Oleo de soja ao final das 168 horas sao ilustrados na Tabela 4. Partindo de um
valor inicial de pH de 5,78 foram observados valores finais variando de 3,99 a
4,87. Pode-se observar que apos as 96 horas de cultivo os valores de pH
aumentaram e junto a esse aumento ocorreu um leve acrescimo nos valores das
tensdes superficiais dos meios. Segundo Bednarsk et al., (2004) a manutencgéo da
acidez do meio de cultivo é um paréametro correlacionado com a eficiéncia da
sintese de glicolipideos por leveduras como C. antarctica e C. apicola. Com a
manutencdo e controle do pH durante os ensaios observa-se uma maior producao
de glicolipideos. Contudo, quando ndo se ajusta o pH dos meios de cultura,
obtém-se um efeito negativo na eficiéncia de sintese desses produtos.

A biomassa celular aumentou durante todo o processo para os diferentes
isolados, chegando ao final com valores que variaram de 9,55 g/L para LBPF 9 a
18,91 g/L para LBPF 3. A tenséo superficial final dos meios que utilizaram 6leo de
soja como fonte de carbono variou de 32 a 39 mN/m. Dentre os isolados, 0 maior
crescimento celular, 18,91 g/L, e a maior concentracéao final de produto, 13,86 g/L,
foram observados para o isolado LBPF 3, porém o maior coeficiente de
rendimento de biossurfactante em relacdo a concentracéo celular foi obtido pelo
isolado LBPF 1.

Os resultados obtidos nesses ensaios sdo similares aos obtidos por
Daverey et al. (2009) que estudaram a producéo de biossurfactantes por Candida
bombiculata em diferentes meios de cultura e obtiveram producéo de 12,67 g/L e
concentracdo celular final de 17,95 g/L, no meio que utilizou éleo de soja como
fonte de carbono. Costa et al. (2008) utilizaram 6leo de soja queimado para a
producdo de biossurfactantes por isolados de Pseudomonas sp. e obtiveram
producdo média de 6,1 g/L de produto, verificando reducdes nas tensdes
superficiais dos meios de 35,5 mN/m para valores variando de 31 a 33 mN/m.
Haba et al. (2000) verificaram reducgdes nas tensdes superficiais dos meios de 57
mN/m, para valores variando de 35 mN/m a 40 mN/m, utilizando substratos de

baixo custo (6leo de fritura) por diferentes espécies de leveduras.



44

Tabela 4: Parametros da producéo de biossurfactantes pelos isolados utilizando oleo

de soja como substrato.

Parametros Microrganismos
LBPF LBPF LBPF LBPF LBPF LBPF LBPF
1 3 7 9 10 14 15

Biomassa seca 1222 1891 16,78 955 12,31 16,2 13,8

final (g/L)

BS' final (g/L) 913 13,86 7,98 3,0 4,4 4,2 4,9
Y p/b?(g/g) 075 073 048 031 036 0,29 0,4
TSa® mN/m 31 29 32 32 38 32 34
pH 487 451 441 451 435 3,99 4,72

! BS= biossurfactante; “Y p/b= coeficiente de rendimento de biossurfactante em
relacdo & concentracdo celular; TSa= Tensdo superficial minima, obtida as 24 horas de

incubacéo.
5.4.1.2 Petréleo e Oleo diesel

Para o petrdleo como fonte de carbono foram realizados ensaios para
biossintese de surfactantes com todos os isolados, porém, apds as analises
iniciais constatou-se o n&o desenvolvimento dos isolados nessa fonte de carbono.
O crescimento e a producdo de biossurfactante em 6leo cru € muito complexa
devido a sua estrutura molecular que acaba tornando-o téxico aos microrganismos
presentes. Os ensaios utilizando 6leo diesel mostraram a nao utilizacdo dessa
fonte de carbono pelos isolados como substrato para a producdo de substancias
tensoativas. O pH que inicialmente era de 5,74 reduziu para valores que variaram
de 3 a 4,5. A tenséo superficial inicial dos meios, 36 mN/m nao sofreu redugéo

durante as 168 horas de cultivo. Porém os isolados conseguiram se desenvolver,
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com uma concentragdo celular final médio de 1 g/L. Resultados semelhantes
foram observados por Mariano et al. (2008), ao estudarem a producédo de
biossurfactantes por S. hominis e K. palustris. Os autores observaram que nos
meios utilizando  6leo diesel comercial como fonte de carbono as tensdes
superficiais dos meios nao reduziram, evidenciando a n&o producdo de
biossurfactantes, porém foi observado o crescimento dos microrganismos. Os
valores de biomassa néo foram citados.

Segundo Makkar & Rockne (2003) as fontes de carbono mais assimilaveis,
tem a predilecdo dos microrganismos, portanto sdo consumidas preferencialmente
as fontes de carbono mais complexas, no caso o petréleo e o0 Oleo diesel. Os
microrganismos utilizados neste trabalho foram extraidos de um local
contaminado com 6leo lubrificante, porém enriquecidos em um meio contendo
0leo de soja como substrato, que é mais facilmente degradavel em comparacao
ao petroleo e O6leo diesel. Tal condicdo pode ter levado a selecdo de
microrganismos com afinidade a fontes de carbono mais assimilaveis. O
isolamento de microrganismos com capacidade de producdo de biossurfactantes
em fontes de carbono complexas é complicado. llori et al. (2008) isoloaram trinta
e duas leveduras de um lago poluido com hidrocarbonetos de petréleo. Dentre os
isolados, apenas dois utilizaram o 6leo diesel e o petrdleo como Unica fonte de
carbono para a producao de biossurfactantes.

No seguinte trabalho, a producdo de biotensoativos nessas fontes de
carbono, provavelmente ndo ocorreu devido a complexidade de assimilacao

dessas moléculas pelos isolados.

5.4.1.3 Glicose

Os ensaios utilizando este carboidrato como fonte de carbono para
producédo de biotensoativos mostraram o crescimento celular de todos os isolados,
porém somente o isolado LBPF 9 apresentou potencial para utilizacdo deste

substrato para producéo de biossurfactantes.
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O pH do meio de cultura utilizando glicose como fonte de carbono e
inoculado com o isolado LBPF 9, era de 5,5 ao final das 168 horas de incubacao
reduziu para 4,33. A tensao superficial do meio que inicialmente era de 64 mN/m
reduziu aproximadamente 39% chegando a 40 mN/m as 72 horas de incubacéo
nesse mesmo periodo a biomassa celular do isolado era de 7,58 g/L. A maior
reducdo na tensdo superficial ocorreu apos o periodo de crescimento exponencial,
portanto o produto foi produzido na fase estacionaria. Ao final das 168 horas de
incubacgéo a tensdo superficial registrada foi de 47 mN/m, com uma concentragao
celular final de 6,2 g/L e uma concentragéo final de produto recuperado de 8,36
g/L. A Figura 15 ilustra a reducdo da biomassa e o crescimento celular durante o

periodo de incubacéo.
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Figura 15: Reducdo da tensdo superficial e crescimento celular em meio utilizando
glicose como fonte de carbono inoculado com o isolado LBPF 9 .

Os resultados obtidos pelo isolado LBPF 9 foram semelhantes aos obtidos
por Adamczak & Bednarski (2000), estudando a producéo de biossurfactantes por
Candida antarctica utilizando glicose como fonte de carbono e obteve uma
producao final de 7,5 g/L e biomassa de 9,9 g/L (aeracédo de 1 vwvm), com aeracao
de 2 vvm foi observado um aumento na producgao para 13,2 g/L, a biomassa final
obtida foi de 8,9 g/L.

Os demais isolados, apesar da ndo producdo de biossurfactante,

conseguiram se desenvolver, apresentando crescimento exponencial até as 72
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horas de incubagéo. A Tabela 5 ilustra o crescimento dos isolados e pH dos
meios ao final das 168 horas de incubacdo. O pH dos meios de cultura utilizando
glicose como fonte de carbono que inicialmente era de 5,5 sofreram reducéo para
valores finais variando de 3,5 a 4. A maior concentragao celular final foi observada
pelo isolado LBPF 14 (10,36 g/L) e a menor foi obtido pelo isolado LBPF 7 (3,1

g/L).

Tabela 5: Crescimento dos isolados e pH dos meios ao final das 168 horas de
incubacéo utilizando glicose como substrato.

Parametros Microrganismos
LBPF LBPF LBPF LBPF LBPF LBPF LBPF
1 3 7 9 10 14 15
Biomassa(g/L) 7,19 7,2 3,1 6,2 9,57 10,36 9,8
pH 3,62 3,61 3,58 4,33 4,8 4 3,4

A glicose é uma fonte de carbono facilmente assimilavel, o que acarreta
um rapido crescimento celular e conseqientemente seu rapido consumo. No meio
inoculado com isolado LBPF 9 foi observado apés as 72 horas de incubagdo um
aumento na tensdo superficial e reducdo no crescimento do isolado,
provavelmente pelo rapido consumo do substrato. Geralmente a glicose é
combinada com outras fontes de carbono nos ensaios de biossintese para
obtencdo de melhores resultados. Segundo Fontes et al., (2008) os carboidratos,
também podem ser utilizados para producdo de substancias tensoativas. As vias
metabodlicas envolvidas na sintese de precursores para producdo de
biossurfactante sdo diversas e dependem da natureza da principal fonte de
carbono utilizada no meio de cultivo. Quando se utiliza carboidratos como Unica
fonte de carbono no meio de cultivo para a producao de glicolipideos, o fluxo de
carbono é regulado de tal forma que ambas as vias lipogénicas (formacdo de
lipideos) e de formacdo da porcdo hidrofilica (através da via glicolitica) séo
especialmente supridas pelo metabolismo microbiano. Quando se combina essas

fontes de carbono, as vias metabdlicas séo ativadas separadamente, levando os
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microrganismos a economia energética, acarretando maior producdo de
substancias tensoativas.

Sarubbo et al. (2006) produziram biossurfactante utilizando glicose e 6leo
de canola como fontes de carbono a partir da levedura C. lipolytica, que mostrou
um crescimento de 10 g/L e uma concentracao final de produto de 8 g/L.

Kim et al (2006) estudando a producédo de manosileritritol lipideo (mel) por
Candida sp, observaram que a glicose era consumida rapidamente, evidenciando
uma reducdo na producdo desse biossurfactante. Para contornar o problema,
foram utilizados 6leo de soja e glicose juntos no meio fermentativo alcancando
uma producédo que variou de 22 a 44 g/L .

A utilizacao das fontes de carbono convencionais acarretou a producao de
biossurfactantes pelos isolados, principalmente em 6leo de soja por todos o0s
isolados, por LBPF 9 em glicose, comprovando o potencial de produgcéo do

produto pelos mesmos.

5.5.2 Meios com fontes de carbono alternativas
5.5.2.1 Oleo de soja queimado

Os ensaios utilizando 6leo de soja queimado mostraram que esse substrato
nao foi utilizado pelos isolados para a sintese de biossurfactantes, pois a reducéo
da tensédo superficial dos meios, quando ocorreu, foi muito pequena. O pH dos
meios inicialmente era de 5,47 e foi reduzido ao final das 168 horas de cultivo
para valores que variaram de 3,5 a 4, exceto o meio inoculado com o isolado
LBPF 9, onde o pH aumentou para 7,5. As tensOes superficiais dos meios que
inicialmente eram de 40 mN/m, reduziram no maximo a 36 mN/m, e aumentaram
com o decorrer do tempo cultivo. Costa et al., (2008) observaram resultados
semelhantes ao utilizarem 6leo de soja queimado como fonte de carbono para
producdo de biossurfactantes por bactérias do género Pseudomonas, a tenséo
superficial do meio inicialmente era de 35,5 mN/m e foi reduzida para 32 mN/m,

porém, apos as 72 horas de cultivo aumentou para 34,5 mN/m.
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Apesar da nao utilizacdo dessa fonte de carbono pelos isolados como
substrato para a producdo de biotensoativos, 0s crescimentos celulares
alcancados foram maiores quando comparados ao 6leo de soja cru atingindo
valores finais de biomassa que variaram de 20 a 30 g/L dependendo do isolado,
exceto para os isolados LBPF 9 e LBPF 15 que registraram valores finais de
biomassa inferiores a 3 g/L. Os valores de biomassa indicam que essa fonte de
carbono alternativa poderia ser utilizada como substrato primario para inducdo de
crescimento das leveduras para posterior producéo de biossurfactante. A Tabela 6
ilustra os valores de biomassa seca e pH dos meios ao final das 168 horas de

incubacéao.

Tabela 6: Crescimento dos isolados e pH dos meios ao final das 168 horas de
incubacao utilizando 6leo de soja queimado como substrato.

Parametros Microrganismos
LBPF LBPF LBPF LBPF LBPF LBPF LBPF
1 3 7 9 10 14 15
Biomassa(g/L) 23,55 33,19 26,89 1,61 31,22 20,77 0,38
pH 3,92 3,34 3,48 7,36 3,35 3,51 3,79

Segundo Makkar et al. (2002) o 6leo de fritura € produzido em grandes
guantidades tanto na inddstria de alimentos como nas residéncias. Depois de ser
utilizado, o éleo de cozinha queimado contém mais de 30% de compostos polares
e sua composicdo muda de acordo com a variedade de alimento e tipo de fritura
realizada. Essa variacdo em sua composi¢ao, devido sua origem, pode influenciar
nos resultados obtidos na sua utilizacdo como fonte de carbono para sintese de
biossurfactantes.

Outros autores verificaram resultados distintos utilizando Pseudomonas ou
isolados caracterizados como pertencentes ao género Pseudomonas em 6leos
gueimados de origens diferentes em seus experimentos. Haba et al. (2000)
isolaram microrganismos com potencial de producéo de biossurfactantes em oOleos

gueimados, dos 36 isolados apenas 9 apresentaram potencial de producédo de
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biossurfactantes neste residuo. Os isolados foram caracterizados como
pertencentes ao género Pseudomonas, e testados quanto a produgcdo em 6leo de
oliva queimado e 6leo de soja queimado. Os isolados apresentaram crescimento
satisfatorio nas duas fontes de carbono, porém, os resultados obtidos em 6leo de
oliva queimado foram melhores que os obtidos em 6éleo de girassol queimado. A
tensado superficial inicial dos meios era de 57 mN/m e foi reduzida as 72 horas de
incubagéo para valores que variaram de 32 mN /m para Pseudomonas sp. a 39
mN/m para Ps. Fluorescens utilizando 6leo de oliva queimado como substrato Em
O0leo de soja queimado os valores obtidos variaram de 36 mN /m para Ps.
aeruginosa a 47 mN/m para Pseudomonas sp.

O O6leo de soja queimado utilizado neste experimento permitiu o
crescimento dos isolados, porém ndo apresentou viabilidade para a producéo de
biossurfactantes pelos mesmos. Portanto, a origem do 6leo de fritura, bem como a
espécie de microrganismo utilizado, podem influenciar diretamente no seu uso

como substrato.

5.5.2.2 Soapstock e Soapstock pH inicial 6

Para os meios utilizando soapstock sem corre¢do inicial de pH ndo foram
observadas reducdes nas tensdes superficiais para todos os isolados exceto para
LBPF 7 que apresentou uma pequena reducdo. Inicialmente a tensao superficial
do meio inoculado com esse isolado era de 34 mN/m e reduziu para 29 mN/m as
48 horas de incubacdo. A pequena reducdo na tensao superficial em soapstock
foi considerada positiva do ponto de vista de producéo de biossurfactantes devido
a caracteristica saponificante encontrada neste substrato, levando a uma reducao
inicial da tens&o superficial do meio, mesmo na auséncia dos isolados. Essa
propriedade dificulta a verificacdo da producdo de biossurfactantes através da
analise da tensédo superficial dos meios.

Outros autores utilizaram o mesmo método para verificagdo da producao
de tensoativos e observaram pequenas reducdes nas tensdes superficiais, porém,
a producdo de biossurfactantes ao final foi constatada. Costa et al (2008)
utilizaram 2% de soapstock para producdo de tensoativos por estirpes de
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Pseudomonas. Os autores observaram reducdo na tensao superficial do meio de
35,5 para 31,9 mN/m e producdo de 9,69 g/L de produto ao final dos ensaios.
Souza - Sobrinho (2007) utilizou 5% de soapstock e 2,5% de milhocina como
substrato para producdo de biossurfactante por Candida sphaerica. A tensao
superficial do meio foi reduzida de 30 para 26 mN/m e produgéo de 4,5 g/L de
biossurfactante.

Ao final das 168 horas de incubacdo o meio inoculado com LBPF 7,
apresentou tenséo superficial de 29 mN/m, pH de 8,63 e producao de 1, 72 g/L
de biossurfactante, apesar do crescimento celular registrado, 0,7 g/L, ter sido o
menor dentre todos os isolados. A Figura 16 ilustra o crescimento celular e a

reducado da tensao superficial do meio para este isolado.
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Figura 16: Reducdo da tensdo superficial e crescimento celular do meio utilizando
soapstock sem correcéo inicial de pH como fonte de carbono inoculado com
o isolado LBPF 7.
Nos meios sem correcdo de pH foi observado uma reducdo inicial do pH de
9,1 para valores que variaram de 7,6 a 8,5, porém, ao final do tempo de incubagéo

esses valores estavam acima de 8,7 para todos os isolados.
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Os meios contendo soapstock apresentaram inicialmente carater
excessivamente alcalino. Para contornar essa situacao foi sugerido a realizacéo
da correcéao inicial do pH para 6, valor normalmente utilizado para sintese de
biossurfactantes, porém, as corre¢cdes ndo surtiram efeito e meios com corre¢céo
inicial de pH néo indicaram a producdo de biossurfactantes. O pH aumentou
durante todo o ensaio chegando ao final das 168 horas de incubacdo a valores
acima de 8,5. Costa et al.,, (2008) observaram resultados semelhantes nos
ensaios utlizando soapstock como fonte de carbono, foi verificado uma variacéo
entre 5,7 a 8,6 no pH dos meios e uma tendéncia para valores finais superiores a
8,0 quando esses substratos foram utilizadas como fontes de carbono, para
producédo de biossurfactantes. Apesar da néo utilizacdo do soapstock pela maioria
dos isolados como substrato para a produgcdo de biotensoativos, as leveduras
cresceram satisfatoriamente indicando que essa fonte de carbono alternativa
poderia também ser utilizada como substrato primario para inducdo de
crescimento das leveduras para posterior producéo de biossurfactante. Os ensaios
com correcao inicial de pH apresentaram maior crescimento quando comparados
aos sem correcao, exceto para o isolado LBPF 10, evidenciando que o pH inicial
influencia diretamente o crescimento dos isolados. Os valores finais de biomassa

seca e pH para os dois ensaios sao ilustrados na Tabela 7.

Tabela 7: Crescimento dos isolados e pH dos meios ao final das 168 horas de
incubacio utilizando soapstock como substrato.

Parametros Microrganismos
LBPF LBPF LBPF LBPF LBPF LBPF LBPF
1 3 7 9 10 14 15
Soapstock
Biomassa
(g/L) 4,83 7,54 0,7 3,92 154 6,12 14,1
Ph 8,22 8,63 8,58 8,4 8,68 8,55 8,89
Soapstock pH 6
Biomassa
(g/L) 9,75 10,67 6,18 4,56 3,89 10,23 18,65

Ph 8,22 8,51 8,44 8,63 8,54 8,49 8,31
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O crescimento e a nado utilizacdo de fontes de carbono com caréater
altamente hidrofébico pela maioria dos isolados como substrato para a producéo
de biossurfactantes pode ser explicada, segundo Amaral (2007), pelo fato de
algumas leveduras conseguirem consumir 0s substratos hidrofébicos sem
produzirem emulsificantes. Kaeppeli & Fiechter (1976) realizaram testes de
afinidade com S.cerevisiae e uma levedura assimiladora de substratos
hidrofobicos (Candida tropicalis). Essas leveduras foram adicionadas
separadamente em um meio contendo um substrato hidrofébico (hexadecano) e
apos agitacao intensa e centrifugacao, todo o hexadecano foi recuperado do meio
contendo S. cerevisiae e para a levedura assimiladora de hidrocarbonetos
encontrou-se uma relacéo linear entre o volume de substrato que ficou aderido na
célula e a quantidade de células presente no meio, evidenciando o consumo direto
do substrato. Entretanto, a mudanca na fonte de carbono para um substrato
hidrofilico (glicose), reduziu a capacidade de adsorcédo dessa levedura mostrando
gue a afinidade do microrganismo com a fonte de carbono € parcialmente induzida
pelo tipo de substrato.

Cirigliano & Carman (1984) observaram em uma outra levedura do mesmo
género (Candida lipolytica) a producéo de agentes tensoativos quando a fonte de
carbono utilizada foi o hexadecano, evidenciando a necessidade de producédo de
tensoativos para a o consumo desse substrato. Portanto, a assimilagdo de
substratos hidrofobicos pode ocorrer através de adsorcdo direta das gotas
hidrofébicas a superficie celular ou pode ser mediada pela presenca de um

biossurfactante.

5.4.2.3 Glicerol

Partindo-se de uma tenséo superficial de 68 mN/m, foi observada reducgao
no valor desse parametro nos meios para todos os isolados, porém somente o
isolado LBPF 9 obteve resultados significativos como potencial produtor de
biossurfactantes neste residuo. A Figura 17 ilustra o desenvolvimento celular e a
reducdo da tensdo superficial do meio inoculado com este isolado. A tensao

superficial deste meio foi reduzida as 24 horas de incubagdo para 39 mN/m,



54

alcancando uma reducgéo de aproximadamente 43%, a maior quando comparada
com as demais fontes de carbono utilizadas neste trabalho. Ao final das 168 horas
de cultivo foram observados no meio inoculado com este isolado os seguintes
resultados: o pH que inicialmente era de 5,28 foi reduzido para 4,8; crescimento
celular final de 2,95 g/L; concentragcédo final de produto de 2,20 g/L e tensao
superficial final de 42 mN/m. O coeficiente de rendimento de biossurfactante em
relacdo a concentracdo celular foi 0,75 g/g, semelhante ao rendimento obtido nos
meios utilizando 6leo de soja como fonte de carbono. A maior reducdo na tenséo

superficial também ocorreu durante a fase de crescimento exponencial.
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Figura 17: Reducdo da tensé&o superficial e crescimento celular em meio utilizando

glicerol como fonte de carbono inoculado com o isolado LBPF9.

Os resultados obtidos por este isolado sdo semelhantes aos obtidos por
Ciapina et al. (2006 ) estudando a producéo de biossurfactantes por Rhodococcus
erythropolis, utilizando glicerol como fonte de carbono. Estes autores obtiveram
uma producéo de 1,7 g/L. Crasto (2005 ) avaliando a producédo de ramnolipidios
por bactérias isoladas de um poco de extracdo de petréleo, utilizando glicerol
como fonte de carbono, relatou reducgfes nas tensdes superficiais dos meios
partindo de valores iniciais de 68 mN/m para valores finais que variaram de 44,6
a 53,7 mN/m, sendo que os volumes finais recuperados variaram de 0,33 a 1,9
g/L.
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5.5.3 Meios com mistura de fonte de carbono alternativas e convencionais
5.5.3.1 Vinhaca e 6leo de soja

A vinhaca € um residuo produzido em larga escala pelas industrias de
bicombustiveis. Sua composicdo € muito rica em agua e nutrientes essenciais
para o crescimento dos microrganismos, portanto a substituicdo da agua pela
vinhaca em processos de obtencdo de tensoativos, além de gerar a reducdo do
consumo de agua e de residuos a serem lancados no meio ambiente, leva a
diminuicdo dos custos referentes a aquisicdo dos nutrientes adicionados aos
meios.

Os ensaios realizados utilizando vinhaga ao invés de agua em 6leo de soja
ou soapstock como fontes de carbono ndo mostraram resultados interessantes do
ponto de vista da producédo de biossurfactantes. Para o 6leo de soja o pH inicial
4,49 aumentou para valores que variaram de 8 a 8,5 ao final das 168 horas de
incubagéo. A tensdo superficial desse meio inicialmente era de 36 mN/m néo
sofreu reducdo durante o periodo de incubacao, porém, os crescimentos celulares
registrados foram altos chegando a 33,5 g/L para o isolado LBPF 10. O meio
composto por vinhaca e soapstock possuia pH inicial de 7 e esse valor tambem
aumentou para valores que variaram de 8,5 a 9 ao final das 168 horas de
incubacédo. A tensao superficial do meio, que inicialmente era de 32 mN/m, néo
apresentou reducdo durante o periodo de incubacdo, porém, os isolados,
mostraram um bom crescimento celular com o valor de 38,67 g/L para o isolado
LBPF 14, indicando que a utilizacdo da vinhaca no lugar da agua nos meios para
inducdo de crescimento priméario para posterior producdo de biossurfactantes
poderia vir a ser uma alternativa altamente promissora para se obter um rapido
aumento de biomassa. Os valores finais de pH dos meios e de biomassa seca

dos isolados para os ensaios utilizando vinhaca estéo ilustrados na Tabela 8.
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Tabela 8: Crescimento dos isolados e pH dos meios utilizando Vinhacga/é6leo de soja e
Vinhaga/Soapstock ao final das 168 horas de incubacéo.

Parametros Microrganismos
LBPF LBPF LBPF LBPF LBPF LBPF LBPF
1 3 7 9 10 14 15
Vinhaca/6leo de soja
Biomassa
(g/L) 17,94 31,12 21,73 22,89 36,46 14,52 33,35
pH 8,58 8,45 8,42 8,26 8,49 8,28 8,33
Vinhaca/Soapstock
Biomassa 8,73
(g/L) 11,23 12,32 11,47 14,05 38,67 36,79
pH 8,51 8,78 8,51 8,61 8,51 8,66 8,69

Os crescimentos celulares foram superiores aos obtidos nos meios que
utilizaram agua e Oleo de soja. Esse grande crescimento pode ter levado a ndo
utilizacdo desses substratos para a sintese de biossurfactantes. Através da
andlise quimica da vinhaca foi observada a presenca de nutrientes, indispensaveis
ao crescimento das leveduras deixando o meio com um alto valor nutricional, além
do acucar residual que se torna mais uma fonte de carbono e mais facilmente
assimilavel pelos microrganismos. A uniao desses fatores favoreceu o crescimento
das leveduras, levando-as a se multiplicarem ao invés de utilizarem os substratos
para sintese dos produtos. Segundo Riera et al. (1985), a vinhaca, além dos
nutrientes presentes, possui em sua composicdo uma grande quantidade de
células lisadas que se equivalem ao extrato de levedura aumentando ainda mais o
suporte para o crescimento dos microrganismos.

Na literatura ndo constam muitos trabalhos sobre a utilizacdo de vinhaca
para a producdo de biossurfactantes, porém um dos trabalhos encontrados,
realizado por Dubey & Juwarka no ano de 2001, obteve 6timos resultados quanto
a reducdo da tensdo superficial. Os autores estudaram a producdo de
biossurfactante utilizando vinhaca e a glicose como fonte de carbono por
Pseudomonas aeruginosa strain BS2 e observaram reducdo na tensdo superficial
dos meios de 54 para 27 mN/m, e um crescimento de 1x 10° para 51 x 10° ufc/mL,
mas observaram um péssimo rendimento na producao de biossurfactantes ao final

das 96 horas de incubacéo cerca de 0,028 g/L, porém a vinhaca foi diluida em 3
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vezes. Segundo os autores o uso da vinhaga sem diluicdo pode intervir no
desenvolvimento do processo fermentativo devido a alta concentracdo de ions
sulfato.

Nos ensaios realizados neste trabalho a vinhaca utilizada n&o foi diluida e

0s resultados obtidos quanto ao crescimento celular foram muito significativos.

5.5.3.2 Combinacéo de substratos alternativos e convencionais

Os ensaios utilizando duas fontes carbono uma hidrofilica e outra
hidrofébica demonstraram resultados diferentes dependendo das concentracdes
das fontes de carbono empregadas. Os cultivos contendo 2% de glicose e 4% de
soapstock ndo mostraram viabilidade para a producdo de biossurfactantes, porém
0 aumento da concentracdo das fontes de carbono para 4% de glicose e 10% de
soapstock, induziu a producdo de biossurfactantes pelos isolados LBPF 10 e
LBPF 14.

Os meios utilizando glicose (2%) + soapstock (4%) e glicose (4%) +
soapstock (10%) possuiam pH inicial de 7,83 e 7,6 respectivamente. Com o inicio
dos ensaios foi observada reducdo de pH para valores que variaram de 5 a 6 até
as 72 horas de incubacéo para o0 meio com as menores concentracdes e 96 horas
de incubacdo para os meios mais concentrados. Ao final das avaliagbes o pH
estava em valores proximos aos iniciais. As reduc¢des iniciais do pH dos meios
utilizando glicose (2%) + soapstock (4%) e glicose (4%) + soapstock (10%) nas
primeiras horas de incubacdo, podem estar ligadas a presenca de glicose nos
meios. Segundo Luna et al. (2008), a presenca de glicose nos meios é fator
determinante para a manutencdo da acidez do mesmo durante a fase de
crescimento exponencial.

Esse fato foi observado nos dois meios citados acima. Apds o consumo da
glicose os valores de pH aumentaram, quanto menor a quantidade de glicose
presente no substrato mais rapido ocorreu 0 aumento.

As tensdes superficiais dos meios que inicialmente eram de 30 mN/m para
glicose (2%) + soapstock (4%) néo reduziram para nenhum dos isolados
inoculados. Para glicose (4%) + soapstock (10%) a tensdo superficial inicial era de
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33 mN/m e reduziu para LBPF 10 a 28 mN/m e LBPF 14 a 27 mN/m. Ao final das
168 horas de incubacdo as tensdes superficiais dos meios se mantiveram nos
valores obtidos com as reducdes. As concentracdes celulares obtidas ao final das
168 horas de cultivo foram de 26 g/L e 30 g/L e as concentragbes finais de
biossurfactantes foram 1,94 g/L e 2,24 g/L respectivamente para LBMF 10 e
LBMF 14. A Figura 18 ilustra a reducao da tenséo superficial e o crescimento dos
dois isolados. Os resultados obtidos neste trabalho foram semelhantes aos obtidos
por Ciapina et al. (2006), que verificaram producdo de biossurfactantes por
Rhodococcus erythropolis, utilizando glicerol e hexadecano como substrato
obtendo uma producdo de 0,45 g/L de biossurfactante. Os ensaios foram

realizados em mesa agitadora por 1 semana e sem corre¢ao de pH.

35 35

E 35 E 35
> 30 = 30
£ 5 F £33 25
;g 31 20 g Z'_Egl 20 %
H 15 ¢ 8 15 £
2 29 8 S k!
i 10 = 1-3 10 &=
2 27 5 g 27 5
=
2 25 0 2 25 0
A 0 24 48 72 96 120 144 168 B 0 24 48 72 96 120 144 168
Tempo (h) Tempo (h)
—a—Tensdo —a—biomassa(g/1) —s—Tensdo —a—biomassa (g/l)

Figura 18: Reducgbes das tensfes superficiais e crescimentos celulares dos meio
utilizando glicose (4%) + soapstock (10%) como substrato inoculados com
os isolados LBPF 10 (A) e LBPF 14 (B).

Apesar da nédo utilizacdo dos substratos para a sintese de biossurfactantes
pelos demais isolados, foi observado um bom crescimento celular deles em ambas
as fontes de carbono, evidenciando que o substrato foi utilizado para o
crescimento e ndo para a producao de substancias com atividades surfactantes. A
Tabela 9 ilustra o pH e a biomassa dos isolados ao final das 168 horas de

incubacéo. Para a biomassa foram observadas concentragdes finais que variaram
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de 12 a 28 g/L para o0 meio que utilizou a menor concentracao dos substratos, e de

24 a 35 g/L, para os meios mais concentrados.

Tabela 9: Crescimento dos isolados e pH dos meios utilizando Glicose (2%) +
soapstock (4%0) e Glicose (4%) + soapstock (10%0) ao final das 168
horas de incubacéo.

Parametros Microrganismos
LBPF LBPF LBPF LBPF LBPF LBPF LBPF
1 3 7 9 10 14 15
Glicose (2%0) + soapstock (4%b)
Biomassa
(g/L) 25,03 34 25,89 23,78 25,03 29,34 34,22
pH 6,89 7,33 6,97 7,35 7,85 7,64 7,54
Glicose (4%0) + soapstock (10%0)
Biomassa
(g/L) 23,99 15,12 12,46 16,03 27,78 16,89 24,99
pH 7,77 8,21 8,03 7,56 8,03 7,03 8,21

Diversos trabalhos vém sendo realizados com misturas de fontes de
carbono hidrofilicas e hidrofébicas. Bedinarsk et al. (2004) observaram resultados
semelhantes aos obtidos nos meios contendo maiores concentracdes de
substrato. Ao estudarem a producdo de biossurfactante por C. antarctica e C.
apicola constataram que a concentracdo de biossurfactante recuperado dos meios
aumentava quando a porcentagem de soapstock nos meios de cultivo era
aumentada de 5% para 10%. Mesmo com a biomassa alcancando valores altos,
essa producdo em alguns casos chegava a ser oito vezes maior com a
suplementacdo dessa fonte hidrofobica. Observou-se também que a producéo
mantinha-se alta com a correcédo do pH para a faixa de 5,5 durante todo o periodo
de incubacdo. Luna et al. (2009) verificou a producao de biossurfactantes por
Candida glabrata utilizando diferentes concentracbes de glicose e 0Oleo de
sementes de algodao. Os melhores resultados foram obtidos com 7,5% de 0leo e
5 % de glicose. A reducéo da tensao superficial observada foi de 70 para 31
mN/m; o pH do meio aumentou para a faixa de 8 apdés o consumo da glicose.
Sarubbo et al. (2007) observaram a producao de biossurfactantes por C. lipolytica

utilizando 10% de glicose e 10% de 0leo de canola. A tenséo superficial do meio
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foi reduzida de 69 para 35 mN/m. A producgéo de tensoativos foi registrada na fase
de crescimento exponencial e os valores de biomassa foram de 20 g/L. Ao final
dos ensaios foram recuperados 8 g/L do produto.

Ensaios utilizando fontes de carbonos hidrofilicas e hidrofébicas em
conjunto vém abrindo uma nova porta para o aumento da produgcdo de
biossurfactantes, porém, os melhores resultados séo obtidos em fungcéo das fontes
de carbono utilizadas serem alternativos ou convencionais. Bedinarsk et al., (2004)
que utilizaram soapstock e glicerol (dois residuos) obtiveram resultados inferiores
aos obtidos por LUNA et al, (2009) que utilizaram 6leo de sementes de algodéo e

glicose.

5.5. Atividade surfactante dos produtos obtidos

Ao se analisar a atividade dos biossurfactantes produzidos utilizando 6leo
de soja como fonte de carbono foi observada a capacidade de reducdo da tensao
superficial da dgua na presenca dos bioprodutos obtidos. A Tensao superficial
inicial da 4gua era de 70 mN/m e foi reduzida para valores que variaram de 34
mN/m para o produto obtido pelos isolados LBPF 3 e LBPF 7 utilizando 6leo de
soja como substrato a 43 mN/m para o produto do isolado LBPF 9 utilizando
glicerol como substrato. Estes valores de tensdo foram semelhantes aos valores
descritos para outros biossurfactantes produzidos por leveduras cultivadas em os
Oleos vegetais, como: Candida lipolytica 31 mN/m, Rufino et al. (2007); Candida
glabrata 31 mN/m, Sarrubo et al. (2006); Candida antartica 35mN/m, Adamczak &
Bednarski (2000). Os resultados apresentados no presente trabalho evidenciaram
que os produtos obtidos a partir dos diferentes isolados possuem atividade
surfactante. A Figura 19 ilustra a reducdo da tensdo superficial da agua na

presenca do produto obtido e purificado as 168 horas de cultivo.
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Figura 19: Reducdo da tensdo superficial da agua na presenca dos diferentes
produtos. A — Agua pura, B- LBPF 1, C- LBPF 3, D- LBPF 7, E- LBPF 9, F-
LBPF 10,G- LBPF 14, H- LBPF 15 e I- LBPF 9 obtido em glicerol.

Os resultados referentes a reducdo da tensdo superficial da &gua
demonstraram que o0s produtos obtidos apresentam excelente atividade
surfactante, portanto os isolados poderiam ser utilizados como potenciais
produtores de biossurfactantes e os produtos obtidos seriam de alta qualidade.

Ao final dos ensaios para biossintese de biossurfactantes, foi constatada
uma maior producdo em oOleo de soja e glicose com relacdo as outras fontes de
carbono. Esse resultado j4 era esperado, pois o 6leo de soja e a glicose sdo
fontes de carbono usuais para a producédo de biossurfactantes. Os resultados
obtidos em glicerol foram muito relevantes, pois mesmo sendo um residuo, um
dos isolados foi capaz de utiliza-la como substrato e produzir substancias
tensoativas. Foi possivel destacar também que a glicose 4% incrementada com
soapstock 10% atingiu em alguns casos, resultados melhores que os meios
utilizando glicose pura.

Foi observado o potencial de producdo de biossurfactantes por todos os
isolados em o6leo de soja e pelo isolado LBPF 9 em glicose e glicerol, porém
somente os isolados LBPF 9, LBPF 7, LBPF 10 e LBPF 15 apresentaram potencial
de producdo de biossurfactantes em residuos agroindustriais. Apesar da né&o
utilizacdo dos substratos para a sintese de substancias tensoativas pelos isolados
nos demais substratos, foi constatado o crescimento de todos os isolados nas

demais fontes de carbono, exceto em petréleo, com destaque para os meios de
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cultivo que utilizaram agua e 6leo de fritura; agua e soapstock; vinhaca e 6leo de
soja; vinhacga e soapstock, onde foram observadas altas concentragcfes celulares
finais indicando que esses meios poderiam ser utilizados como meios de
crescimento primario para indugdo do rapido desenvolvimento das leveduras e
posterior producéo de biossurfactantes.

Os meios de cultivo que induziram a producdo de biossurfactantes
evidenciaram que as concentracfes obtidas ndo foram as esperadas quando
comparadas a outras encontradas na literatura. A continuidade dos estudos
visando a otimizagdo das condi¢des de cultivo com a finalidade de aumentar a
concentracdo final dos produtos a serem obtidos pelos isolados se torna

necessaria.
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6 Conclusodes

As metodologias empregadas para a obtencdo do consorcio de leveduras e

posterior indculo original para o “screening” foram eficientes.

Os isolados apresentaram potencial para a sintese de biossurfactantes em
O0leo de soja como substrato. Através da caracterizacdo presuntiva dos
isolados foi observado a presenca de 3 espécies diferentes dentre os sete
isolados. Todas as espécies caracterizadas pertenciam ao género Candida.

A utilizacdo dos demais substratos convencionais nao viabilizou a producao

de biossurfactantes pelos isolados

Os isolados LBPF 7, LBPF 9, LBPF 10 e LBPF 15, apresentaram potencial de
producdo de biossurfactantes em residuos agroindustriais, com destaque

para LBPF 9 utilizando glicerol, residuo da producéo de biodiesel.

Os produtos obtidos pelos isolados em oOleo de soja apresentaram grande
atividade surfactante reduzindo a tensdo superficial da agua para valores

préximos a 30 mN/m.
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As maiores reducdes nas tensdes superficiais, tanto em 06leo de soja quanto
em glicerol foram observadas com o0s microrganismos em fase de

crescimento exponencial.

Os substratos que utilizaram agua e Oleo de fritura; agua e soapstock;
vinhaca e Oleo de soja; vinhaca e soapstock evidenciaram um 6timo
crescimento celular indicando que esses meios podem vir a ser utilizados
para o desenvolvimento primario das leveduras para posterior sintese de

biossurfactantes em processos de duas fases.
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