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RESUMO

Visando a conservacdo dos recursos naturais, o estudo da produgédo de
biomoléculas, como exemplo os biossurfactantes, tem crescido nos
Gltimos anos. A maioria dos biossurfactantes conhecidos € de origem
bacteriana, sendo pouco investigada a capacidade de producédo
utilizando fungos. Neste trabalho, foi avaliada a produgdo de
biossurfactantes por fungos em diferentes sistemas de cultivo. O fungo
Trametes versicolor CECT 20817 foi cultivado em sistema sélido
utilizando como fonte de carbono um residuo da producédo bifasica do
azeite de oliva. Foi verificada a produgdo de metabdlitos com atividade
de superficie e enzimas oxidativas durante 14 dias de cultivo a 25 °C,
obtendo-se valores de tensdo superficial (TS) da ordem de 30 mN.m™. O
biossurfactante produzido foi classificado como um derivado de
lipopeptideo, sendo capaz de reduzir a TS do meio aquoso para 26,4 +
0,2 mN.m™, exibindo propriedades interfaciais satisfatorias. Além disso,
0 biossurfactante produzido se mostrou particularmente estavel quanto a
variagdo de pH e temperatura e apresentou atividade antibacteriana
moderada contra Escherichia coli. Também foi investigada a producédo
de biossurfactantes por um fungo isolado de um residuo de refinaria de
petrdleo em sistema submerso, utilizando hidrocarbonetos derivados de
petrdleo como fonte de carbono. A estirpe apresentou uma velocidade
especifica maxima de crescimento igual a 0,0184 h™, obtendo-se um
fator de conversdo de substrato em célula (Yy/s) igual a 0,5412 g9t A
producdo de biossurfactantes foi detectada a partir de 6 dias de cultivo,
confirmada pela reducdo da TS do meio (valores inferiores a 35 mN.m’
1. Foi verificado que a producdo de biossurfactantes auxilia o processo
de biodegradacdo de 6leo diesel, sendo observada uma eficiéncia de
degradacgdo igual a 78,30 £ 0,76 %, nas condi¢des Otimas estabelecidas.
Ainda, a presenca do tensoativo no sistema interfere na transferéncia de
oxigénio do meio liquido, sendo observada uma diminui¢cdo nos
coeficientes volumétricos de transferéncia de oxigénio (K, a). De acordo
com as analises de caracterizacdo, o biossurfactante foi classificado
como um derivado de glicolipideo, apresentando estabilidade em relacdo
a variagdes de temperatura e pH. Estes resultados corroboram para a
viabilidade da utilizagdo de microrganismos produtores de
biossurfactantes em processos de biorremediacéo.

Palavras-chave: Azeite de oliva. Enzimas oxidativas. Lipopeptideo.
Oleo diesel. Biodegradacdo. Glicolipideo.






ABSTRACT

Concerning over the natural resources preservation, the study of the
biomolecules production, such as biosurfactants, has increased in recent
years. Most of the known biosurfactants are from bacterial origin, with
insufficient investigation of production capacity using fungi. In this
study, the biosurfactants production by fungi in different cultivate
systems were evaluated. The fungus Trametes versicolor CECT 20817
was cultivated in a solid system, using the two-phase olive mill waste as
a substrate. The surface active metabolites and oxidative enzymes
production during 14 days of cultivation at 25 °C was verified, obtaining
surface tension (ST) in the order of 30 mN.m™ The biosurfactant
produced was classified as a lipopeptide derivative, being able to reduce
the ST of the aqueous medium to 26.4 + 0.2 mN.m™, exhibiting
satisfactory interfacial properties. In addition, the biosurfactant
produced by T. versicolor proved to be particularly stable in pH and
temperature and exhibited moderate antibacterial activity against
Escherichia coli. We also investigated the biosurfactant production by
fungus isolated from oil refinery residue in submerged system using
petroleum-derived hydrocarbon as a carbon source. The strain showed a
specific growth rate of 0.0197 + 0.0184 h™* and it was obtained a cell
yield coefficient (Yy,s) equal to 0.5412 g.g%. The expressive
biosurfactant production was detected from 6 days of cultivation,
confirmed by the reduction of the ST values. It was verified that the
biosurfactant production enhanced the diesel oil biodegradation process,
where a degradation efficiency equal to 78.30 + 0.76 % was observed
under the optimal conditions established. Furthermore, the presence of
surfactant in the system influence the oxygen transfer in the liquid
medium and it was observed a decrease in the volumetric oxygen
transfer coefficients (K a). According to the characterization analyzes,
the biosurfactant was classified as a glycolipid derivative, presenting
good stability in relation to temperature and pH variations. These results
corroborate the viability of the use of biosurfactant producer
microorganisms in bioremediation processes.

Keywords: Olive oil. Enzymes oxidative. Lipopeptide. Diesel oil.
Biodegradation. Glycolipid.
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1 INTRODUCAO

A investigacdo de processos e produtos biotecnoldgicos
desempenha um papel importante para o desenvolvimento sustentavel.
Diferentes organismos sdo conhecidos quanto a sua capacidade de
produzir biomoléculas que possuem aplicacfes praticas na medicina,
agricultura e no setor industrial. Os avancos obtidos nas Ultimas décadas
em relacdo ao entendimento da natureza e do metabolismo de diferentes
microrganismos, possibilitou & comunidade cientifica e tecnoldgica
identificar, descrever e sintetizar produtos de elevado valor econdmico.

Biossurfactantes sdo compostos bioldgicos anfifilicos produzidos
intra ou extracelularmente por uma grande variedade de
microrganismos. Devido as suas propriedades de superficie, os
biossurfactantes sdo capazes de se acumular na interface entre duas fases
imisciveis, reduzindo a tensdo interfacial. Baixa toxicidade, alta
biodegradabilidade, biocompatibilidade e estabilidade, sdo algumas das
propriedades conhecidas dos biossurfactantes, que possibilita sua
aplicacdo em diversos setores, em substituicdo aos surfactantes
sintéticos.

Atualmente, a maior parte dos biossurfactantes conhecidos €
produzida por bactérias em sistemas de cultivo em meio liquido, ao
mesmo tempo que fungos e leveduras sdo pouco explorados para esta
finalidade. Apesar de pouco reportada na literatura, a produgdo de
biossurfactantes por fungos filamentosos ja foi anteriormente relatada.
Ainda, os biossurfactantes de origem bacteriana podem apresentar
limitacBes quanto a sua aplicacdo nas industrias farmacéutica e de
alimentos, devido a possivel natureza patogénica  destes
microrganismos.

Os elevados custos das matérias-primas, aliado a necessidade da
utilizacdo de processos subsequentes de extracdo e purificacdo, séo
questdes principais que devem ser abordadas para que a producdo em
larga escala de biossurfactantes se torne economicamente viavel. Varios
estudos com enfoque na reducdo dos custos de producdo, utilizando
substratos de baixo custo, sdo reportados na literatura. Residuos oleosos,
tais como &cidos graxos, residuos de Oleo de fritura, residuos da
producdo de azeite de oliva e subprodutos do refino de petrdleo,
constituem-se em exemplos de substratos que podem ser utilizados
como precursores da biossintese de surfactantes.

Diferentes estratégias de cultivo tém sido relatadas para a
producdo de biossurfactantes, sendo o cultivo submerso o mais
explorado pelos pesquisadores. Os bioprocessos realizados por meio de
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cultivo em meio liquido apresentam uma maior homogeneidade, 0 que
favorece o controle de parametros como pH e temperatura. Por outro
lado, o cultivo em sistema sélido tem como vantagem a simplicidade do
meio, podendo ser utilizado substratos de baixo custo. Destaca-se ainda,
a possibilidade de se obter maiores rendimentos em comparagdo ao
cultivo submerso, além da auséncia da formacdo de espuma e a menor
demanda por energia.

Em virtude da pouca informacdo encontrada a respeito da
producdo de biossurfactantes flngicos, este trabalho teve como objetivo
avaliar a capacidade de biossintese de surfactantes por fungos
filamentosos em diferentes estratégias de cultivo. Num primeiro estudo,
a producéo de metabolitos pelo fungo Trametes versicolor CECT 20817
em cultivo em estado solido foi avaliada, utilizando um residuo da
indUstria de azeite de oliva como fonte de carbono. Para alcancar este
objetivo, foi utilizado um planejamento experimental de mistura para
avaliar o efeito da composicdo do substrato solido na producdo de
biossurfactantes e enzimas oxidativas. Concomitante, foi investigada a
producdo de biossurfactantes em cultivo submerso por um fungo isolado
de um residuo de refinaria de petroleo, utilizando 6leo diesel como
precursor. Este estudo teve como proposta avaliar o efeito das condigdes
ambientais no crescimento celular, no consumo de 6leo diesel e na
producdo de biossurfactantes.

1.1 OBJETIVOS
1.1.1 Objetivo Geral

Avaliar a potencialidade de fungos filamentosos na producéo de
biossurfactantes em diferentes sistemas de cultivo, utilizando substratos
oleosos como principal fonte de carbono.

1.1.2 Objetivos Especificos

Determinar as varidveis que interferem significativamente no
processo de producgdo de biossurfactante fangico;

Otimizar a producdo de biossurfactantes em cultivo em meio
solido e submerso, utilizando planejamento experimental;

Estudar a producdo concomitante de biossurfactantes e enzimas
oxidativas pelo fungo Trametes versicolor CECT 20817 em cultivo em
estado solido, utilizando um residuo da extracdo biféasica do azeite de
oliva como principal fonte de carbono;
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Avaliar a cinética da producédo de biossurfactantes em cultivo em
estado s6lido nas condicBes Gtimas estabelecidas;

Investigar a produgdo de biossurfactantes por um fungo isolado
de um residuo de refinaria de petréleo em cultivo submerso;

Avaliar a capacidade do fungo em crescer em sistema liquido
suplementado com éleo diesel como fonte de carbono;

Verificar a influéncia da sintese de biossurfactantes no processo
de biodegradagdo de hidrocarbonetos derivados de petroleo pelo fungo
selecionado;

Estudar a transferéncia de oxigénio durante o cultivo em meio
liqguido em biorreator de bancada, verificando a reprodutibilidade dos
dados obtidos em frascos agitados;

Caracterizar 0s biossurfactantes produzidos por Trametes
versicolor em cultivo em estado sélido e pelo fungo isolado em cultivo
submerso.

1.2 ESTRUTURA DA TESE

O presente trabalho é composto por cinco capitulos, organizados
de forma a fornecer uma melhor compreensdo das atividades
desenvolvidas.

O Capitulo 1 contextualiza o trabalho e apresenta a motivagéo
para o desenvolvimento da proposta, elencando os objetivos geral e
especificos da pesquisa.

No Capitulo 2 é apresentado o referencial teorico, apresentando
0s principais conceitos e aspectos referentes as caracteristicas dos
tensoativos e & potencialidade da producdo de biossurfactantes por
diferentes microrganismos.

A descricdo dos procedimentos metodolégicos adotados para a
avaliacdo da producdo de biossurfactantes por fungos filamentosos sao
apresentados no Capitulo 3.

Os principais resultados obtidos nos estudos da producdo de
biossurfactantes em cultivo em estado sdlido e submerso séo
apresentados e discutidos no Capitulo 4, elencando as principais
contribuicBes concernentes a obtengdo de biossurfactantes flngicos.

No Capitulo 5 sdo apresentadas as principais conclusfes deste
trabalho, bem como sdo apresentados sugestdes e perspectivas para
trabalhos futuros.






2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

Neste capitulo é realizada uma abordagem tedrica dos aspectos
gerais relativos as caracteristicas principais dos surfactantes sintéticos e
dos biossurfactantes, elencando a classificacdo destes compostos e suas
aplicacdes nos mais diversos setores. Além disso, é apresentado um
levantamento bibliografico sobre a producdo de biossurfactantes por
diferentes microrganismos, bem como os mecanismos de biossintese e
os fatores que interferem na obtencdo destas biomoléculas. Ainda, sao
elencados os desafios e perspectivas futuras sobre a producdo e
aplicacdo viavel de biossurfactantes como substituintes dos surfactantes
sintéticos, com enfoque na otimizacdo dos processos e utilizacdo de
substratos de baixo custo.

2.1 SURFACTANTES

Agentes de superficie, usualmente referidos como surfactantes,
sdo moléculas anfifilicas ou anfipaticas constituidas de uma porcéo
hidrofébica, normalmente um hidrocarboneto alifatico linear ou
ramificado, que esta ligada a uma porcdo hidrofilica. Em funcdo da
presencga de grupos hidrofilicos e hidrofébicos na mesma molécula, os
surfactantes tendem a se distribuir na interface entre fases com
diferentes graus de polaridade (Figura 1). Em meio aquoso por exemplo,
a porc¢do polar interage fortemente com as moléculas de agua, através de
interacdes do tipo ligacbes de hidrogénio e ion-dipolo, tornando o
surfactante solivel. Ao mesmo tempo, as moléculas de surfactante se
orientam para a interface de modo a minimizar tanto quanto possivel, o
contato entre a porcdo hidrofébica e a 4gua (MULLIGAN; SHARMA,;
MUDHOO, 2014; TADROS, 2014).

O equilibrio entre as partes hidrofilicas e hidrofébicas da
molécula, denominado balanco hidrofilico-lipofilico (BHL) confere a
estes compostos propriedades especiais tais como a capacidade de
adsorcdo numa superficie ou interface, alterando a energia livre do
sistema. A energia livre é comumente referida como tenséo superficial
ou interfacial, sendo ambos os termos referentes a fronteira entre duas
fases: se uma delas é uma fase gasosa, entdo o termo tensdo superficial é
usado, enquanto que o termo tensdo interfacial € utilizado para limites
entre duas fases ndo gasosas (FARN, 2006).
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Figura 1 — Estrutura molecular de um surfactante e sua orientacdo na interface
entre duas fases imisciveis.

Porcdo hidrofobica
Ar ou oleo
Interface
e
Cabega hidrofilica Agua

Fonte: Adaptado de Coca-Prados e Gutiérrez-Cervelld (2009).

A tensdo superficial ou interfacial de um liquido é uma
propriedade fisica relacionada ao trabalho reversivel necessério para
aumentar a area de uma superficie isotérmica. Desta forma, a forca
motriz para a adsorcdo de um surfactante é a diminuicdo da energia livre
de uma superficie ou interface, relacionada com a sua capacidade de se
distribuir ordenadamente na interface, diminuindo a tensdo superficial
ou interfacial de um liquido. O grau de adsorcdo depende tanto da
estrutura do surfactante, como da natureza da interface, sendo que a
estrutura molecular determina também as propriedades fisico-quimicas
do tensoativo quando em solugio (COCA-PRADOS; GUTIERREZ-
CERVELLO, 2009; TADROS, 2014; KOSARIK; VARDAR-SUKAN,
2015). Estas propriedades fazem os surfactantes serem adequados para
uma ampla gama de aplicagdes industriais envolvendo detergéncia,
emulsificacdo, lubrificacdo, capacidade de formacdo de espuma,
umectabilidade, solubilizacdo e dispersdo de fases. A maior utilizacdo
destes produtos se concentra na industria de produtos de limpeza (sabdes
e detergentes), na indlstria de petrdleo e na inddstria de cosméticos e
produtos de higiene. (KULKARNI et al., 2016)

De acordo com a natureza do grupo hidrofilico, os surfactantes
sdo classificados em anibnicos, catidnicos, anfotéricos (ou
zwitteridnicos) ou ndo idnicos. Os surfactantes anidnicos possuem a
porcao hidrofilica de carga negativa, devido a presenca dos grupos
carboxilato (COQ"), sulfato (OSOj), sulfonato (SOs;) ou fosfato
(OPO(OH)O"), sendo amplamente utilizados no setor industrial devido,
principalmente, aos baixos custos de producdo. A cadeia hidrofébica é
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um hidrocarboneto linear contendo de 12 a 16 &tomos de carbono que
confere 6timas propriedades de detergéncia. O dodecil sulfato de sédio
(SDS, do inglés sodium dodecyl sulfate) é o surfactante aniénico mais
comumente utilizado (FARN, 2006; COCA-PRADOS; GUTIERREZ-
CERVELLO, 2009).

Os surfactantes catiénicos possuem a por¢do hidrofilica de carga
positiva, sendo geralmente compostos derivados de amdnio quaternario
(IN(CH3)s]") ou baseados em agrupamentos fosfonio ([P(CHs)s]").
Devido ao carater positivo do grupo hidrofilico, os surfactantes
catidnicos adsorvem-se fortemente sobre superficies carregadas
negativamente, tais como tecidos, cabelo e membrana celular de
bactérias. Portanto, esta classe de surfactantes é usada em formulagdes
de amaciantes e condicionadores de cabelo, bem como agentes
antibacterianos. Um surfactante catibnico amplamente utilizado é o
cloreto de alquil dimetil benzil aménio, conhecido por suas propriedades
biologicas (COCA-PRADOS; GUTIERREZ-CERVELLO, 2009;
MULLIGAN; SHARMA; MUDHOO, 2014; TADROS, 2014).

Os surfactantes anfotéricos, muitas vezes referidos como
tensoativos zwitteridnicos, possuem ambos 0s grupos cationico e
anionico. Dependendo do pH do meio, a porcdo hidrofilica dos
surfactantes anfotéricos possuem carga positiva, negativa ou ambas.
Desta forma, a principal caracteristica desta classe de tensoativos é a
dependéncia em relacdo ao pH da solucéo na qual estdo dissolvidos. Em
solucbes de pH &cido, a molécula adquire uma carga positiva e se
comporta como um surfactante cationico, enquanto que em solugdes de
pH alcalino, esta classe de surfactantes se torna carregada
negativamente, comportando-se como um surfactante aniénico. Ainda,
pode ser definido um pH especifico no qual ambos 0s grupos i6nicos
possuem 0 mesmo grau de ionizacdo, sendo este ponto referido como
ponto isoelétrico da molécula. Os surfactantes anfotéricos mais
utilizados s&o os derivados de betaina, sendo comumente utilizados em
produtos de higiene pessoal e detergentes (FARN, 2006; SEN, 2010;
KOSARIK; VARDAR-SUKAN, 2015)

Os surfactantes ndo ibnicos, por outro lado, ndo se dissociam em
meio aquoso e a porcdo hidrofilica possui carga neutra. Estes
surfactantes sdo comumente baseados em 6éxidos de etileno, referidos
como surfactantes etoxilados. O élcool laurilico etoxilado é um exemplo
de tensoativo ndo idnico, utilizado principalmente na formulacdo de
detergentes e emulsionantes (COCA-PRADOS; GUTIERREZ-
CERVELLO, 2009).
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2.1.1 Propriedades interfaciais

As propriedades interfaciais de um surfactante estdo relacionadas
com o tamanho da porcéo hidrofébica, e consequentemente, com a sua
solubilidade. Maximas atividades de superficie sdo observadas quando a
cadeia hidrofébica possui de 8 a 18 atomos de carbono. Por outro lado,
se 0 numero de atomos de carbono for inferior a 8 ou superior a 18, as
propriedades do surfactante serdo minimas. Isto é decorrente da
solubilidade destas estruturas: abaixo de 8 atomos de carbono, um
surfactante é muito soldvel em agua e acima de 18 atomos de carbono se
torna insollvel, afetando a sua capacidade de se distribuir
ordenadamente numa interface (MULLIGAN; SHARMA; MUDHOO,
2014; TADROS, 2014).

Tenséo Superficial

As forcas atrativas entre as moléculas no interior da fase liquida
sdo uniformes em todas as dire¢des. No entanto, as moléculas presentes
na superficie do liquido apresentam interacdes intermoleculares nédo
uniformes, uma vez que as moléculas na fase gas sdo amplamente
espacadas e as interagdes moleculares principais sdo entre as moléculas
da superficie e as moléculas do interior da fase. Como resultado, as
moléculas na superficie do liquido possuem maior energia potencial
livre comparadas com as moléculas no interior da fase liquida. Este
excesso de energia livre por unidade de &rea é definido como tensdo
superficial. A tensdo superficial é uma propriedade termodinamica e
pode ser medida sob temperatura e pressdao constantes, e seu valor
representa a quantidade de trabalho minimo requerido por unidade de
area para criar uma superficie de maior area (FARN, 2006; COCA-
PRADOS; GUTIERREZ-CERVELLO, 2009; SEN, 2010).

Conforme mencionado anteriormente, um surfactante ¢é
caracterizado pela sua atividade de superficie. Isto significa que quando
adicionado a um liquido em baixas concentraces, as moléculas do
surfactante devem ser capazes de se adsorver na superficie ou interface
do sistema e reduzir a energia livre superficial ou interfacial. A reducéo
da tensdo superficial esta relacionada com as caracteristicas e a
concentragdo do surfactante. A medida que a concentrago é aumentada,
as moléculas de surfactante comecam a orientar-se na interface de
acordo com a natureza do grupo hidrofilico e da interface, reduzindo os
valores de tensdo superficial (BODOUR; MILLER-MAIER, 1998).
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Concentragdo micelar critica

A concentracdo micelar critica (CMC) é a concentracéo na qual o
numero de moléculas disponiveis do surfactante é suficiente para formar
uma camada na interface, ndo sendo mais observadas varia¢fes nos
valores de tensdo superficial e interfacial. A concentracdo micelar critica
é uma caracteristica intrinseca dos surfactantes, sendo considerada um
indicador da efetividade de um tensoativo (COCA-PRADOS;
GUTIERREZ-CERVELLO, 2009).

Se houver um aumento na concentragdo do surfactante acima da
sua CMC, as moléculas adicionais tendem a se agregar e formar
estruturas tridimensionais ordenadas, conhecidas como micelas. A
Figura 2 apresenta a variacdo da tensdo superficial e a formagéo de
micelas em funcdo da concentragdo dos surfactantes. O processo de
formag&o de micelas ocorre num intervalo pequeno de concentrages, e
pode ser detectado pela variagdo brusca produzida em determinadas
propriedades fisico-quimicas da solu¢do em funcdo da concentracdo do
tensoativo (TADROS, 2014; SANTOS et al., 2016b).

Figura 2 — Variacéo da tensdo superficial (TS) e formagdo de micelas em funcéo
da concentracédo de surfactante.

TS

I .\y Liquido-Gis
! R
N z Micelas

CMC [Surfactante]

Fonte: Adaptado de Coca-Prados e Gutiérrez-Cervelld (2009).
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A principal razéo para a formacdo de micelas é a diminuicdo da
area de contato entre as cadeias hidrocarbdnicas do surfactante e da
agua, podendo assumir diferentes conformidades estruturais. Sua
formagcéo resulta na solubilizagdo de substancias hidrofébicas em agua,
formando emulsbes. Esta caracteristica vem sendo explorada em
aplicacdes como a extracdo de proteinas do caldo de fermentacéo,
remogdo de ions metalicos e organicos a partir de solugdo aquosa e em
aplicacBes no setor ambiental (OLIVEIRA, 2010).

2.1.2 Perspectivas no uso de surfactantes

Os surfactantes possuem uma ampla gama de aplicagdes,
envolvendo detergéncia, emulsificagdo, lubrificacdo, formacdo de
espuma, umectabilidade, solubilizacdo e dispersdo de fases
(NITSCHKE; PASTORE, 2002), com utilizacdo em diversos segmentos
industriais, como de cosmético, de alimentos, de produtos de higiene
pessoal e de limpeza, entre outros. A producdo mundial de surfactantes
excede os trés milhdes de toneladas por ano, sendo a maior parte desta,
destinada a producdo de produtos de limpeza de uso industrial e
doméstico (BANAT; MAKKAR; CAMEOTRA, 2000).

Apesar da ampla utilizacdo dos surfactantes, a maioria dos
tensoativos comerciais sdo sintetizados quimicamente a partir de fontes
petroquimicas (entre 70 a 75 %), apresentando alguns deles
caracteristicas recalcitrantes (GEYS; SOETAERT; VAN BOGAERT,
2014). Recentemente, tem sido dada grande énfase aos impactos
ambientais causados pelos surfactantes quimicos devido a sua toxicidade
e dificuldade em serem degradados uma vez presentes no ambiente
(SANTOS et al., 2016b).

Desta forma, o setor industrial tem demonstrado grande interesse
na realizacdo de estudos referentes a obtencéo de surfactantes de origem
bioldgica, intensificando o interesse na utilizacdo de biossurfactantes em
substituicdo aos surfactantes sintéticos.

2.2 BIOSSURFACTANTES

A crescente preocupagao com 0s recursos naturais aliada a busca
pela sustentabilidade industrial, tem impulsionado o setor a desenvolver
produtos e processos de elevada performance e ambientalmente seguros.
Neste contexto, a industrializacdo globalizada tem redirecionado a
atencdo as tecnologias emergentes, abrindo oportunidades para diversos
estudos, principalmente na &rea de biotecnologia, onde a producédo
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comercial de biomoléculas é crescente (BANAT; MAKKAR;
CAMEOTRA, 2000).

Dentre estes compostos figuram os biossurfactantes, estruturas
anfifilicas produzidas por uma variedade de microrganismos. Estudos
envolvendo biossurfactantes comecaram em 1960 e o uso desses
compostos tem se expandido nas Gltimas décadas (SANTOS et al.,
2016b). Baixa toxicidade, elevada biodegradabilidade e estabilidade em
condicdes extremas de pH e temperatura, sdo algumas das propriedades
comprovadas dos biossurfactantes. Estas caracteristicas possibilitam sua
aplicacdo em diversos setores industriais, bem como em processos de
biorremediag&o de &reas contaminadas por hidrocarbonetos de petréleo e
metais pesados (GEYS; SOETAERT; VAN BOGAERT, 2014).

Os biossurfactantes sdo um grupo heterogéneo de moléculas com
atividades superficiais, produzidos extracelularmente ou como parte de
membranas celular de uma variedade de bactérias, leveduras e fungos
filamentosos (RAHMAN; GAKPE, 2008). Nas Gltimas décadas, tem
havido um aumento do interesse cientifico no que se refere ao
isolamento de microrganismos que produzem moléculas com
propriedades interfaciais, tais como baixos valores de CMC e elevada
atividade emulsionante. A literatura descreve bactérias dos géneros
Pseudomonas e Bacillus como grandes produtores de biossurfactantes.
No entanto, a maioria dos biossurfactantes de origem bacteriana €
inadequada para uso na indudstria de alimentos e nas areas clinica e
farmacéutica devido & sua possivel natureza patogénica (SHEPHERD et
al., 1995). Desta forma, a importancia da avaliagdo da producdo de
biossurfactantes por fungos filamentosos e leveduras reside no seu
estado geralmente considerado como seguro, ndo oferecendo riscos de
toxicidade ou patogenicidade, o que amplia as possibilidades de
aplicacdo (SANTOS et al., 2016b).

A producéo de diferentes classes de biossurfactantes, em sua
maioria, dependente do tipo de microrganismo utilizado, sendo que a
porcdo hidrofilica tem relacdo com o tipo de substrato e condicdes de
processo utilizados (FIECHTER, 1992). A maioria dos biossurfactantes
sdo de caracteristica ibnica e a porgdo hidrofébica € constituida
geralmente por um &cido graxo de cadeia longa, enquanto que a porgao
hidrofilica pode ser um carboidrato, um peptideo ciclico, um
aminodcido, um &cido carboxilico ou um &lcool (JIRKU et al., 2015).
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2.2.1 Classificagdo dos biossurfactantes

Biossurfactantes podem ser classificados de acordo com
diferentes critérios. Podem ser classificados quanto a sua massa molar
(biossurfactantes de elevada massa molar e de baixa massa molar), carga
ibnica (anibnicos, catidnicos, ndo idnicos e neutros) e tipo de secrecdo
(intracelular, extracelular e aderido a células microbianas). No entanto, a
caracterizacdo bioquimica apresenta um dos principais critérios para a
classificagio destes compostos (INES; DHOUHA, 2015a).

Microrganismos ~ sintetizam uma ampla variedade de
biossurfactantes de alta e baixa massa molecular. Os biossurfactantes de
alta massa molecular sdo geralmente polissacarideos anfipaticos,
proteinas, lipopolissacarideos, lipoproteinas ou misturas complexas
desses biopolimeros. Por sua vez, os biossurfactantes de baixa massa
molecular sdo compostos derivados de glicolipideos e lipopeptideos. Os
biossurfactantes de alta massa molecular sdo mais efetivos como
estabilizantes de emulsBes agua/éleo, enquanto que os de baixa massa
molecular apresentam uma maior eficiéncia em reduzir a tensdo
superficial e interfacial de meios liquidos (ROSENBERG; RON, 1999).

Kosaric (1992) e Banat (1997) classificam os biossurfactantes
com base nas estruturas, a saber: glicolipideos, lipopeptideos e
lipoproteinas, é&cidos graxos, lipideos neutros e fosfolipideos,
lipopolissacarideos, surfactantes poliméricos e surfactantes particulados.
Dentre estes, apenas duas classes de biossurfactantes sdo atualmente
consideradas de relevancia industrial e econbmica: glicolipideos e
lipopeptideos (GEYS; SOETAERT; VAN BOGAERT, 2014).

Estruturalmente, os glicolipideos sdo constituidos por um acido
graxo em combinag¢do com uma porg¢do de carboidrato e correspondem a
um grupo de compostos que diferem pela natureza da porcdo
hidrofébica (lipideo) e da porcdo hidrofilica (carboidrato). Os
ramnolipideos sdo os glicolipideos mais estudados, sendo a sua
producdo largamente atribuida a bactéria Pseudomonas aeruginosa
(MOYA-RAMIREZ et al, 2015; SAKTHIPRIYA; DOBLE;
SANGWAI, 2015; LEITE et al., 2016; VARJANI; UPASANI, 2016).
Estruturalmente, correspondem a uma ou duas moléculas de ramnose
ligadas a uma ou duas moléculas de acido p-hidroxidecanoico (Figura
3), apresentando propriedades funcionais como capacidade de reduzir a
tensdo superficial e interfacial, capacidade de estabilizar emulsdes e de
formacdo de espuma, solubilizacdo e umectabilidade. Além disso,
apresentam atividades bioldgicas como atividade antimicrobiana,
hemolitica, antiviral, anticarcinogénica e imunoldgica, 0 que 0s tornam
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interessantes para aplicacfes nas areas médica e terapéutica. Além disso,
os glicolipideos podem ser produzidos a partir de matérias-primas nao
dispendiosas que estdo disponiveis em grandes quantidades, tais como
residuos industriais e subprodutos oleosos, incluindo hidrocarbonetos,
residuos de 6leo de fritura e residuos de 6leos e azeites vegetais (INES;
DHOUHA, 2015a).

Os lipopeptideos sdo, provavelmente, a classe de biossurfactantes
mais estudada. Estruturalmente, sdo constituidos por um &cido graxo em
combinagdo com uma porcao peptidica e correspondem a um grupo de
isoformas que difere pela composicdo da porcdo peptidica, pelo
comprimento da cadeia do &cido graxo e pela ligacdo entre as duas
partes (INES; DHOUHA, 2015b). Surfactina (Figura 4), iturina,
fengicina e liquenisina estdo entre os lipopeptideos mais documentados,
sendo o género Bacillus reconhecido como produtor expressivo destas
biomoléculas (SLIVINSKI et al., 2012; BEN AYED et al.,, 2015;
GURJAR; SENGUPTA, 2015; MAASS et al., 2015). Geralmente, 0s
lipopeptideos sdo caracterizados por sua baixa CMC e por diversas
propriedades funcionais envolvendo emulsificacdo, dispersdo e
solubilizacdo de fases e umectabilidade, permitindo sua utilizacdo em
diferentes areas. Além disso, sdo estaveis em relacdo as condicBes
extremas de temperaturas, pH e salinidade, além de serem
biodegradaveis, oferecendo grandes oportunidades como substituinte
dos surfactantes sintéticos (INES; DHOUHA, 2015b).

Figura 3 — Estrutura quimica de um ramnolipideo.
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Figura 4 — Estrutura quimica da surfactina.
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2.2.2 Microrganismos produtores de biossurfactantes

Biossurfactantes sdo geralmente produzidos por microrganismos
aerébios em cultivo em meio liquido, utilizando diferentes substratos
como carboidratos (EL-SHESHTAWY et al., 2016; MOUAFI; ABO
ELSOUD; MOHARAM, 2016; FADHILE ALMANSOORY et al.,
2017), hidrocarbonetos (FOOLADI et al., 2016; BEZZA; CHIRWA,
2017) e O6leos e gorduras (SANTOS et al., 2016a; BAGHERI
LOTFABAD et al.,, 2017; RADZUAN; BANAT; WINTERBURN,
2017). Diferentes microrganismos tém sido utilizados na busca por
biossurfactantes com propriedades diferenciadas que atendam as
demandas especificas. Diversos géneros de bactérias sdo amplamente
explorados para a producdo de biossurfactantes, em pequena e grande
escala. Os principais tensoativos bacterianos conhecidos (ramnolipideo e
surfactina) ja sdo utilizados em diversos setores industriais. O Quadro 1
apresenta 0s principais microrganismos e substratos utilizados na
producdo de biossurfactantes reportados na literatura.

As bactérias do género Bacillus e Pseudomonas sdo conhecidas
pela sua capacidade de produzir biossurfactantes utilizando diferentes
substratos tais como glicerol, glicose e 6leos vegetais, para a sintese de
lipopeptideos e glicolipideos. Os raminolipideos produzidos por
Pseudomonas aeruginosa tém sido largamente estudados, possibilitando
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a sua utilizacdo em diversas aplicagdes (KUMARI; SINGH; SINGH,
2012; SAKTHIPRIYA; DOBLE; SANGWAI, 2015; DIAZ DE
RIENZO; KAMALANATHAN; MARTIN, 2016). Ao mesmo tempo,
Bacillus subtilus é comumente reportado quanto a sua capacidade de
produzir surfactina (SLIVINSKI et al., 2012; ZHU et al., 2013; EL-
SHESHTAWY et al., 2016).

Quadro 1 — Trabalhos realizados sobre a producdo de biossurfactantes

utilizando diferentes microrganismos e substratos.

Bactérias

Microrganismo

Substrato

Fonte

Residuo da extragdo
bifasica do azeite de

Maass et al. (2015),
Moya-Ramirez et al.

oliva (2015)

Bacillus sp. Residuos Nitschke; Ferraz;
agroindustriais Pastore (2004)
Farinha da casca de | Mnifetal. (2013)
batata

Serratia rubidaea Residu.os oleosos | Nalini;  Parthasarathi
vegetais (2014)
Oleo cru Kumari; Singh; Singh
Glicerol (2012)

Rhodococcus sp.

Pirog et al. (2015)

Hidrocarbonetos

Sakthipriya;  Doble;

Sangwai (2015)

Pseudomonas Oleo de soja Abbasi et al. (2012)
aeruginosa Residuo da extracdo | Moya-Ramirez et al.
bifasica do azeite de | (2015)
oliva
Streptomyces spp Hid_rocarbonetos Ferradji et al. (2014)
' derivados de petréleo
Leveduras
Microrganismo Substrato Fonte
Residuo de refinarias | Rufino et al. (2014)

Candida lipolytica

de dleo vegetal

Candida sphaerica

Residuo da extracdo de
6leo de amendoim

Luna; Rufino; Sarubbho
(2016)

Fungos filamentosos

Microrganismo

Substrato

Fonte

Pleurotus ostreatus | Casca de sementes de | Velioglu,

Zulfiye ;
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girassol Oztiirk Urek (2015)
Aspergillus Oleo de soja e Oleo | Castiglioni; Bertolin;
fumigatus diesel Costa (2009)
Pleurotus  sajor- | Oleo de soja Alves (2015)

caju

Oleo de soja, 6leo de | Cortes-Sanchez;
girassol e azeite de | Jaramillo-Flores;
oliva Hernandez-Sanchez
(2010)

Ustilago maydis

Entre as leveduras, espécies do género Candida tém sido
largamente empregadas na producdo de biossurfactantes a partir de
hidrocarbonetos e Gleos vegetais. Santos e colaboradores (2016a)
avaliaram a producdo de biossurfactantes por Candida lipolytica em
larga escala, obtendo 40 g.L" de um derivado de glicolipideo,
apresentando potencial tecnoldgico e econdmico para ser utilizado em
diferentes aplicagdes.

A producdo de biossurfactantes por fungos é ainda incipiente e
poucos pesquisadores tém atraido sua atencdo para estes
microrganismos. No entanto, diferentes estudos tém demonstrado que
estes microrganismos sdo capazes de produzir tensoativos com
excelentes propriedades (COLLA et al., 2010; SAIJNA et al., 2015;
VELIOGLU, ZULFIYE; OZTURK UREK, 2015). Sabe-se que
diferentes fungos possuem capacidade de sintetizar glicolipideos,
entretanto a identificacdo dos genes responsaveis pela producdo de
biossurfactantes fungicos ainda é desconhecida (DAS; MUKHERJEE;
SEN, 2008).

2.2.3 Mecanismos de sintese de biossurfactantes

A capacidade de diferentes microrganismos em produzir
biomoléculas que apresentem atividade de superficie tem sido
amplamente investigada. VArios autores relacionam a producéo de
biossurfactantes como um mecanismo de sobrevivéncia da microbiota
em diferentes substratos hidrofébicos, amplamente utilizados como
indutores da expressdo destas moléculas. No entanto, a producdo de
biossurfactantes em substratos sollveis em agua tem sido reportada na
literatura (EL-SHESHTAWY et al., 2016; MOUAFI; ABO ELSOUD;
MOHARAM, 2016; FADHILE ALMANSOORY et al., 2017).
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Um bom conhecimento do mecanismo de biossintese e da
influéncia do substrato na producdo de biossurfactantes fornece
informac0es Uteis para a melhoria dos processos. Entretanto, aspectos da
biossintese e regulagcdo genética de poucos biossurfactantes sdo bem
conhecidos (MULLIGAN; SHARMA; MUDHOO, 2014). Diversas
reacbes ocorrem nas vias metabolicas envolvidas na sintese de
precursores para a producdo de biossurfactantes. De forma geral, os
biossurfactantes sdo sintetizados por duas vias metabolicas, que estdo
envolvidas na formacdo das porcdes hidrofilicas e hidrofdbicas,
dependendo da natureza das principais fontes de carbono utilizadas pelo
microrganismo (SEN, 2010).

As porcdes hidrofilica e hidrofobica dos biossurfactantes sdo
sintetizadas por vias independentes, sendo posteriormente agrupadas
para formar uma estrutura anfipatica. As duas porcdes podem ser unidas
por uma ligacdo éster, ligagdo amida ou ligacdo glicosidica. A
biossintese de ambas as unidades, hidrofilica e hidrofdbica, pode ser por
via de novo, onde moléculas complexas sdo sintetizadas a partir de
estruturas simples, como aminoéacidos, ou através da inducdo do
substrato (SINERIZ; HOMMEL; KLEBER, 2001). O entendimento
destes mecanismos para um sistema particular é importante para a
concepcao do processo, no que diz respeito a escolha dos substratos e a
determinacéo das condigdes de cultivo.

A fonte de carbono influencia a sintese de biossurfactante por
inducéo ou repressdo. Quando se utiliza carboidratos como Unica fonte
de energia, o fluxo de carbono é regulado de tal forma que ambas as vias
lipogénica (formacdo de lipideos) e glicolitica (responsavel pela
formagdo da porcdo hidrofilica) sdo especialmente supridas pelo
metabolismo microbiano (Figura 5). O substrato hidrofilico utilizado,
como por exemplo glicose, frutose, sacarose e glicerol, é degradado até
formar intermedidrios da via glicolitica. A glicose 6-fosfato é um destes
intermediarios, sendo um dos principais precursores para a sintese dos
carboidratos presentes na porcédo hidrofilica dos biossurfactantes, como
por exemplo trealose, soforose e ramnose. Para a sintese da porcédo
hidrofébica, a glicose é oxidada a piruvato, sendo posteriormente
convertido a acetilcoenzima A (acetil-CoA). Em seguida, a acetil-CoA
reage com oxaloacetato, um intermediario do ciclo de Krebs,
produzindo malonil-CoA e posteriormente acido graxo, um dos
precursores para a sintese de lipideos (FONTES; AMARAL; COELHO,
2008; SANTOS et al., 2016b).
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Figura 5 — Mecanismo de sintese dos precursores da producdo de
biossurfactantes utilizando carboidratos como substrato.
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O catabolismo de substratos hidrofébicos, tais como
hidrocarbonetos e triglicerideos, incluem vérias vias metabolicas e
diferentes  compartimentos  celulares. Os triglicerideos  sdo
primeiramente hidrolisados por enzimas lipoliticas em &cidos graxos
livres, os quais entdo entram na célula. Hidrocarbonetos séo oxidados no
reticulo endoplasmatico, sendo posteriormente convertidos em seu acido
graxo correspondente. A via da glicogénese é entdo ativada, ocorrendo a
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oxidagdo dos 4cidos graxos via B-oxidacdo a acetil-CoA. A partir da
formagdo da acetil-CoA, as reacOes envolvidas na sintese dos
precursores da por¢do hidrofilica da molécula de biossurfactante, tal
como glicose 6-fosfato, s@o essencialmente o inverso daquelas
envolvidas na glicolise (FONTES; AMARAL; COELHO, 2008;
SANTOS et al., 2016b). As principais reacdes envidas na sintese dos
precursores da producgdo de biossurfactantes a partir de hidrocarbonetos
sdo apresentadas na Figura 6.

Figura 6 — Mecanismo de sintese dos precursores da producdo de
biossurfactantes utilizando hidrocarbonetos como substratos.
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2.2.4 Fatores que afetam a producéo de biossurfactantes

Estudos tém indicado que fatores nutricionais e condicdes
ambientais podem influenciar o tipo e o rendimento dos biossurfactantes
produzidos. O crescimento celular e o acimulo de metabdlitos sdo
fortemente influenciados pelas fontes de carbono e nitrogénio e demais
nutrientes requeridos pelos microrganismos. Ainda, fatores operacionais
como temperatura, pH, aeracdo e agitacdo podem afetar a producdo
destas biomoléculas. A producdo de biossurfactantes pode ser
espontanea ou induzida pela presenca de determinados compostos
denominados de indutores, ou quando o crescimento € mantido sob
condi¢des de estresse (SANTOS et al., 2016b). Desta forma, o
entendimento da influéncia de cada um destes fatores auxilia na
maximizacdo da producdo de biossurfactantes por diferentes
microrganismos.

A escolha da fonte de carbono tem um importante papel sobre o
rendimento dos biossurfactantes, podendo exercer influéncia por
indugdo ou repressdo. Existem microrganismos que somente produzem
biossurfactantes na presenca de substratos hidrofébicos, enquanto outros
requerem substratos solGveis (DUARTE, 2003). Almansoory e
colaboradores (2017) estudaram o efeito de diferentes fontes de carbono
sobre a producdo de biossurfactantes por Serratia marcescens. O estudo
comparativo revelou que a producdo de biossurfactantes foi estimulada
na presenca de substratos hidrofébicos, obtendo uma maior
produtividade quando utilizado azeite de oliva em comparacdo com
fontes de carbono sollveis (glicose, sacarose e frutose).

Outros componentes do meio de cultivo afetam a producdo de
biossurfactantes, como a fonte de nitrogénio, desempenhando influéncia
sobre 0 metabolismo e crescimento celular. As fontes inorgénicas de
nitrogénio (sulfato de amonio e nitratos) sdo as mais utilizadas em
comparagdo as fontes organicas (VARJANI; UPASANI, 2016). Ainda,
baixas concentragbes de nitrogénio limitam o crescimento celular
favorecendo o metabolismo para a producdo de bioprodutos
(MANEERAT, 2005; SANTOS et al., 2016b). As condigdes limitantes
de nitrogénio provocam um declinio das atividades especificas das
enzimas que catalisam a oxidag¢do do isocitrato a a-cetoglutarato no
ciclo de Krebs. Como resultado, ocorre um actumulo de citrato que é
posteriormente convertido em acetil-CoA, indutor da sintese da porcéo
hidrofilica dos biossurfactantes, conforme mencionado anteriormente
(OKOLIEGBE; AGARRY, 2012).



49

As condicbes de cultivo, como temperatura, pH, velocidade de
agitacdo e aeracdo afetam o crescimento e a atividade dos
microrganismos, influenciando a producdo de biossurfactantes. As
condi¢des ambientais Otimas para a biossintese de tensoativos sdo
especificas para cada processo, de acordo com as caracteristicas
fisiolégicas do microrganismo utilizado (DAS; MUKHERJEE; SEN,
2008).

O tipo de cultivo também pode ser um fator que influencia no
rendimento da producdo de compostos biotecnoldgicos. Ambos os
cultivos sélido e submerso, tém sido reportados na producdo de
biossurfactantes, sendo o segundo mais explorado pelos pesquisadores.
Segundo Colla e colaboradores (2010) os bioprocessos realizados por
meio de cultivo em meio liquido tem as vantagens de ter uma melhor
homogeneidade do meio de cultura e a manutencdo de pardmetros de
processo, como pH e temperatura.

O cultivo submerso com bactérias é predominante para a
producdo de biossurfactante. Porém, bactérias e leveduras podem
crescer em substratos sélidos em niveis de 40-70 % de umidade. Os
fungos filamentosos tém recebido a maioria das atencBes nas pesquisas
utilizando processos fermentativos em estado sélido, pois podem crescer
na auséncia de agua livre (SCHMIDELL et al., 2001; RAGHAVARAO;
RANGANATHAN; KARANTH, 2003).

Das e Mukherjee (2007) compararam a capacidade de producédo
de lipopeptideos por Bacillus subtilis em cultivo em estado solido e em
meio liquido. Estes autores obtiveram um rendimento ligeiramente
superior no cultivo em meio s6lido comparado ao sistema submerso.
Ainda, devido as menores quantidades de agua requeridas no sistema
solido, os processos subsequentes de extragdo e purificagdo foram
favorecidos.

Velioglu, Zulfiye e Oztiirk Urek (2015) estudaram a producio de
biossurfactantes por Pleurotus ostreatus em ambos 0s sistemas de
cultivo. Os resultados apresentados indicaram que o cultivo em estado
solido foi mais eficiente para a producéo de biossurfactantes, concluindo
que esta estratégia de cultivo representa uma abordagem potencial para a
obtencdo de produtos biotecnolégicos de valor agregado.

2.2.5 Desafios e perspectivas na producdo de biossurfactantes
Apesar da ampla gama de aplicagdes e das diversas vantagens

supracitadas, a produgdo em escala industrial de biossurfactantes é ainda
escassa. Alguns produtos comerciais j& incluiram biossurfactantes em



50

suas formulacdes, entretanto, ainda existem varios problemas para que
um uso mais generalizado possa ser considerado. Estes problemas
referem-se, principalmente, aos baixos rendimentos geralmente obtidos
e aos custos de producdo. Estima-se que o custo para a produgdo de
biossurfactante é aproximadamente trés a dez vezes maior que o0 custo
para produzir um surfactante quimico. No entanto, o mercado de
biossurfactantes é promissor, 0 que impulsiona o setor a desenvolver
estratégias de producdo mais eficientes. De acordo com dados recentes,
0 mercado global de biossurfactantes valia 1,7 bilhdo de dolares em
2011 e devera atingir 2,2 bilhdes de délares em 2018, com base numa
taxa de crescimento de 3,5 % ao ano (REIS et al., 2013).

Em muitos processos biotecnol6gicos, 0s processos de extracdo e
purificagdo (processos downstream) representam de 70 % a 80 % dos
custos totais, tornando na maioria dos casos o processo de producdo
inviavel economicamente. Desta forma, deve-se desenvolver processos
de forma a obter biossurfactantes que possam ser facilmente extraidos,
além de serem necessdrios mais estudos no desenvolvimento de
estratégias de extracdo e purificacdo mais eficientes (MARCHANT;
BANAT, 2012; SANTOS et al., 2016b).

Além disso, a investigacdo de substratos de baixo custo na
producdo de biossurfactantes se faz necesséria, uma vez que o custo da
matéria-prima representa de 10 a 30 % do custo total da producéo.
Também sdo essenciais condi¢des de crescimento e producdo 6timas,
onde o uso de vérias ferramentas de otimizacao estatistica e matematica
pode melhorar o rendimento e reduzir os custos da producdo de
biossurfactantes (MULLIGAN; SHARMA; MUDHOO, 2014).

Neste sentido, varios trabalhos estdo centrados na minimizacao
dos custos de producdo empregando substratos de fontes residuais. A
utilizacdo de residuos, além de reduzir os custos de producdo, também
confere ao produto um reforgco ao titulo de eco-friendly, contribuindo
para o apelo mercadol6gico de produtos sustentaveis. O aproveitamento
de substratos provenientes de residuos oleoso, tais como acidos graxos,
residuos de 6leo de fritura, residuos da producdo de azeite de oliva,
subprodutos do refino de petréleo, etc., constituem-se em exemplos de
substratos residuais com produtividades interessantes e cuja utilizacéo
representa um importante ganho ambiental. Também os materiais
lignocelulésicos, compostos de lignina, hemicelulose e celulose, tem se
mostrado viaveis para uso em processos biotecnoldgicos para a
producdo de diferentes compostos, principalmente, em cultivo de fungos
filamentosos (FONTES; AMARAL; COELHO, 2008; HENKEL et al.,
2012).
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Os principais critérios a serem considerados para que a producao
de biossurfactantes se torne verdadeiramente viavel envolvem: o tipo de
matérias-primas, o tipo de microrganismo, a concepcao adequada das
estratégias de cultivo, a necessidade de utilizacdo de processos de
purificacdo, as propriedades do biossurfactante obtido, condicGes de
producdo, especialmente o tempo de processo e a obtencdo de
rendimentos adequados. A utilizagcdo de extratos brutos pode ser uma
solucdo viavel, especialmente se a aplicacdo estiver num contexto
ambiental. Os biossurfactantes, nestes casos, ndo necessitam apresentar
niveis de pureza e podem ser sintetizados utilizando uma mistura de
fontes de carbono de baixo custo, o que permitiria a criacdo de uma
tecnologia economicamente viavel para os processos de biorremediacéo
(MARCHANT; BANAT, 2012).

Tendo em vista o fato de que a estratégia de cultivo é um ponto
chave na obtencdo viavel de biossurfactantes, todas as variaveis
acessiveis devem ser testadas, avaliando as cinéticas de consumo de
substrato e formacdo de produtos, buscando encontrar uma solucédo
otimizada das condicGes de processo (JIRKU et al., 2015). Embora as
melhorias na tecnologia dos biossurfactantes tenham permitido um
aumento de 10 a 20 vezes na producdo destas biomoléculas, é provavel
gue sejam necessarios outros avancos significativos para tornar esta
tecnologia comercialmente viavel (SANTOS et al., 2016b).

2.3 RESIDUOS OLEOSOS

Os residuos oleosos sdo constituidos, principalmente, por
gorduras, hidrocarbonetos e fragdes de petrleo como diesel, gasolina e
querosene. Estes residuos constituem um importante problema
ambiental devido a sua alta capacidade contaminante. Estima-se que
cada litro de dleo despejado na rede de saneamento tem capacidade de
poluir cerca de um milhdo de litros de agua (FERREIRA, L.C.;
FERNANDES, 2011). Ainda, uma vez presente no ambiente, estes
compostos permanecem na superficie das aguas, dificultando a entrada
de luz e a transferéncia de oxigénio, comprometendo assim a fungéo
fotossintética das plantas e a base da cadeia alimentar. Os 6leos e graxas
em seu processo de decomposicdo diminuem o oxigénio dissolvido,
aumentando assim, a demanda bioquimica de oxigénio e, em Ultima
andlise, causando alteracBes no ecossistema aquético (JAMALY;
GIWA; HASAN, 2015).

As leis ambientais vigentes vém contribuindo na minimizagdo
dos impactos ambientais decorrentes das grandes quantidades de



52

contaminantes presentes nas daguas residuais, obrigando o setor
industrial a obedecer a limites maximos permitidos para o descarte de
efluentes, e a investir em processos mais eficientes de tratamento. No
Brasil, a resolugdo n° 430/2011 do CONAMA, estabelece condigdes e
padroes de lancamento de efluentes, onde fica definido um limite de
descarte de 20 mg.L™ para 6leos minerais e de 50 mg.L™ para 6leos
vegetais e gorduras animais (BRASIL, 2011). Em sua maior parte, estes
efluentes ndo sédo tratados ou ndo recebem o tratamento adequado, o que
0s torna em um preocupante problema ambiental (OLIVEIRA et al.,
2014).

O tratamento de efluentes oleosos € realizado por uma variedade
de tecnologias disponiveis e o0 grau de remocgdo depende,
principalmente, da concentracdo e da forma fisica que ele se encontra.
Quanto a forma fisica, o conteido de dleo presente em aguas é
classificado em quatro categorias de acordo com Coca-Prados e
Gutiérrez-Cervellé (2009):

e Gleo livre ou flutuante: eleva-se rapidamente para a superficie
da agua sob condices de repouso;

e Oleo disperso: conjunto de diferentes goticulas de ¢dleo
estabilizadas por meio de suas cargas elétricas sem a presenga de
surfactantes;

e Gleo emulsionado: possui distribuicdo semelhante com o éleo
disperso, porém sua estabilidade é aumentada devido as interagdes com
surfactantes presentes na interface 6leo/agua;

e Oleo dissolvido: ndo esta presente em goticulas visiveis, mas
sim dissolvido quimicamente ou disperso em goticulas extremamente
pequenas.

Os efluentes dos mais variados setores industriais possuem teores
de 6leos e graxas residuais (OGR) variaveis, sendo o setor alimenticio e
petroquimico 0s que apresentam os maiores niveis. Na inddstria de
laticinios, por exemplo, os teores de OGR geralmente encontrados nos
seus efluentes est&o na faixa de 200 a 4000 mg.L™. J& para a indstria de
extracdo de 6leos vegetais estes niveis estdo compreendidos entre 500 a
16000 mg.L" (OLIVEIRA et al., 2014). A composicdo das aguas
residuais geradas nas refinarias de petroleo estd relacionada com
diversos fatores, sendo que os teores de OGR caracteristicos desta
atividade industrial estdo na faixa de 20 a 4000 mg.L* (COCA-
PRADOS; GUTIERREZ-CERVELLO, 2009).

Dentro deste aspecto, 0s residuos oleosos ja& comecam a ser
reconhecidos como potencialmente reciclaveis, podendo servir como
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matéria-prima na fabricacdo de diversos produtos, sendo também
amplamente investigados como substratos nos mais diversos processos
biotecnoldgicos para a producdo de biossurfactantes (WILDNER;
HILLIG, 2012).

2.4 CONSIDERAGOES SOBRE O ESTADO DA ARTE

Diante do exposto, nota-se que a producdo de biossurfactantes
por diferentes microrganismos tem sido amplamente investigada.
Entretanto, conforme mencionado anteriormente, a maioria dos
biossurfactantes conhecidos sdo de origem bacteriana, sendo 0s
biossurfactantes produzidos por fungos pouco conhecidos. Além disso,
por meio do levantamento bibliografico dos principais trabalhos na area,
atentou-se para a utilizagdo de substratos hidrofébicos como indutores
do metabolismo responsavel pela sintese de biossurfactantes. Ainda, a
utilizacdo destes materiais em processos biotecnoldgicos contribui para
a diminuicdo dos impactos ambientais gerados pelos residuos oleosos.

Desta forma, o presente trabalho tem como objetivo principal
avaliar a producdo de biossurfactantes por fungos filamentosos,
utilizando substratos hidrofébicos. Os principais resultados obtidos
contribuem para o avanco na identificacdo de fungos produtores de
metabdlitos com atividade de superficie, com enfoque na maximizagdo
da producdo e avaliacdo das propriedades destas biomoléculas.






3 MATERIAIS E METODOS

Neste capitulo serdo descritos os materiais € métodos utilizados
para o desenvolvimento do presente trabalho, de acordo com os
objetivos elencados. Dois estudos foram realizados, avaliando diferentes
estratégias para a producédo de biossurfactantes por fungos filamentosos,
utilizando substratos oleosos como fonte principal de carbono.

3.1 AVALIACAO DA PRODUCAO DE BIOSSURFACTANTES POR
Trametes versicolor EM CULTIVO EM ESTADO SOLIDO

O procedimento adotado para a investigacdo da producdo de
biossurfactantes pelo fungo Trametes versicolor envolveu inicialmente a
avaliacdo da utilizacdo de um residuo oleoso da industria de extracéo de
azeite de oliva como indutor da producdo de biossurfactantes, seguido
pela caracterizacgdo do produto obtido.

Foram realizados o0s seguintes ensaios: (1) avaliacdo da
composi¢do do substrato solido na sintese de biomoléculas com
atividade de superficie e na producdo de enzimas oxidativas; (2) estudo
cinético da producdo de biossurfactantes; (3) extracdo e caracterizacao
estrutural do biossurfactante; (4) determinacdo das propriedades
interfaciais e biologicas do biossurfactante.

Os ensaios foram realizados no Laboratério de Tensoativos,
Enzimas e EmulsGes do Departamento de Engenharia Quimica da
Universidade de Granada — UGR, Espanha. Estes experimentos sdo
condizentes ao desenvolvimento do projeto de cooperacdo internacional
CAPES-DGU, projeto n° 301/13.

3.1.1 Microrganismo

O fungo Trametes versicolor CECT 20817 foi adquirido da
Colecion Espafiola de Cultivos Tipo, da Universidade de Valéncia,
Espanha. O fungo foi cultivado em meio agar batata dextrose (BDA) a
25 °C durante 7 dias, sendo posteriormente armazenado de acordo com
0 método de preservacdo Castellani (CAPRILES; MATA;
MIDDELVEEN, 1989). Para a manutencéo e preparacao do inéculo foi
utilizado meio BDA em placa de Petri, realizando cultivo a 25 °C por 7
dias.
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3.1.2 Substrato so6lido

Um residuo s6lido da producdo bifasica de azeite de oliva
(RSEBAO), conhecido como alpeorujo foi utilizado como principal
fonte de carbono. O RSEBAO foi cedido pela cooperativa Nuestra
Sefiora de Araceli, Lucena, Espanha. A composicdo do RSEBAO
utilizado neste trabalho ¢ apresentada na Tabela 1.

A umidade do residuo foi removida por secagem convectiva a
60 °C até massa constante, para evitar a degradacdo dos compostos
fendlicos naturalmente presentes na amostra. Farelo de trigo comercial
foi utilizado como principal fonte de nitrogénio e carogos de azeitonas
foram empregados como suporte inerte, de modo a obter uma estrutura
porosa, facilitando a troca gasosa e o controle de temperatura durante o
cultivo.

Tabela 1 — Composicéo e analise elementar do RSEBAO.

Propriedade % (base massica)
Umidade 64,37 £ 0,67
Oleos e graxas 1,39+0,11
Proteinas 71+04
Carboidratos 3,38+0,13
Analise elementar C 48,15

N 1,18

H 7,14

Fonte: Maass e colaboradores (2015).
3.1.3 Cultivo em estado sélido

A producdo de biossurfactantes foi avaliada em cultivo em estado
s6lido, utilizando frascos de 300 mL contendo 100 g de substrato. O teor
de umidade do meio foi ajustado em 50 % com adicdo de 80 mL de agua
destilada, com base em ensaios preliminares realizados. Os frascos
contendo o meio foram esterilizados a 121 °C durante 20 min,
inoculados com 3 plugs (35 mm de diametro) de micélio da cultura de T.
versicolor e incubados por 14 dias na auséncia de luz em condicGes
controladas de temperatura (25 °C) e umidade relativa (80 %).

3.1.4 Delineamento experimental

O efeito das concentragdes do RSEBAO (X;), do farelo de trigo
(X2), bem como do caroco de azeitonas (X3) na producdo de
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biossurfactantes foi avaliado, utilizando um delineamento experimental
de mistura, com trés componentes. A fracdo massica dos componentes
da mistura foi restringida por limites inferiores e superiores, de acordo
com as necessidades nutricionais do fungo e da influéncia da relagéo
carbono/nitrogénio sobre o metabolismo, resultando numa sub-regido do
espago simplex (Figura 7). Ao total, 9 diferentes composi¢Ges de
substrato foram avaliadas, sendo a matriz experimental gerada em
termos dos pseudocomponentes (Tabela 2).

Tabela 2 — Delineamento experimental de mistura com restricbes para a
avaliacdo da influéncia da composi¢do do substrato solido na producgdo de
biossurfactantes.

. Componentes originais Pseudocomponentes
Ensaio

Xy X3 X3 Xy Xz X3
1 0,05 0,10 0,85 0,0 0,0 1,0
2 0,35 0,10 0,55 0,6 0,0 0,4
3 0,05 0,30 0,65 0,0 0,4 0,6
4 0,35 0,30 0,35 0,6 0,4 0,0
5 0,05 0,20 0,75 0,0 0,2 0,8
6 0,35 0,20 0,45 0,6 0,2 0,2
7 0,20 0,10 0,70 0,3 0,0 0,7
8 0,20 0,30 0,50 0,3 0,4 0,3
9 0,20 0,20 0,60 0,3 0,2 0,5

Nota: X; RSEBAO
X, Farelo de trigo
X3 Carogo de azeitonas
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Figura 7 — Representacéo gréfica do delineamento experimental de mistura.

X
0,00,1,00

1,00
0,00 0,25 0,50 0,75 1,00

Xy X,

Fonte: Autor.

O efeito da composicéo do substrato sélido foi avaliado sobre as
respostas concernentes & producdo de biossurfactantes e & expressao de
enzimas fenol oxidativas. Os dados experimentais do planejamento
foram ajustados aos polindmios candnicos de Sheffé. Essa estratégia
permite correlacionar a composicdo de uma mistura frente aos
pardmetros analisados, visando determinar qual a combinag&o/proporcéao
dos componentes que otimiza a resposta desejada (SPANEMBERG,
2010). Foram testados os modelos linear e quadratico, expressos em
termos dos pseudocomponentes, conforme apresentado nas Equacdes (1)
e(2).

57\ = bO + b1x1 + bzxz + b3x3 (1)
57\ = bO + b1x1 + bzxz + b3x3 + b12x1x2 + b13x1x3 (2)
+ by x,x3

3.1.5 Avaliacéo da producdo de biossurfactantes

Ao final do periodo de incubagdo, o conteddo dos frascos foi
manualmente homogeneizado. Para a avaliagdo da producdo de
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biossurfactantes apds o cultivo, uma parcela do material foi submetida a
extracdo soélido-liquido com &gua destilada numa proporcdo de 1:6
(m:v), a 50 °C por 30 min (COLLA et al., 2010). Os extratos foram
filtrados sob presséo reduzida e centrifugados (9000 xg, 20 min, 4 °C).
A producdo de biossurfactantes foi indiretamente avaliada pela medida
da tensdo superficial (TS) dos extratos obtidos e de suas respectivas
diluicdes (fator de diluicdo igual a 10, TS™).

A tensdo superficial foi determinada em temperatura controlada
de 25 + 2 °C utilizando o método do anel de Du Noily em um
tensidmetro KRUSS K11 (KRUSS GmbH, Hamburgo, Alemanha). Este
método consiste na imersdo de um anel de platina na solucéo teste e
mede-se a forca necessaria para puxar o anel através da superficie do
liquido, permitindo, assim, a determinacdo da tensdo superficial em
condi¢des de equilibrio (TEIXEIRA NETO; MALTA; SANTOS, 2009).

3.1.6 Avaliacéo da producdo de enzimas oxidativas

Devido a presenca de compostos fendlicos tanto no RSEBAO
(LAFKA et al., 2011) como no farelo de trigo (WANG et al., 2008) e a
capacidade de fungos de podriddo branca em produzir complexos
enzimaticos, foi avaliada a producdo concomitante das enzimas
oxidativas lacase (Lac), manganés peroxidase (MnP) e lignina
peroxidase (LiP).

Os extratos enzimaticos foram obtidos por extracdo sélido-liquido
de uma porgdo do material sélido ap6s o cultivo, utilizando tampéo
acetato de sédio 0,1 M (pH 5,0), numa proporcdo de 1:5 (m:v). As
amostras foram extraidas a temperatura ambiente por 1 h, sendo
posteriormente centrifugadas (5000 x g, 15 min, 4 °C) (GEBIEN, 2013).
As atividades enziméaticas do sobrenadante foram determinadas de
acordo com a metodologia apresentada por Gil e colaboradores (2012),
conforme segue.

Lac foi determinada pelo acompanhamento da oxidacdo do ABTS
(acido 2,2’-azino-bis (3-etilbenzotiazolina-6-sulfonato)). Em um tubo de
ensaio, foram adicionados 1200 pL do extrato enzimatico a 600 uL de
tampdo acetato de sodio 0,1 M (pH 5,0) e 200 pL da solucdo de ABTS 1
mM. Apds a adicdo do extrato enzimatico, a amostra foi homogeneizada
e a reacdo foi acompanhada durante 5 min a 25 °C, pela medida da
absorbancia (420 nm).

A atividade enzimatica de MnP foi determinada pela oxidacdo do
vermelho fenol. Em um tubo de ensaio foram adicionados 1000 uL do
extrato enzimatico, 200 pL de lactato de sddio 250 mM, 400 uL de ovo



60

albumina 0,5 % (m:v), 100 pL de MnSO,4 2 mM, 200 pL de vermelho
fenol 1 g.L™ e 100 uL de H,0, 2 mM em tamp&o succinato de sédio
(pH 4,0). A reagéo foi acompanhada durante 5 min a 30 °C, pela medida
da absorbancia a 610 nm, e interrompida pela adi¢do de 80 puL de NaOH
2 N.

A atividade de LiP foi medida pelo acompanhamento da oxidagdo
do élcool veratrilico em veratraldeido, por 5 min a 30 °C. Foram
adicionados 400 pL do extrato enzimatico, 1300 pL de tampéo citrato
fosfato (pH 2,6), 200 pL de &lcool veratrilico 2 mM e 100 pL de H,0,
4 mM em um tubo de ensaio. A variacdo de absorbancia foi medida a
310 nm.

Em todas as determinagdes descritas, uma unidade de atividade
enzimatica (U) ¢ definida como a quantidade de enzima necessaria para
liberar 1 pmol de produto por minuto de reacdo, sendo as atividades
enzimaticas expressas em U.L™ de extrato enzimético. Para a obtencéo
dos valores das atividades enziméticas foram utilizados os coeficientes
de extincdo molar das enzimas Lac (3600 M™.cm™), MnP (4460 M™.cm®
Y e LiP (165 M™.cm™).

3.1.7 Determinacao do teor de compostos fenolicos totais

O teor de compostos fendlicos totais (FT) foi determinado pelo
método de Folin-Ciocalteau de acordo com (ANAGNOSTOPOULOU et
al., 2006), de forma a verificar a degradacdo destes componentes ao
longo do cultivo. Para este ensaio, fragdes dos extratos aquosos foram
liofilizadas e diluidos em 4gua destilada na concentracéo de 1 mg.mL™.

Em um tubo de ensaio contendo 0,5 mL de amostra foram
adicionados 5,0 mL de &gua destilada e 0,25 mL de reagente de Folin-
Ciocalteau. Apo6s 3 minutos, adicionou-se a mistura 1,0 mL de uma
solucdo de Na,CO; saturada. Decorridos 60 min, a absorbancia da
solucdo foi medida a 725 nm.

A concentracdo de FT, expressa como miligramas de acido galico
por grama de amostra seca (mgAG.gY), foi determinada pela
interpolacdo com uma curva de calibracdo construida com acido galico
(y = 0,006x + 0,017, R* = 0,998).

3.1.8 Extracdo do biossurfactante
Foram aplicados dois métodos diferentes de extracdo do

biossurfactante a partir dos extratos aquosos: precipitacdo acida e
extracdo com solventes orgénicos. O primeiro método consiste na
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acidificacdo dos extratos com uma solucdo de HCI 6 N até pH 2,0. Ap6s
a acidificacdo, os extratos foram deixados em repouso durante 12 h a
4 °C. O material precipitado foi entdo separado do meio liquido por
centrifugacdo (9000 rpm, 4 °C, 20 min), diluido em &gua destilada
alcalinizada com NaOH (pH 10,0) e liofilizado, sendo posteriormente
armazenado a -18 °C (MAASS et al., 2015)

A extracdo com solventes organicos foi realizada por extracéo
solido-liquido dos extratos aquosos previamente liofilizados, utilizando
como solvente uma mistura de cloroformio/metanol (2:1, viv). A
mistura foi mantida sob agitacdo (200 rpm), a temperatura ambiente,
durante 3 h. Apds a remogdo do residuo solido por centrifugacéo (9000
rpm, 4 °C, 20 min), o solvente foi evaporado sob pressdo reduzida e o
produto resultante foi armazenado a -18 °C (VELIOGLU; OZTURK
UREK, 2014).

3.1.9 Caracterizagao do biossurfactante

Os extratos contendo o biossurfactante foram caracterizados
guanto ao conteldo de carboidratos, lipideos e proteinas e quanto a
caracteristica iénica da porcdo hidrofilica, de maneira a fornecer uma
classificagdo prévia do produto biossintetizado.

O teor de proteinas foi determinado pelo método colorimétrico
BCA (acido bicinchoninico) utilizando um kit de ensaio comercial
(Thermo Fisher). O método BCA é um dos mais sensiveis, detectando
proteinas em concentragdes abaixo de 5 ug.ml'l, e possui menos
variabilidade que outros métodos convencionais. A concentracdo de
proteinas (1g.mg™) foi calculada pela interpolacdo com uma curva de
calibracio construida com ovo albumina (y = 904,98x — 153,96, R* =
0,993)

O conteldo de carboidratos foi determinado utilizando o método
fenol-sulfirico (DUBOIS et al., 1956). Em um tubo de ensaio foi
adicionado 0,5 mL de uma solucdo de biossurfactante na concentracdo
del g.L'l. A esta amostra, foram adicionados 0,5 mL de uma solugdo de
fenol 5 % (m:v) e 2,5 mL de H,SO, P.A. A amostra foi cuidadosamente
homogeneizada e deixada em repouso até atingir a temperatura
ambiente. A absorbancia das amostras foi determinada a 490 nm e a
concentracdo de carboidratos totais (ug.mg™) foi calculada pela
interpolacdo com uma curva de calibragdo construida com glicose (y =
0,00811x + 0,01605, R? = 0,999).

O teor de lipideos foi determinado de acordo com metodologia
apresentada por Rufino e colaboradores (2014), realizando extracGes
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sucessivas com uma mistura de cloroférmio/metanol com diferentes
polaridades. Uma amostra de 05 g do extrato contendo o
biossurfactante, previamente liofilizado, foi dissolvida em 10 mL de
cloroférmio/metanol (2:1, v:v) e a mistura foi mantida sob agitacdo por
15 min. Apo6s a remogdo do solvente por centrifugacdo (9000 xg, 5 min,
4 °C) o residuo sOlido foi ressuspenso em 10 mL de
cloroférmio/metanol (1:1, viv) e deixado sob agitacdo por 15 min.
Finalmente, ap6s a remocdo do solvente por centrifugacdo (9000 xg, 5
min, 4 °C), o material resultante foi dissolvido em 10 mL de
cloroférmio/metanol (1:2, v:v), sendo mantido sob agitagdo por 15 min.
O solvente foi removido por centrifugacdo (9000 xg, 5min, 4 °C). Ao
final do processo, as fragBes organicas coletadas foram misturadas e o
solvente foi evaporado sob pressdo reduzida. O teor de lipideos totais
(g.mg™) foi determinado pela relacdo da massa inicial da amostra com
a massa de lipideos extraida.

A caracteristica idbnica do biossurfactante foi determinada pela
técnica de dupla difusdo em agar, conforme descrito por Rufino e
colaboradores (2014). Em uma placa de Petri contendo agar 1 % foram
feitos 3 pocos regularmente espagados. Foi adicionada uma solugéo de
biossurfactante em um dos pocos, sendo os demais preenchidos com um
composto puro de caracteristica idnica conhecida. Solugbes de dodecil
sulfato de sddio (SDS) 20 mM e cloreto de bario 50 mM foram
utilizadas como controles aniénicos e catibnicos, respectivamente. A
formagdo de halos pela presenga de precipitados é um indicativo do
caracter ibnico do biossurfactante, sendo monitorado durante um
periodo de 24 h a temperatura ambiente.

3.1.10 Determinacao da concentracao micelar critica (CMC)

A concentracdo micelar critica (CMC) do biossurfactante obtido
por ambas as técnicas foi determinada a 25 °C e pH 7,0 pela medida da
tensdo superficial, conforme descrito no Item 3.1.5, de solugbes do
biossurfactante em diferentes concentracdes. A CMC foi determinada a
partir do ponto de ruptura da curva de tensdo superficial versus o
logaritmo da concentragdo de biossurfactante.

3.1.11 Estabilidade do biossurfactante
A capacidade do biossurfactante de manter a sua atividade

interfacial frente a variacdo de temperatura e pH foi avaliada. Solugdes
do biossurfactante com concentragdo igual a CMC foram incubadas
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durante 5 dias em diferentes condic¢des de temperatura (24 °C, 45 °C e
65°C) a pH 7,0 para investigar a estabilidade térmica do produto
biossintetizado. Em relacéo a estabilidade frente ao pH, as solugdes de
biossurfactantes foram preparadas em diferentes tampdes com valores
de pH variando de 3,0 a 11,0. As amostras foram incubadas a 25 °C
durante 5 dias. A estabilidade foi monitorada pela medida da tensdo
superficial das amostras a cada 24 h, conforme descrito anteriormente.

3.1.12 Atividade antibacteriana do biossurfactante

A atividade antibacteriana dos extratos de biossurfactantes, bem
como dos caldos de cultivo liofilizados foi avaliada contra a bactéria
gram-positiva Staphylococcus epidermidis (ATCC 35984), e contra a
bactéria gram-negativa Escherichia coli (ATCC 9637). Para a
determinacdo da concentragdo inibitéria minima (CIM), foi utilizada a
técnica de microdiluicdo em caldo, com microplacas de 96 pocos,
conforme recomendado pelo CLSI (Clinical and Laboratory Standards
Institute) (CLSI, 2012).

As amostras de biossurfactante e do caldo de cultivo liofilizados,
diluidas @ 2mg.mL™ em dimetilsulféxido (DMSO) 10 %, foram
colocadas nos primeiros micropogos, e em seguida transferidas para os
micropocos adjacentes, os quais contém caldo Miller-Hinton (MH),
com o objetivo de se obter diluicdo seriada de ordem dois, com
concentracBes da amostra variando entre 1000 ug.mL'1 até 7,81 ug.mL'l.
O in6culo bacteriano (5 pL), preparado em 0,5 da escala de McFarland,
foi adicionado em cada pogo, resultando em uma concentracéo de 5x10°
unidades formadoras de coldnia por mL (UFC.mL™) do microrganismo
a ser testado. Alguns pogos de cada microplaca, foram reservados para
realizacdo dos controles negativos e para controle de meio de cultura
(MH). Como controle positivo, as bactérias em estudo foram incubadas
com o antibidtico comercial gentamicina, com concentracBes variando
de 40 a 0,31 pg.mL™. As microplacas foram incubadas aerobiamente a
37 °C = 1 °C, por 24 horas. Apés a incubacdo, o crescimento bacteriano
foi verificado adicionando-se 10 pL em cada micropogo de uma solugéo
de cloreto de 2,35-trifeniltetrazélio em metanol (5 mg.mL™),
observando-se a presenca do “botdo” bacteriano avermelhado no fundo
de cada micropoco. A CIM foi definida como a ultima concentragéo do
6leo capaz de inibir o crescimento bacteriano.
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3.2 PRODUCAQ DE BIOSSURFACTANTES E ESTUDO DA
BIODEGRADACAO DE OLEO DIESEL POR UM FUNGO
ISOLADO DE UM RESIDUO DE REFINARIA DE PETROLEO

Neste estudo, um fungo isolado de um residuo de refinaria de
petroleo foi avaliado quanto a sua capacidade de utilizar éleo diesel
como fonte de carbono para o crescimento celular e produgdo de
metabolitos com atividade de superficie. A estratégia experimental
utilizada permitiu explorar 0os mecanismos envolvidos no processo e
obter informagdes sobre a interacdo da producdo de biossurfactantes, na
presencga de substratos hidrofobicos, e a capacidade de biodegradacdo
pelo microrganismo selecionado.

Foram realizados os seguintes ensaios: (1) avaliacdo de diferentes
fontes de carbono hidrofébico como indutores da producdo de
biossurfactantes; (2) analise dos fatores de processo que influenciam a
biodegradacdo de dleo diesel e a producdo de biossurfactantes; (3)
estudo cinético; (4) avaliaghio da biodegradabilidade dos
hidrocarbonetos; (5) extracéo, caracterizacdo estrutural e determinagdo
das propriedades interfaciais do biossurfactante.

Os ensaios concernentes a avaliagdo da capacidade de
biodegradacdo de 6leo diesel e a producgdo in situ de biossurfactantes
pelo fungo isolado de refinaria de petréleo foi realizado no Laborat6rio
de Transferéncia de Massa (Labmassa), do Departamento de Engenharia
Quimica e Engenharia de Alimentos da Universidade Federal de Santa
Catarina — UFSC.

3.2.1 Microrganismo

No presente estudo foi utilizado um fungo isolado a partir de
amostras de residuo de refinaria de petroleo. O isolado (LEB 25)
apresentou  capacidade de crescer em substratos contendo
hidrocarbonetos alifaticos e baixa atividade de agua. Além disso, a
estirpe respondeu positivamente aos testes indicativos de producdo de
biossurfactantes em estudos anteriores (SPERB et al., 2015).

O fungo foi cultivado em meio &gar batata dextrose (BDA) a 25
°C durante 5 dias, sendo armazenado de acordo com o método de
preservagdo Castellani (CAPRILES; MATA; MIDDELVEEN, 1989).
Para a manutencao e preparacgao do indculo foi utilizado meio BDA em
placa de Petri, realizando cultivo a 25 °C por 7 dias.
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3.2.2 Meio de cultivo

A avaliacdo da producdo de biossurfactantes pelo fungo isolado
foi conduzida em cultivo submerso, utilizando frascos Erlenmeyer de
250 mL contendo 100 mL de meio liquido (Tabela 3) (VELIOGLU,
ZULFIYE ; OZTURK UREK, 2015), suplementado com uma fonte de
carbono hidrofébico.

Tabela 3 — Composic¢ao do meio liquido para a producéo de biossurfactantes por
cultivo submerso do fungo isolado.

Composto Concentracéo (g.L™)
NH;NO; 0,7
Extrato de levedura 0,5
Peptona 10,0
KH,PO, 1,0
MgS0,.7H,0 1,0
KCI 0,5
FeS0O,.7H,0 0,001
ZnS0,4.7H,0 0,0028
CaCl,.2H,0 0,033

Inicialmente, foi investigada a influéncia de diferentes fontes de
suplementacéo de carbono hidrofébico na producdo de biossurfactantes.
Para isto, ao meio de cultura foi adicionado 1% (m/v) de 6leo de soja,
6leo lubrificante de motor ou 6leo diesel comercial S-10. Os frascos
foram esterilizados a 121 °C durante 20 min, inoculados com 1 plug (35
mm de diametro) de micélio do fungo isolado e incubados por 21 dias
em condigdes controladas de temperatura (25 °C) e agitacdo (150 rpm).
Um ensaio controle, utilizando glicose como fonte de carbono, foi
conduzido de forma a comprovar o potencial indutor da producdo de
biossurfactantes por substratos hidrofébicos. A producdo de
biossurfactantes foi monitorada a cada 7 dias, pela medida da tenséo
superficial do meio de cultivo livre de células, conforme metodologia
descrita no item 3.1.5.

3.2.3 Influéncia das condicdes de processo na biodegradacdo de
hidrocarbonetos derivados de petréleo e na producdo de
biossurfactantes

Diante dos resultados preliminares, foi avaliada a capacidade de
biodegradacdo do substrato hidrofoébico, bem como da producdo de
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biossurfactantes, pelo fungo selecionado em cultivo submerso. A
metodologia de superficie de resposta foi utilizada para determinar as
condi¢des 6timas dos principais parametros que influenciam o processo
de biodegradacdo de 6leo diesel e, consequentemente, a produgdo de
biossurfactantes. Foi proposto um delineamento experimental fatorial
completo com adigdo de pontos centrais. Foram selecionados 3 fatores:
temperatura (X,), concentracdo da fonte de carbono (X;) e pH (X3). Os
valores dos niveis dos fatores considerados nesta andlise sdo
apresentados na Tabela 4. Um total de 22 ensaios, incluindo réeplicas,
foram realizados, de forma a avaliar os efeitos das varidveis
selecionadas no crescimento microbiano, no consumo da fonte de
carbono e na producéo de biossurfactantes.

Tabela 4 — Parametros e niveis experimentais avaliados no processo de
biodegradacéo de hidrocarbonetos e na producdo de biossurfactantes.

Niveis
Fator 1 0 41
Temperatura (°C) Xy 27 32 37
Concentracéo da fonte de carbono (g.L™") X, 30 65 10,0
pH Xs 30 50 7,0

3.2.4 Estudo cinético

A biodegradabilidade dos hidrocarbonetos pelo fungo foi
examinada nas condi¢fes Otimas estabelecidas pelo planejamento
experimental proposto em frascos agitados. Em intervalos de tempo
determinados foi acompanhado o crescimento celular, a concentracdo
residual da fonte de carbono e a tensdo superficial do meio liquido.

Como forma de se avaliar o crescimento do fungo, foi
determinada a velocidade especifica de crescimento por regressdo nao
linear dos dados experimentais de concentragdo celular ao modelo
empirico de crescimento microbiano logistico (Equagéo 3) proposto por
Zwietering e colaboradores (1990),

A
_1+exp[4'uTm(A—t)+1]

X @3)

onde X é a concentracdo microbiana no tempo t, em g.L™", A é a
amplitude da curva, P, € a velocidade especifica méaxima de
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crescimento (h™) e A é um parametro relacionado com o periodo da fase
de adaptacdo do microrganismo ao meio.

O fator de conversdo de substrato em células (Yy/s, g.gh) foi
determinado utilizando a razéo entre a variacdo da concentragéo celular
e a variagdo da concentracdo da fonte de carbono, durante a fase de
crescimento exponencial.

3.2.5 Ensaios de adsorcéo de 6leo diesel

A adsorcdo do 6leo diesel em biomassa fungica ndo viavel foi
avaliada em sistema batelada descontinuo, nas mesmas condicdes de
temperatura e pH definidos nos ensaios de biodegradacdo. Desta forma,
foi verificada a contribui¢do deste mecanismo na eficiéncia global de
remocao de 6leo diesel pelo fungo selecionado.

Para a obtencdo da biomassa, o fungo foi cultivado em sistema
submerso, utilizando o meio liquido proposto por Mathialagan e
Viraraghavan (2009) (Tabela 5). O cultivo foi realizado durante 5 dias
em frascos Erlenmeyer de 500 mL contendo 250 mL de meio liquido, a
uma temperatura de 25 °C e 150 rpm de agitacdo. Como indculo foram
utilizados 3 plugs de 35 mm de micélio do fungo. Apds o cultivo a
biomassa foi separada do meio liquido por filtracdo sob pressao
reduzida, lavada com agua deionizada e esterilizada a 121 °C durante 20
min.

Tabela 5 — Composicdo do meio liquido para obtencdo de biomassa.

Composto Concentracéo (g.L™)
Dextrose 20,00
Peptona 10,00
NaCl 0,20
CaCl,.2H,0 0,10
KCI 0,10
KH,PO, 0,50
NaHCO 0,05
MgS0,.7H,0 0,25
FeS0O,.7H,0 0,001

Os ensaios de adsor¢do foram realizados em frascos Erlenmeyer
de 100 mL, contendo 50 mL de meio (Tabela 3) com diferentes
concentracBes de oOleo diesel. Foi utilizada uma concentracdo de
biomassa de 0,15 g.L™ em base seca, de acordo com os resultados de
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experimentos preliminares. Apés 48 h de processo, as amostras foram
filtradas e o contetdo residual de Oleo diesel foi determinado. A
guantidade de dleo diesel adsorvida por unidade de biomassa fungica foi
calculada utilizando a Equagédo (4),

(Co — CHV

7 (4)

qe =

onde g, é a capacidade de adsorcdo expressa em mg de adsorbato por g
de adsorvente no estado de equilibrio, Co e C™ sdo as concentracdes
inicial e de equilibrio, respectivamente, em mg.L™", V é o volume da
solucdo em L e W é a massa de adsorvente em g.

A quantidade de 6leo diesel adsorvido por unidade de massa de
adsorvente (qe) foi correlacionada com a concentragdo de equilibrio da
fase liquida (C") através do ajuste ndo linear dos dados experimentais s
isotermas de Langmuir e Freundlich.

3.2.6 Estudo realizado em biorreator de bancada

A partir dos resultados obtidos dos ensaios em frascos
Erlenmeyer, foram definidas as melhores condicGes de cultivo do fungo
isolado para o processo de biodegradacdo de éleo diesel e producdo de
biossurfactantes, sendo estas condicGes avaliadas em um biorreator de
bancada (BIO-TEC-FLEX, Tecnal).

Foi utilizado um biorreator batelada tipo tanque agitado, com
volume (til e de trabalho de 5,0 L e 4,0 L, respectivamente. O controle
do pH do meio foi feito pela adi¢do de solugdes de HCI 6 M ou de
NaOH 6 M. A aeracdo do sistema foi realizada pela injecdo de ar
comprimido no fundo do biorreator a uma vazdo de 3,0 L.min™. A
frequéncia de agitacdo foi mantida em 300 min™. O biorreator foi
acoplado a um sistema de controle, e a medi¢do da temperatura, pH e
oxigénio dissolvido foi realizada por sensores acoplados ao biorreator. O
biorreator foi inoculado com uma pré-cultura do fungo isolado,
cultivado sob as mesmas condigdes, durante 7 dias, adotando uma fragéo
de indculo de 10 % (v:v).

O coeficiente volumétrico de transferéncia de oxigénio (K a) foi
determinado  utilizando o método dindmico proposto  por
Bandyopadhyay e colaboradores (2009). O método consiste na
interrupcdo no fornecimento de oxigénio e na diminuicdo quase total do
sistema de agitacdo. Esta perturbacdo no sistema é realizada em um
curto intervalo de tempo, para evitar interferéncias no processo em
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analise. Ao interromper o fornecimento de oxigénio, observa-se uma
gueda na concentracdo de oxigénio dissolvido no meio, devido a
respiracdo celular. Ao retornar a aeragdo e agitacdo do meio, a
concentracao de oxigénio dissolvido tende a retornar ao seu nivel inicial.
Desta forma, o valor de K.a foi determinado realizando um balango de
massa para 0 oxigénio no periodo ascendente da curva do método
dinamico (Equacéo 5),

In (%Q)) =—K a(t —tg) (5)

onde C;, Co e C sdo as concentracdes de oxigénio dissolvido antes de se
interromper a aeragdo e agitagdo, no tempo t, ao retornar a aeragdo e
agitacdo e em um tempo t durante a etapa de absorgdo de oxigénio no
meio.

3.2.7 Determinacdo da concentracao celular

A biomassa produzida foi removida dos sistemas de cultivo por
filtracdo sob pressdo reduzida através de um papel de filtro Whatman de
massa conhecida. A fim de remover o 6leo diesel fracamente aderido a
biomassa, a amostra foi lavada duas vezes com 5 mL de cloroférmio. A
massa seca de micélio foi determinada ap6s secagem das amostras a
65 °C até massa constante, sendo a concentracao de células expressa em
gramas de biomassa seca por litro de meio (g.L™).

3.2.8 Determinacao da concentracao de 6leo diesel

Para medir a eficiéncia de biodegradacdo o 6leo diesel residual
foi extraido dos sistemas de cultivo por extracdo liquido-liquido
utilizando-se cloroférmio. Num funil de separacéo foram adicionados 50
mL do meio liquido livre de células e 20 mL de cloroférmio, em duas
parcelas. Primeiramente, foram adicionados 10 mL de cloroférmio e em
seguida, procedeu-se a agitacdo manual do funil de separacdo por
aproximadamente 1 min. Apds isso, o funil foi deixado em repouso por
aproximadamente 1 min até verificacdo da separacdo das fases aquosa e
organica. Em seguida, a fase orgénica foi drenada e o processo foi
repetido com a adi¢éo de mais 10 mL de cloroférmio. A absorbéncia da
fase organica foi determinada usando um espectrofotémetro UV/visivel
a 306 nm, correspondendo ao comprimento de onda de maxima
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absorcdo dos hidrocarbonetos presentes no 6leo diesel (COSTA et al.,
2013; KATIKA et al., 2016). A concentracdo residual de 6leo diesel foi
calculada pela interpolacdo com uma curva de calibragdo construida
com 6leo diesel comercial (y = 6,5807x - 0,2769, R? = 0,991).

3.2.9 Analise por cromatografia gasosa acoplada a espectroscopia de
massa

De forma a investigar a biodegradacdo dos hidrocarbonetos
presentes no dleo diesel residual, as amostras foram analisadas por
cromatografia gasosa acoplada a espectroscopia de massas (CG-MS)
num cromatdgrafo a gas Agilent 7890A com detector de espectroscopia
de massas serie MSD Agilent 5975C. A separa¢do dos compostos foi
realizada utilizando uma coluna HP-5 MS e géas hélio como fase movel.
A vazdo volumétrica da fase mdvel e o volume de injecdo de amostra
diluida em cloroférmio foram de 1 mL.min™ e 1,0 pL, respectivamente.
Foi utilizada a seguinte programacdo de temperatura: temperatura inicial
do forno de 60 °C mantida por 2 min, seguida do aquecimento,
utilizando um gradiente de 12 °C.min™, até uma temperatura de 300 °C,
a qual foi mantida por 5 min. As temperaturas do detector e do injetor
foram mantidas a 300 °C e 250 °C, respectivamente (CHEN et al.,
2016).

3.2.10 Extracdo e caracterizagdo do biossurfactante

O biossurfactante bruto foi obtido por extracdo com solvente
(VELIOGLU; OZTURK UREK, 2014) e caracterizado de acordo com o
seu contetdo de proteinas, lipideos e carboidratos, conforme descrito
nos itens 3.1.8 e 3.1.9. A concentracdo micelar critica (CMC) do
biossurfactante bruto foi determinada a 25 °C e pH 7,0, a partir do ponto
de ruptura da curva de tensdo superficial versus o logaritmo da
concentracdo de biossurfactante. O efeito da temperatura e do pH na
estabilidade do biossurfactante foi avaliado de acordo com metodologia
descrita no Item 3.1.11,

3.10 ANALISE ESTATISTICA DOS DADOS

A andlise estatistica dos dados obtidos, bem como dos resultados
dos delineamentos experimentais referentes aos estudos propostos, foi
realizada utilizando o software Statistica 7.0 (StatSoft Inc, Tulsa, OK,
USA). Andlise de variancia (ANOVA) e teste de falta de ajuste foram
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utilizados para verificar a adequagdo dos dados experimentais
decorrentes da matriz experimental aos modelos de regressdo. Ainda, a
analise comparativa dos resultados experimentais foi realizada
utilizando o teste de comparacdo de médias de Tukey, a um nivel de
significancia de 5 %.






4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os principais resultados obtidos nos ensaios realizados de acordo
com 0s objetivos tracados neste trabalho sdo apresentados e discutidos a
seguir. Foram obtidos dois conjuntos de resultados referentes as
diferentes estratégias adotadas para a avaliagdo da producdo de
biossurfactantes por fungos.

Inicialmente serdo apresentados e discutidos os resultados
concernentes a producdo de biossurfactantes por Trametes versicolor
CECT 20817 em cultivo em estado solido, no que diz respeito a
producdo de biossurfactantes e enzimas utilizando um residuo da
indUstria de azeite de oliva como substrato, bem como a extracdo e
caracterizacdo do biossurfactante obtido. Em seguida, sdo apresentados
e discutidos os principais resultados obtidos concernentes a utilizagéo de
hidrocarbonetos hidrofobicos na produgdo de biossurfactantes em
cultivo submerso, utilizando um fungo isolado de um residuo de
refinaria de petréleo.

4.1 PRODUCAO DE BIOSSURFACTANTES E ENZIMAS por
Trametes versicolor em cultivo em estado sélido

Trametes versicolor foi capaz de crescer em todos 0s sistemas
solidos propostos pelo delineamento experimental de mistura. A matriz
experimental e o0s resultados concernentes & producdo de
biossurfactantes e de enzimas oxidativas apds 14 dias de cultivo em
condigBes controladas de umidade relativa (80 %) e temperatura (25 °C)
sdo apresentados na Tabela 6.
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4.1.1 Avaliagdo da producéo de biossurfactantes

A producéo de biossurfactantes foi avaliada indiretamente pela
medida da tensdo superficial (TS) dos extratos aquosos obtidos, bem
como de suas diluicdes (TS™). De acordo com os dados de TS
apresentados na Tabela 6, pode-se concluir que o fungo T. versicolor é
promissor para a producdo de biossurfactantes, uma vez que valores de
TS da ordem de 30 mN.m™ foram obtidos. Valores de TS menores que
35 mN.m™ tém sido reportados na literatura como um indicativo da
producdo significativa de biossurfactantes (MAASS et al., 2015;
VELIOGLU, ZULFIYE; OZTURK UREK, 2015; SANTOS et al.,
2016a). Deve-se ainda considerar o fato de que a medida TS apresenta
um limite de deteccdo, sendo este atingido quando a concentracdo do
biossurfactante no meio se iguala a sua concentracdo micelar critica
(CMC). Diante disto, diluigdes sucessivas (fator de dilui¢do igual a 10)
foram realizadas, com a finalidade de alterar a concentragdo do
surfactante nos extratos aquosos. A tensdo superficial destas amostras
foi medida (TS™) possibilitando uma melhor analise dos resultados. Isto
pode ser ilustrado analisando os dados dos ensaios 3 e 6. Observa-se que
em ambos os ensaios foram obtidos valores de TS proximos (variacdo
de 2,4 mN.m™) e menores que 35 mN.m™, o que dificulta a analise
comparativa destas condicées experimentais. Entretanto, o valor da TS™
do ensaio 3 é menor em comparacdo ao experimento 6, o que indica
maior producdo de biossurfactantes nesta condigdo. Ainda, a medida de
TS™ fornece um indicativo de concentragdo do produto no meio em
relacdo a sua CMC.

Os dados experimentais de TS e TS™ foram ajustados a modelos
de regresséo linear (Equagdes 6 e 7), baseados na analise estatistica do
planejamento experimental de mistura. A adequacdo dos modelos
(variaveis ndo codificadas) foi confirmada pela analise de variancia
(ANOVA) e teste de falta de ajuste (lack of fit) apresentados nas Tabela
7 e Tabela 8. Os modelos apresentaram coeficientes de determinacéo
(R?) de 0,8999 (TS) e 0,7382 (TS™), indicando concordancia entre os
valores experimentais e 0s preditos pelo modelo, uma vez que processos
microbioldgicos sdo de dificil predi¢do, devido principalmente a
heterogeneidade das amostras e a existéncia de fatores ndo controlaveis
NO Processo.

TS = 36,0074 — 29,1378X, + 30,1174X, — 0,32656X (6)
TS~ = 55,0714 — 45,1012X, + 41,4976X, — 1,20123X, ©)
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Tabela 7 — ANOVA para o ajuste dos dados experimentais de TS ao modelo de
regressao linear.

Fonte de Teste Valor
Variagio 5Q GL M F p

Regressédo 185,9106 2  92,95528 37,78909 0,000042
Residuos 22,1386 9  2,45984
Falta de ajuste 16,0486 4  4,01215 3,29405 0,111616
Erro puro 6,0900 5 1,21800

Total 208,0492 11 18,91356

Nota: SQ Soma dos quadrados
GL Graus de liberdade
QM Quadrado médio

Tabela 8 — ANOVA para 0 ajuste dos dados experimentais de TS™ ao modelo de
regressdo linear.

Fonte de Teste Valor
Variacgdo 5Q GL QM F p

Regresséo 764,739 2 382,3694 21,14243 0,000043
Residuos 271,281 15 18,0854

Falta de ajuste 171,101 6 28,5169 2,56191 0,099010
Erro puro 100,180 9 11,1311
Total 1036,020 17 60,9424

Nota: SQ Soma dos quadrados
GL Graus de liberdade
QM Quadrado médio

Os gréficos de contorno para as respostas de TS e TS™ gerados a
partir das equacgBes de regressdo obtidas, ilustram a influéncia da
composic¢do do meio de cultura na producéo de biossurfactantes (Figura
8). Os componentes RSEBAO (X,) e farelo de trigo (X,) exercem efeito
significativo (p < 0,05) sobre ambas as respostas, de acordo com o teste
de significancia dos coeficientes das variaveis consideradas (Tabela 9 e
Tabela 10).
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Figura 8 — Graficos de contorno para as respostas TS (a) e TS™ (b) obtidos a

partir dos modelos de regressao linear.
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Fonte: Autor.
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X, Farelo de trigo
X3 Caroco de azeitonas
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Tabela 9 — Teste de significancia dos coeficientes do modelo linear ajustado aos
dados experimentais de TS.

- Desvio Valor Interv_alo de
Fator Coeficiente Padrio 0 Confianca
-95%  +95%
Constante 36,007 1,638 3,95E-09 32,3007 39,714
X1 -29,137 3,818 3,22E-05 -37,775 -20,501
X, 30,117 4,802 0,00014 19,252 40,982
X3 -0,326 2,031 0,87587  -4,9231  4,2700

Tabela 10 — Teste de significancia dos coeficientes do modelo linear ajustado
aos dados experimentais de TS™.

N Desvio Inter\{alo de
Fator Coeficiente Padrio Valor p Confianca
-95%  +959%
Constante 55,071 43705 2,21E-09 45,755 64,386
Xy -45,101 8,292 6,85E-05 -62,776 -27,426
Xz 41,498 11,152 0,002049 17,727 65,268
X3 1,201 5,346 0,825249 -10,194 12,596

Um aumento na fracdo massica do RSEBAO (X;) na mistura
resulta na diminuicdo da TS dos extratos, o que significa que o
RSEBAO utilizado como fonte de carbono exerce um efeito
significativo positivo na producdo de biossurfactantes. A influéncia da
concentracdo de RSEBAO na producdo de raminolipideos por
Pseudomonas aeruginosa em cultivo submerso foi avaliada por Moya-
Ramirez e colaboradores (2015). Esses autores observaram um aumento
de aproximadamente 21 vezes na produtividade aumentando a
concentracdo do RSEBAO de 2 % para 10 %, corroborando com 0s
resultados encontrados neste trabalho.

A influéncia da fonte de carbono na producao de biossurfactantes
tem sido bastante estudada, sendo relatado que sistemas que contenham
simultaneamente fontes de carbono sollvel e hidrofébico fornecem
melhores rendimentos. Os substratos hidrofilicos sdo utilizados
primeiramente pelo microrganismo para 0 metabolismo celular e para a
sintese da porcédo polar da molécula de biossurfactante, enquanto que o0s
substratos hidrofobicos sdo utilizados exclusivamente para a producéao
da porcdo hidrocarbbnica (FONTES; AMARAL; COELHO, 2008).
Estes resultados reforcam o interesse no aproveitamento de residuos
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agroindustriais contendo carboidratos e lipideos, como o RSEBAO,
como substratos para a producdo de biossurfactantes. Além disso, 0s
resultados encontrados neste trabalho indicam que ndo ha efeito de
inibicdo da producdo de biossurfactantes decorrentes da presenca de
compostos potencialmente toxicos e de dificil assimilacdo metabdlica no
RSEBAO, mesmo em concentragdes mais elevadas.

O componente farelo de trigo (X;) apresenta um efeito negativo
sobre a producdo de biossurfactantes. Um aumento da fragdo massica de
X, na mistura resulta num aumento nos valores de TS dos extratos. O
farelo de trigo é um substrato rico em proteinas (aproximadamente 15 %
em massa), sendo utilizado como fonte principal de nitrogénio, e sua
adicdo no meio de cultura diminui a relagdo C/N do substrato. Desta
forma, pode-se concluir que uma diminuicdo da relacdo C/N decorrente
do aumento da fragdo maéssica do farelo de trigo na composi¢do do
substrato solido, desfavorece a producéo de biossurfactantes. De acordo
com Fontes, Amaral e Coelho (2008), a produgdo de biossurfactante
ocorre principalmente durante a fase de crescimento estacionaria,
indicando que o mecanismo de sintese acontece em condicdes limitantes
de nitrogénio. Quando a limitacdo por nutrientes € iniciada, o
crescimento microbiano diminui a0 mesmo tempo que a fonte de
carbono continua sendo transportada as células, ocorrendo as reacGes de
sintese dos metabolitos secundarios (DECESARO et al., 2013). Desta
forma, o tipo e a concentracdo da fonte de nitrogénio sdo importantes
para a otimizacdo da producdo de biomoléculas. Elevadas razdes C/N,
isto é, niveis baixos da fonte de nitrogénio, limitam o crescimento
microbioldgico, favorecendo o metabolismo celular para a producgdo de
metabdlitos de interesse, como os biossurfactantes. Em contraste, o
excesso de nitrogénio leva & sintese de material celular e limita o
acumulo de produtos (SANTOS et al., 2016b). Embora existam
informacdes sobre o efeito das fontes de nitrogénio e carbono sobre a
producdo de biossurfactantes, a influéncia da relacdo C/N tem sido
pouco investigada (FONSECA et al., 2007).

Os efeitos das concentracBes das fontes de carbono e nitrogénio
no sistema solido na produgdo de biossurfactantes podem ser melhor
compreendidos analisando os valores de TS dos ensaios 1, 3 e 4 e suas
réplicas (ensaios 9, 11 e 12). Aumentando a fracdo massica da fonte de
carbono (X;) de 5 % para 35 % e fixando a fragdo massica da fonte de
nitrogénio (X;) em seu valor minimo (10 %), foi verificada uma
diminuigdo nos valores de TS dos extratos de 39,55 + 2,35 mN.m* para
30,25 + 0,05 mN.m™. Porém, fixando-se a fragdo méssica da fonte de
carbono no seu valor maximo (35 %) e aumentando a fracdo da fonte de
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nitrogénio de 10 % para 30 %, observa-se um aumento nos valores de
TS (43,2 +0,70 mN.m™).

4.1.2 Avaliagdo da producéo de enzimas oxidativas

A producdo de enzimas extracelulares tem sido relacionada a
degradacdo de lignina e outros compostos fendlicos presentes
principalmente no RSEBAO (TSIOULPAS et al., 2002; ERGUL et al.,
2009; NTOUGIAS et al., 2015). No processo de degradacédo da lignina,
lacases (Lac) e peroxidases lignoliticas, como a lignina peroxidase (LiP)
e a manganés peroxidase (MnP) produzidas por varios microrganismos,
promovem a oxidacgéo do polimero, gerando radicais aromaticos que séo
utilizados em diferentes mecanismos que constituem as reagdes de
degradacdo. Como resultado deste processo, estruturas de derivados de
lignina simples sdo produzidas e utilizadas em reacfes metabdlicas
intracelulares (MARTINEZ et al., 2005; ALOUI et al., 2007).

A produgdo de enzimas oxidativas pelo fungo Trametes
versicolor em cultivo em estado sélido foi avaliada concomitantemente
a producdo de biossurfactantes, pela medida da atividade das enzimas
Lac, MnP e LiP. De acordo com os resultados concernentes a producao
de enzimas (Tabela 6), observa-se que a atividade da enzima MnP foi
maior em todos os ensaios, a0 mesmo tempo que ndo foi possivel
detectar atividade enzimatica de LiP. Resultados semelhantes foram
encontrados no estudo da degradacéo de compostos fendlicos presentes
em residuo de azeite de oliva por uma estirpe de Trametes versicolor
(ERGUL et al., 2009). Micronutrientes presentes no RSEBAO, como
manganés e cobre, sdo relatados como indutores da producdo tanto de
MnP como de Lac, enquanto que a producdo de LiP pode ser inibida
pela presenca de fons de Mn®* (JANUSZ et al., 2013). Além disso,
maiores taxas de degradacdo de compostos lignocelul6sicos foram
reportados por fungos que produzem apenas MnP e Lac no processo de
biodegradacdo, em comparacdo a um complexo enzimatico contendo
MnP, Lac e LiP (ROUCHES et al., 2016). Ainda, a determinacdo de
uma atividade menor de Lac pode estar relacionada ao seu potencial
redutor. Lacases possuem um baixo potencial de reducdo o que permite
apenas a oxidacdo direta da fracdo fendlica da molécula da lignina,
representando menos de 10 % do polimero total, enquanto que os ions
de Mn*" produzidos por MnP atuam como um oxidante das porgdes
fenolicas e ndo-fendlicas da lignina (MARTINEZ et al., 2005).

Os dados experimentais de atividade das enzimas Lac e MnP
foram ajustados satisfatoriamente aos modelos de regressdo quadraticos
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(Equacdes 8 e 9), apresentando coeficientes de determinacio (R?) de
0,9549 e 0,8999 respectivamente, indicando concordancia entre 0s
valores experimentais e o0s preditos pelo modelo. A adequacdo ao
modelo foi ainda verificada pela analise de variancia (ANOVA) e teste
de falta de ajuste (lack of fit), apresentados nas Tabela 11 e Tabela 12.

Lac = —20,8584X, — 37,7059X, + 19,2787X,
+ 163,1087X,X, + 38,5719X, X, ®)
+19,9118X,X,

MnP = ~112,008X, + 14,658X, + 102,399X; + 809,087X,X;, o
+203,552X, X, + 51,993X, X,

Tabela 11 — ANOVA para o ajuste dos dados experimentais de atividade de Lac
ao modelo de regressdo quadrético.

Fonte de
Variagio SQ GL QM Teste F  Valor p

Regressdo 275,7922 5 55,15844 33,88542 0,000035
Residuos 13,0223 8 1,62779
Falta de ajuste  8,1835 3 272782 2,81864 0,146751
Erro puro 4,8389 5 0,96778

Total 288,8145 13 22,21650

Nota: SQ Soma dos quadrados
GL Graus de liberdade
QM Quadrado médio

Tabela 12 — ANOVA para o ajuste dos dados experimentais de atividade de
MnP ao modelo de regresséo quadrético.

Fonte de
Variacio SQ GL QM Teste F Valor p

Regressao 8833,172 5 1766,634 14,37805 0,000801
Residuos 982,962 8 122,870
Falta de ajuste 646,698 3 215566  3,20530 0,121076
Erro puro 336,264 5 67,253

Total 9816,134 13 755,087

Nota: SQ Soma dos quadrados
GL Graus de liberdade
QM Quadrado médio
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A influéncia da composicao do substrato sélido na expresséo das
enzimas Lac e MnP pode ser verificada pela analise dos graficos de
contorno (Figura 9Erro! Fonte de referéncia nao encontrada.),
gerados a partir das equacGes de regressdo obtidas, e pelos testes de
significancia dos coeficientes dos fatores considerados no delineamento
experimental, apresentados nas Tabela 13 e Tabela 14.

Figura 9 — Graficos de contorno para as respostas de atividade enzimatica de
Lac (a) e MnP (b) obtidos a partir dos modelos de regressao quadratico.

(a) Lac X3

1,00 ] 5 ,
0,00 0,25 0,50 0,75 1,00 o
X1 X2
(b) MnP Xs

I 150

Il 100

. = ‘ . 0,00 I 50
0,00 0,25 0,50 0,75 100 g

Fonte: Autor.
Nota: X; RSEBAO
X, Farelo de trigo
X3 Carogo de azeitonas



84

Sabe-se que a composicdo do meio e as condi¢Bes de cultura
influenciam a producdo de enzimas ligninoliticas que sdo produzidas
principalmente durante o metabolismo secundario. A atividade
enzimatica depende, principalmente, das fontes de carbono e nitrogénio
e de suas concentracdes relativas. De acordo com os resultados obtidos,
pode-se concluir que a producdo das enzimas lacase e manganés
peroxidase é afetada pela composicdo do meio e dos efeitos de interagéo
dos componentes do substrato.

Tabela 13 — Teste de significAncia dos coeficientes do modelo quadratico
ajustado aos dados experimentais de atividade de Lac.

Intervalo de
Confianga
-95 % +95 %

Desvio Valor

Fator Coeficiente Padrio 0

X1 -20,8584  4,16531 0,001043 -30,4636 -11,2532
Xz -37,7059  12,10245 0,014325 -65,6142 -9,7976
X3 19,2787 1,13344 0,000000 16,6650 21,8924
XX, 163,1087  20,24972 0,000042 116,4127 209,8046
X1X3 38,5719 8,42186 0,001802 19,1510 57,9927
XoX3 79,9118  18,94919 0,002927 36,2149 123,6087

Tabela 14 — Teste de significAncia dos coeficientes do modelo quadratico
ajustado aos dados experimentais de atividade de MnP.

Intervalo de
Valor p Confianca
-95%  +95%

Desvio

Fator Coeficiente Padro

X1 -112,008 36,1886 0,014775 -195459 -28,557
Xz 14,658 105,1471 0,892577 -227,812 257,127
X3 102,399 9,8474 0,000006 79,691 125,107
X1 X2 809,087 1759312 0,001758 403,389 1214,785
X1X3 203,552 73,1698 0,023854 34,822 372,282
XoXs3 51,993 164,6321 0,760228 -327,650 431,635

O RSEBAO apresentou um efeito principal negativo sobre as
respostas, ou seja, em sistemas com um maior percentual da fonte de
carbono, observa-se uma menor atividade enzimatica de Lac e MnP.
Entretanto, conjecturava-se sobre a influéncia positiva da concentracdo
do RSEBAO sobre a expressdo de enzimas, como consequéncia do
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aumento na concentracdo de compostos presentes no residuo que podem
ser indutores a producdo destas enzimas. A influéncia negativa da fonte
de carbono na producdo enzimatica pode ser atribuida a efeitos de
inibicdo devido ao aumento da concentragdo de determinados
componentes do residuo no sistema. Num estudo da producdo de
enzimas pelo fungo Trichoderma harzianum, utilizando bagago de cana
de actcar como fonte de carbono, foi constatado que elevadas
concentracBes de residuo resultaram em menores valores de atividade
enzimatica. Este fendmeno foi atribuido ao efeito de repressdo
catabolica induzida por elevadas concentracdes de fonte de carbono
(GELAIN; DA CRUZ PRADELLA; DA COSTA, 2015).

O efeito principal da fonte de nitrogénio somente foi significativo
na expressdo de Lac, sendo este um efeito negativo. Janusz e
colaboradores (2013) relataram que para as espécies Pleurotus ostreatus
e Trametes trogii, elevadas quantidades de Lac e MnP séo produzidas na
presenca de altas concentracdes de nitrogénio. Porém, conforme
mencionado anteriormente, 0 excesso de nitrogénio desfavorece a
producdo de metabdlitos como resultado do deslocamento do
metabolismo para a sintese de material celular. Stajic e colaboradores
(2006) estudaram a producdo de enzimas por Pleurotus ssp. e
observaram diminuicdo de aproximadamente 72 % nos niveis de
atividade enzimética de Lac com o aumento da concentracdo de
nitrogénio.

Analisando o efeito de interagdo dos componentes X; e Xp, que
corresponde as fragcbes massicas das fontes de carbono e nitrogénio,
respectivamente, verifica-se um efeito de interacdo positivo e
significativo (p < 0,05). A interacdo entre os fatores corresponde a
diferenca de comportamento de uma variavel nos diferentes niveis do
outro fator com respeito a resposta de interesse. O efeito sinérgico pode
ser melhor entendido mediante andlise dos valores de atividade
enzimatica minimo e maximo obtidos. Os menores valores de atividade
enzimética de Lac (3,15 + 0,23 U.L™) e MnP (15,52 + 0,54 U.L™") foram
observadas no cultivo em meio soélido composto de 35% de RSEBAO e
10% de farelo de trigo. Aumentando a fragcdo massica do farelo de trigo
de 10 % para 30 % e mantendo fixa a fragdo méassica do RSEBAO em
35 %, obtiveram-se os maiores valores de atividade enzimatica de MnP
(136,01 + 3,31 U.L™), a0 mesmo tempo que foi observado um aumento
de aproximadamente 4 vezes nos valores de atividade enzimética de Lac
(12,02 +0,32 U.L™).

Uma vez que a expressdo destas enzimas estd associada ao
tratamento biolégico de residuos contendo compostos aromaticos



86

recalcitrantes, incluindo os compostos fendlicos monoméricos e
poliméricos, foi determinado o percentual de reducdo dos compostos
fendlicos totais (FT) nos extratos obtidos em cada ensaio. Percentuais de
reducdo dos compostos FT na faixa de 30 % a 70 % foram observados
(Tabela 15), sendo que estes resultados ndo sdo significativamente
afetados pela composigdo do meio de cultura.

Tabela 15 — Percentuais de redugdo dos compostos fendlicos totais (FT)
presentes no substrato sélido.

Ensaio X; X5 X3 Red. FT (%)

0,05 0,10 0,85 49,57 +2,37°2
0,05 0,30 0,65 36,005,022
0,35 0,10 0,55 49,83 +3,65°
0,35 0,30 0,35 37,09+2,18%"
0,05 0,20 0,75 51,02+1,18°
0,35 0,20 045 39,73+2,81%
0,20 0,10 0,70 78,59+0,95°¢
0,20 0,30 050 32,64+1,81°"
0,20 0,20 0,60 67,60+4,10°

© 0o N o O B W N

Relacionando estes resultados com os dados de atividade
enzimatica obtidos (Figura 10) verifica-se que ndo ha correlacdo entre a
reducdo no teor dos compostos FT e a expressdo das enzimas fenol
oxidativas. Ainda, observa-se que nas condi¢cbes onde foram
encontrados os menores valores de atividade enzimatica de Lac e MnP
(ensaio 3), houve um percentual de redugdo dos compostos FT de
aproximadamente 50 %.
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Figura 10 — Correlagdo entre o percentual de reducdo dos compostos FT e a
atividade enzimatica de Lac e MnP.
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Fonte: Autor.

Os percentuais de redugdo encontrados nos sistemas que
apresentaram baixa atividade enzimatica podem ser justificados devido a
caracteristica antioxidante dos compostos fendlicos presentes no
RSEBAO. Varios sdo 0s mecanismos que 0s tornam susceptiveis a
degradacdo, podendo ser influenciados pela presenca de luz, calor e ions
metalicos (LAFKA et al., 2011).

4.1.3 Anadlise da producdo concomitante de biossurfactantes e
enzimas oxidativas

Como forma de avaliar se a expressdo de enzimas oxidativas e a
capacidade de producdo de biossurfactantes por Trametes versicolor em
cultivo em estado sélido estdo relacionadas, os dados de atividade
enzimética e TS foram correlacionados. Da andlise da Figura 11
conclui-se que ndo ha correlacdo entre a atividade enzimética e a
redugdo da tensdo superficial devido a produgdo de biossurfactantes,
embora ocorra simultaneamente a producdo de ambos metabdlitos.
Entretanto, observa-se que existe uma condicdo experimental onde
foram obtidos os menores valores tanto de TS, como de atividade
enzimatica. Este resultado sugere que nestas condigdes houve maior
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producdo de biossurfactante e menor expressdo de enzimas oxidativas.
De acordo com Mougin, Kollmann e Jolivalt (2002) a presenca de
tensoativos é mencionada como repressora da producao de enzimas por
varias espécies flngicas, o que pode justificar este resultado em
especifico.

Martins, Kalil e Costa (2008) avaliaram a coproducdo de
biossurfactantes e lipases em cultivo em estado so6lido pelos fungos
Aspergillus fumigatus e Phialemonium ssp. Ao relacionar os dados da
producdo de biossurfactante com os de atividade lipolitica, estes autores
concluiram que a producdo de lipase ndo interferiu na producdo do
biossurfactante.

Velioglu e Urek (2014) relataram a sintese simultanea de enzimas
ligninoliticas e biossurfactante pelo fungo Pleurotus spp. em cultivo em
estado sdlido. De acordo com estes autores, a coproducdo pode estar
associada a necessidade do microrganismo em metabolizar compostos
organicos e insollveis em agua. Uma vez que o RSEBAO apresenta teor
de azeite residual, a produgdo de biossurfactantes pode ser induzida
como mecanismo para auxiliar biodisponibilidade de porcoes
hidrofdbicas, enquanto que as enzimas oxidativas permitem a
biodegradacdo, principalmente, do material lignocelulésico, fornecendo
assim carbono assimilavel pelo metabolismo do microrganismo.

Figura 11 — Correlagdo entre os dados de TS dos extratos e de atividade
enzimatica de Lac e MnP.
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4.1.4 Cinética da producéo de biossurfactantes

De acordo com os objetivos deste trabalho, e a partir da analise
estatistica dos dados referentes a producdo de biossurfactantes, foi
obtida a composi¢do do substrato sélido que favorece a producéo de
metabdlitos com atividade de superficie: 35 % de RSEBAO, 10 % de
farelo de trigo e 55 % de caroco de azeitonas. Nestas condi¢des, um
estudo cinético da producdo de biossurfactantes durante 28 dias de
cultivo foi realizado. A evolucdo do crescimento do fungo sobre o
substrato s6lido ao longo do tempo pode ser visualizada na Figura 12.
N&o foram observadas variac@es significativas, a um nivel de 95 % de
confianca, nos valores de pH (5,08 + 0,17) e umidade (49,37 + 0,17%)
do substrato ao longo dos 28 dias de cultivo. O controle destes
pardmetros é importante em sistemas solidos, onde niveis elevados de
umidade causam diminuicdo na porosidade do meio, reduzindo assim a
aeracdo e o controle de temperatura (MARTINS; KALIL; COSTA,
2008).

Figura 12 — Evolugdo do crescimento do fungo Trametes versicolor sobre o
substrato sélido composto por 35 % de RSEBAO, 10 % de farelo de trigo e 55
% de carogo de azeitonas, nos tempos 7 (A), 14 (B), 21 (C) e 28 (D) dias de

Fonte: Autor.

A Figura 13 apresenta a evolucéo das medidas de TS e TS™ dos
extratos ao longo dos 28 dias de cultivo. Como pode-se observar, hd um
pequeno decréscimo nos valores de TS decorridos sete dias de cultivo,
seguido de uma diminuigdo progressiva até o 14° dia, atingindo um
valor minimo de 31,5 + 0,8 mN.m™. A partir deste ponto, a TS dos
extratos permanece praticamente constante, sendo este um indicativo de
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gue a concentracdo micelar critica (CMC) do biossurfactante foi
atingida. Como forma de melhor avaliar a cinética da produgdo de
biossurfactantes foram determinados os valores de TS™, que
correspondem a tensdo superficial das amostras diluidas em &gua
ultrapura, utilizando um fator de diluicdo 10. A diluicdo das amostras
tem por objetivo alterar a concentragdo do biossurfactante no extrato
para que se atinja valores inferiores a sua CMC. Desta forma, pode-se
constatar variagdes nas medidas de tensdo superficial.

Da analise destes dados, observa-se igualmente um decréscimo
nos valores de tensdo superficial a partir do 7° dia de cultivo, atingindo
seu valor minimo em 14 dias. Porém, houve um aumento nos valores de
TS™ a partir do 14°, 0 que pode ser resultado de alguma reagdo de
degradacdo do biossurfactante ou seu consumo pelo microrganismo.
Resultados semelhantes foram relatados por Maass e colaboradores
(2015) no estudo da cinética de producdo de surfactina por Bacillus
subtilis em sistema submerso. Além disso, em condi¢des de crescimento
estatico, como as empregadas neste trabalho, a disponibilidade de
nutrientes € um fator critico que pode resultar em um esgotamento
nutricional local. Por consequéncia, a falta pontual de nutrientes pode
resultar no consumo dos produtos do cultivo pelo microrganismo
(CASTRO et al., 2013; ROELANTS et al., 2014). Desta forma, conclui-
se que um tempo de cultivo de 14 dias é o indicado para se obter uma
maior produtividade.
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Figura 13 — Evolugdo da medida da tensdo superficial (TS) dos extratos e de
suas diluicdes (TS™) durante 28 dias de cultivo T. versicolor sobre o substrato
s6lido composto por 35 % de RSEBAO, 10 % de farelo de trigo e 55 % de
carogo de azeitonas.

70 -

1 ——TS -o- TS
65

Lo .
60 - ™\

N\

b \

55 \
AY
\
50 fF_ . . I
— . - i

TS (mN.m™)

45 T \ -
4 \ \ P
N ~
40 \ ‘L—’
35 4
4 c %

30

25 4, . r . r , , . r

Tempo (dias)

Fonte: Autor.
4.1.4 Extracao e caracterizagdo do biossurfactante

Conforme esperado, diferentes quantidades de biossurfactante
bruto foram obtidas de acordo com a técnica de extracdo utilizada.
Utilizando a metodologia de precipitacdo &cida foram obtidos 373,6 +
19,4 mg de biossurfactante bruto por 100 g de substrato. Ao obter o
produto por extragdo com solventes organicos, um rendimento de 125,0
+ 10,0 mg de biossurfactante bruto por 100 g de substrato foi obtido.
Estas variacdes podem ser atribuidas a falta de especificidade do método
de precipitagdo &cida, uma vez que esta técnica ndo s6 promove a
extracdo do biossurfactante, como também induz a desnaturacdo de
proteinas presentes no sistema. A desnaturacdo acida induzida diminui,
em Ultima andlise, a solubilidade destes compostos, resultando na sua
precipitacdo (ZHANG et al., 2014). Além disso, outros compostos
presentes no sistema podem ser precipitados pela diminui¢do do pH dos
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extratos. Desta forma, o grau de pureza do produto obtido por este
método deve ser inferior a do biossurfactante obtido por extragdo com
solventes.

Até onde se tem conhecimento, este é o primeiro estudo sobre a
avaliaco da produgdo de biossurfactantes por Trametes versicolor, e
por consequéncia, ndo se conhece a estrutura do biossurfactante obtido.

Como forma de se obter uma caracterizagdo inicial do produto, a
composicdo quimica do biossurfactante produzido pelo fungo foi
determinada por meio da quantificacdo do contetdo de lipideos,
proteinas e carboidratos (Tabela 16). A analise destes dados permite
classificar o biossurfactante produzido por T. versicolor, sendo este
pertencente a classe dos lipopeptideos. Ainda, observa-se que o produto
obtido por precipitacdo acida apresenta em sua composicdo o dobro do
contedo de proteinas comparado aquele obtido por extragdo com
solventes. Este resultado corrobora com a hipétese da desnaturacéo
acida das proteinas presentes no substrato, conforme mencionado
anteriormente.  Geralmente, lipopeptideos sdo produzidos por
microrganismos aerobios, podendo ser obtidos a partir de substratos
hidrofébicos como hidrocarbonetos e dleos vegetais. Além disso, a
presenca de cations divalentes (Mn?* e Fe?*) auxiliam na sintese destes
compostos (INES; DHOUHA, 2015b).

Tabela 16 — Caracterizagdo quimica do biossurfactante obtido por precipitagéo
acida e extragdo com solventes.

Precipitacdo  Extracédo com
4cida solventes

Lipideos (ug.mg™) 678,77 £29,38 831,75 + 45,02
Proteinas (ng.mg™) 283,99 £3,77 138,26 + 19,35
Carboidratos (ug.mg™) ND ND

Nota: ND Resultado abaixo do limite de deteccéo.

Vérios géneros como Aspergillus, Bacillus e Pseudomonas sao
conhecidos como produtores de lipopeptideos. Estas moléculas séo
caracterizadas por um oligopeptideo pequeno, linear ou circular,
acoplado a um &cido graxo. Os oligopeptideos podem variar tanto no
nimero quanto nos tipos de aminoacidos. Surfactina é o lipopeptideo
mais conhecido, biossintetizado por Bacillus subtilis. Os lipopeptideos
atraem interesse significativo devido ao seu potencial como agentes
antimicrobianos (GEYS; SOETAERT; VAN BOGAERT, 2014).

Os resultados dos testes de caracteristica ibnica (Figura 14)
indicam claramente que o biossurfactante produzido possui carater
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anfdtero, ou seja, apresenta comportamento catiénico e anidnico quando
em solucdo aquosa, podendo ser classificado como zwitteribnico.
Surfactina, um dos lipopeptideos mais estudados, também possui esta
caracteristica ibnica. De modo geral, surfactantes anfotéricos possuem
baixa toxicidade, estabilidade e apresentam propriedades antibacterianas
(GEYS; SOETAERT; VAN BOGAERT, 2014).

Figura 14 — Visualizagcdo da formacdo de halo positivo contra os padrbes
catidnico (a) e anibnico (b) no ensaio de determinagdo da caracteristica i6nica
do biossurfactante.

Fonte: Autor. ]

A concentracdo micelar critica (CMC) do biossurfactante obtido
por precipitacdo acida e por extracdo com solventes foi determinada,
pela medida da TS da solugdo aquosa do biossurfactante em diferentes
concentracGes a 25 °C e pH 7,0. A variacdo da TS em fungdo do
logaritmo da concentracdo do biossurfactante é apresentado na Figura
15. De acordo com estes resultados, foram obtidos valores de CMC
iguais a 2,10 + 0,16 g.L™ para o produto obtido por precipitagdo 4cida e
1,98 + 02g.L™" para o biossurfactante obtido por extragdo com
solventes. Embora os valores determinados sejam estatisticamente iguais
a 95 % de significAncia, foram observados valores de TS da solucdo do
biossurfactante na CMC diferentes. Na CMC, a tensdo superficial da
solucdo do biossurfactante extraido via precipitacdo &cida e extracdo
com solvente ¢ igual a 34,5 + 0,3 mN.m” e 26,4 + 0,2 mN.m™,
respectivamente.

Estudos apontam que para biossurfactantes sdo encontrados
valores de CMC tipicos na faixa de 5 mg.L™ a 386 mg.L™* (ABBASI et
al., 2012), sendo estas concentragdes muito menores daquelas
determinadas neste trabalho. Entretanto, deve-se considerar a néo
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especificidade das técnicas de extracdo empregadas e que nenhuma
técnica de purificacdo foi utilizada. Desta forma, os valores de CMC
determinados neste trabalho sdo referentes aos extratos brutos do
biossurfactante.

Figura 15 — Variagdo da TS versus o logaritmo da concentracdo do
biossurfactante produzido por Trametes versicolor extraido por precipitacdo
acida (a) e extracdo com solventes (b).
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A estabilidade do biossurfactante foi avaliada pela variagdo da
tensdo superficial de solugBes de biossurfactante com concentraces

iguais a sua CMC, incubadas em diferentes condicGes de temperatura e

pH (Figura 16).

Figura 16 — Efeito da temperatura (@) e do pH (b) na estabilidade do

biossurfactante produzido por Trametes versicolor em cultivo em estado sélido.
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Diferencas significativas foram observadas nos valores de TS das
amostras incubadas nas temperaturas de 25 °C, 45 °C e 65 °C. Porém,
esta variacdo corresponde a um incremento nos valores de tensdo
superficial de aproximadamente 5 mN.m™, em comparacdo ao tempo
inicial, indicando estabilidade térmica satisfatoria na faixa de
temperatura avaliada.

Em relacdo ao efeito do pH na estabilidade do biossurfactante,
verificou-se igualmente um aumento nos valores de TS na ordem de 5
mN.m™ para as solugdes com pH na faixa de 5 a 9, sendo obtido os
menores valores de TS em pH 7,0, em concordancia com resultados
reportados na literatura para lipopeptideos (MAASS et al., 2015;
BALAN; KUMAR; JAYALAKSHMI, 2016). Ainda, foi verificada a
diminuigdo da solubilidade do biossurfactante em pH 3 e 11, resultando
na formac&o de precipitados.

Na avaliacéo da atividade antibacteriana do biossurfactante contra
as bactérias gram-positiva Staphylococcus epidermidis e gram-negativa
Escherichia coli, foi determinada a concentragdo inibitéria minima
(CIM), utilizando a técnica de micro diluicdo em caldo. A atividade
antibacteriana de uma amostra controle foi determinada a fim de se
verificar uma possivel atividade biol6gica dos componentes do substrato
contra 0s microrganismos selecionados. De acordo com o0s dados
apresentados na Tabela 17 e dos critérios estabelecidos por Machado e
colaboradores  (2005), verifica-se uma atividade antibacteriana
moderada do biossurfactante contra E. coli. Ao mesmo tempo, observa-
se uma atividade fraca contra E. coli da amostra controle, indicando que
alguns componentes do substrato, compostos pelo RSEBAO e pelo
farelo de trigo, possuem atividade antibacteriana.

N&o foram detectadas atividade antibacteriana contra S.
epidermidis das amostras controle e de biossurfactante. Lipopeptideos,
como a surfactina, formam a classe mais amplamente divulgada de
biossurfactantes com agdo antimicrobiana. Além da surfactina, outros
lipopeptideos como a fengicina, bacillomicina e mycosubtilina
produzidos por B. subtilis sdo bastante conhecidos. Lichenisina e
pumilacidina, produzida por Bacillus licheniformis e Bacillus pumilus,
respectivamente, também séo lipopeptideos com agdo antimicrobiana.
Rhamnolipideos produzidos por Pseudomonas aeruginosa e
soforolipideos produzidos por Candida bombicola também tém sido
relatados por apresentar atividade contra bactérias gram-positivas (DAS;
MUKHERJEE; SEN, 2008; INES; DHOUHA, 2015b).
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Tabela 17 — Dados de concentragdo inibitéria minima (CIM) em pg.mL™ do
biossurfactante produzido por T. versicolor, da amostra controle e do padrdo
positivo contra as bactérias selecionadas.

Amostra Escherichia coli  Staphylococcus epidermidis
Controle 1000 > 1000
Biossurfactante 500 > 1000
Padréo positivo~ 2,5 2,5

~ Gentamicina

4.2 PRODUCAO DE BIOSSURFACTANTES POR UM FUNGO
ISOLADO DE UM RESIDUO DE REFINARIA DE PETROLEO
UTILIZANDO SUBSTRATOS HIDROFOBICOS COMO FONTE DE
CARBONO

Sabe-se que a producgdo de biossurfactantes pode ser espontanea
ou induzida pela presenga de compostos lipofilicos e variagbes das
condicdes de cultivo, ou quando o crescimento microbiano é mantido
sob condigdes de estresse (SANTOS et al., 2016b). Desta forma, o
potencial de producéo de biossurfactantes por um fungo isolado de um
residuo de refinaria de petréleo foi avaliado em sistema submerso,
suplementado com hidrocarbonetos hidrofébicos como fonte de
carbono. Um ensaio controle utilizando glicose como fonte de carbono
foi conduzido com o objetivo de verificar se a produgdo de
biossurfactantes pelo fungo é associada a presenca de substratos
hidrofdbicos no sistema. A producdo de biossurfactantes foi avaliada
pela medida da tensdo superficial (TS) do meio livre de células a cada 7
dias, durante 21 dias de cultivo (Tabela 18).

Tabela 18 — Dados experimentais de tensdo superficial (TS) do meio de cultivo
suplementados com diferentes fontes de carbono.

Tempo 0 dias 7 dias 14 dias 21 dias
Fonte de C TS (MN.m™)

Glicose 63,4 + 64,8 + 61,2 + 62,7
0,4° 4,2 2,4° 0,9

Oleo de soia 64,8 + 329+ 40,7 £ 47,2
J 1,2° 1,9 1,7° 2,00

Oleo lubrificante de 62,3+ 64,2 + 57,9 + 55,7 +
motor 0,8 2,7° 0,2° 1,1°

Oleo diesel 62,1+ 312+ 39,3+ 419 +
0,7° 1,5° 3,1° 2,4°
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De acordo com os resultados obtidos, observa-se que nos ensaios
contendo 6leo de soja e 6leo diesel como fonte de carbono foi observada
a producdo de metabdlitos com atividade de superficie. Ainda, conclui-
se que o fungo isolado é promissor para a producdo de biossurfactantes,
uma vez que foram determinados valores de TS inferiores a 35 mN.m™.
Estes resultados indicam que o cultivo do fungo nestas fontes de
carbono induz a producéo de biossurfactantes, uma vez que 0 acesso aos
substratos hidrofébicos, como dleo de soja e 6leo diesel, € aumentado
pela reducéo da tensdo superficial do meio e da tensdo interfacial entre a
parede da célula e a fonte de carbono (APARNA; SRINIKETHAN;
SMITHA, 2012).

A producdo de biossurfactantes por diferentes microrganismos
utilizando 6leos vegetais como fonte de carbono tem sido amplamente
investigada (GEYS; SOETAERT; VAN BOGAERT, 2014). A
utilizacéo do 6leo de soja como indutor da produgdo de compostos com
atividade de superficie é atribuida a presenca de acidos graxos, cuja
molécula contém de 8 a 20 atomos de carbono, que sdo utilizados como
substrato para a sintese, por exemplo, da fracdo lipidica de
biossurfactantes, via B-oxidacdo (DECESARO et al., 2013). Entretanto,
a utilizacdo de Oleos comestiveis como precursores de sintese de
biomoléculas est& cedendo espaco para a utilizagdo dos subprodutos e
residuos decorrentes dos processos de extragdo de dleos vegetais
(SLIVINSKI et al., 2012; CHAKRABORTY et al., 2015; LI et al.,
2016; RADZUAN; BANAT; WINTERBURN, 2017). A utilizacdo de
residuos agroindustriais diminui os custos de producdo e tem sido
considerada importante estratégia para a producdo viavel de
biossurfactantes em maiores escalas (SANTOS et al., 2016b).

Estudos de biodegradacdo de hidrocarbonetos derivados de
petroleo tem explorado a capacidade de diferentes microrganismos em
crescer nestes substratos, onde a eficiéncia do processo estd em muitos
casos associada a producdo de metabdlitos, como enzimas e
biossurfactantes  (SOUZA; VESSONI-PENNA; DE SOUZA
OLIVEIRA, 2014). A questdo mais importante é selecionar o0s
microrganismos apropriados, que devem ser capazes de usar 0S
hidrocarbonetos como fonte de carbono e energia, uma vez que estes
compostos estdo pouco acessiveis as células microbianas (PACWA-
PLOCINICZAK et al., 2016). Para superar este obstaculo e aumentar a
biodisponibilidade dos hidrocarbonetos, propfe-se a utilizagdo de
microrganismos produtores de biossurfactantes nos processos de
biodegradacdo, onde a sintese de biossurfactantes é decorrente da
conversdo dos hidrocarbonetos lineares em alcoois, aldeidos e acidos
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graxos, que posteriormente sdo metabolizados (DECESARO et al.,
2013).

O fungo avaliado neste trabalho apresenta potencial uso em
processos de biorremediacdo de derivados de petréleo, uma vez que foi
verificada a capacidade de producdo de biossurfactantes em sistemas
contendo hidrocarbonetos como fonte de carbono. Apesar de serem
conhecidos os mecanismos envolvidos no processo de biodegradacédo de
substratos  hidrofdbicos por  microrganismos  produtores  de
biossurfactantes, ha poucos avangos na investigacao de fungos com esta
finalidade. Desta forma, evidencia-se a importancia da avaliacdo dos
pardmetros envolvidos de forma a viabilizar estratégias para a utilizacdo
de fungos em processos de biorremediacao.

4.2.1 Influéncia das condi¢Bes ambientais no crescimento do fungo,
no processo de biodegradagéo e na producdo de biossurfactantes

A biodegradacdo é definida como uma reacdo de oxidacdo ou
reducdo catalisada biologicamente, que envolve compostos quimicos
complexos, relacionada com o crescimento e 0 metabolismo microbiano.
Como resultado, poluentes orgénicos sdo degradados e utilizados como
fonte de carbono e energia. Além disso, as taxas de biodegradacdo dos
poluentes organicos sao influenciadas por diferentes fatores: (a)
caracteristicas dos poluentes e sua biodisponibilidade; (b) vias
metabdlicas do microrganismo utilizado; (c) condi¢cdes ambientais como
pH, temperatura, disponibilidade de oxigénio e necessidades
nutricionais (VARJANI, 2017).

Entre os fatores externos, a temperatura exerce grande influéncia
na taxa dos processos biotecnoldgicos, afetando aspectos morfol6gicos
dos microrganismos e a disponibilidade nutricional. Ao mesmo tempo, o
pH do substrato afeta a disponibilidade de ions metalicos, a
permeabilidade da membrana celular, o pH interno do micélio e as
atividades enzimaticas. Em geral, os fungos sdo microrganismos
mesofilos, crescem a uma temperatura 6tima entre 25 °C e 40 °C, e séo
capazes de se multiplicar dentro de uma ampla faixa de pH (ROUCHES
etal., 2016).

Diante do exposto e do indicativo da capacidade do fungo isolado
em produzir biossurfactantes, a influéncia dos fatores ambientais
(temperatura e pH) e da concentragdo de substrato no processo de
biodegradacdo de 6leo diesel em sistema submerso foi investigada. A
matriz experimental e as respostas em termos do crescimento celular
(X), da eficiéncia de remocdo de 6leo diesel (1) e da tens@o superficial
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(TS) para todas as condi¢des experimentais, incluindo repeti¢fes, séo
apresentados na Tabela 19.

Tabela 19 — Matriz experimental e resultados referentes ao crescimento celular
(X), remogao de oleo diesel (n) e producdo de biossurfactantes (TS) no processo
de biodegradacdo do 6leo diesel pelo fungo isolado.

Ensaio T (°C) S(g.L™) pH X (g.L™") n (%) TS (MmN.m%)

1 37 100 7,0 160 24,02 47,8

2 37 30 70 084 2944 49,9
3 32 65 50 214 5916 36,2
4 37 100 30 021 0,00 62,5
5 32 65 50 217 5237 38,8
6 37 100 30 019 0,00 60,9
7 27 100 7,0 236 77,54 32,6
8 27 100 30 231 5859 42,7
9 37 30 30 024 1249 57,0
10 37 100 70 1,75 5098 46,1
11 32 65 50 1,78 56,48 38,7
12 27 30 70 102 7249 35,3
13 27 30 30 220 6021 41,8
14 27 100 70 312 79,07 31,2
15 32 65 50 251 5747 37,1
16 27 100 30 4,06 56,06 44,0
17 32 65 50 1,99 5783 40,2
18 37 30 70 065 2888 53,8
19 27 30 70 151 81,70 34,1
20 27 30 30 201 5032 39,0
21 37 30 30 020 10,12 58,0
22 32 65 50 1,91 60,19 39,6

Numa primeira andlise, pode-se constatar que foram obtidos
percentuais de biodegradacdo de dleo diesel em até 80 %, evidenciando
a capacidade do fungo selecionado em se adaptar a substratos
hidrofébicos. Além disso, nos ensaios onde foram observados os
maiores percentuais de remocéo de 6leo diesel (experimentos 7, 12, 14 e
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19) foram obtidos os menores valores de TS, sendo este indicativo da
producdo de biossurfactantes nestas condi¢des. Ao mesmo tempo, nao
foi observado consumo da fonte de carbono nos ensaios 4 e 6,
resultando num baixo crescimento celular (0,20 +0,01g.L"") em
comparacgao com as demais condi¢cdes experimentais. Ainda, a producao
de biossurfactante ndo foi expressiva nos ensaios onde houve pouco
consumo de 6leo diesel pelo fungo, comprovada pelos valores de TS
obtidos. Todos estes resultados corroboram com os mecanismos de
biodegradacdo de substratos hidrofébicos por microrganismos
produtores de biossurfactantes propostos na literatura (KACZOREK;
URBANOWICZ; OLSZANOWSKI, 2010; PACWA-PLOCINICZAK et
al., 2016).

Da andlise do planejamento experimental proposto foram obtidos
modelos de regressdo quadraticos que predizem o comportamento do
crescimento celular (Equacdo 10), da eficiéncia de remocgdo de Gleo
diesel (Equagdo 11) e da producdo de biossurfactantes avaliada em
termos dos valores de tensdo superficial (Equacdo 12), em relagdo a
temperatura (Xy), concentracdo de 6leo diesel (X,) e pH do meio (X3). A
adequacdo dos modelos aos dados experimentais foi confirmada por
andlise de variancia (ANOVA) e teste de falta de ajuste (lack of fit)
(Tabelas 20, 21 e 22). Ainda, os modelos apresentaram valores de
coeficiente de determinacdo (R?) de 0,8877 (Equagdo 10), 0,9795
(Equacdo 11) e 0,9824 (Equacdo 12).

X (g.L™1) = 10,5634 — 0,2905X, + 0,3804X, — 1,4266X5
—0,0118X, X, + 0,0411X,X; — 0,02401X,X;

n (%) = 127,1970 — 3,3564X, + 6,1051X, + 9,1408X
—0,2052X, X, — 0,1245X, X5 — 0,0660X,X5

TS (mN.m™1) = —12,5954 + 1,9398X, + 1,5005X,
+0,6768X5 — 0,0061X, X, — 0,0406X, X5 (12)
— 0,2652X,X5

(10)

(11)
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Tabela 20 — ANOVA para o ajuste dos dados experimentais de X (g.L™) ao
modelo de regressdo quadratico.

Fator SQ GL oM Teste F  Valor p

X1 10,41837 1 10,41837 58,89619 0,000004
X 3,00416 1  3,00416 16,98282 0,001205
X3 0,12906 1  0,12906 0,72959 0,408480
X1X5 067774 1 067774 3,83134 0,072124
X1 X3 2,70520 1  2,70520 15,29281 0,001790
XoX3 0,44991 1  0,44991 2,54337 0,134772
Falta de ajuste  0,07467 1  0,07467 0,42209 0,527208
Erro puro 2,29962 13 0,17689

Total 21,15119 21

Nota: SQ Soma dos quadrados
GL Graus de liberdade
QM Quadrado médio

Tabela 21 — ANOVA para 0 ajuste dos dados experimentais de # (%) ao modelo
de regressao quadratico.

Fator SQ GL QM Teste F Valor p

X1 11290,10 1  11290,10 491,6879 0,000000
X2 123,16 1 123,16 5,3637  0,037530
X3 143147 1 143147 62,3409 0,000003
X1Xo 206,42 1 206,42 8,9895  0,010273
X1 X3 24,78 1 24,78 1,0793  0,317801
XoX3 341 1 3,41 0,1487  0,706046
Falta de ajuste 1,01 1 1,01 0,0438 0,837526
Erro puro 298,50 13 22,96

Total 14613,07 21

Nota: SQ Soma dos quadrados
GL Graus de liberdade
QM Quadrado médio
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Tabela 22 — ANOVA para o ajuste dos dados experimentais de TS (mN.m™) ao
modelo de regressdo quadratico.

Fator SQ GL oM Teste F Valor p

X1 1144131 1 1144,131 517,3760 0,000000
X 0,076 1 0,076 0,0342 0,856141
X3 352,501 1 352,501 159,4008 0,000000
XX, 0,181 1 0,181 0,0817  0,779538
X1X3 2,641 1 2,641 1,1941  0,294343
XoX3 55,131 1 55,131 24,9301 0,000246
Falta de ajuste 2,806 1 2,806 1,2687  0,280373
Erro puro 28,748 13 2,211

Total 1838,948 21

Nota: SQ Soma dos quadrados
GL Graus de liberdade
QM Quadrado médio

Os efeitos principais dos fatores considerados, bem como o0s
efeitos de interagdo de segunda ordem, foram avaliados utilizando o
teste t de Student a um nivel de confianca de 95%. Em geral, quanto
maior a magnitude do valor de t e menor o valor de p, mais significativo
é o fator correspondente. Analisando os efeitos principais, a temperatura
exerceu influéncia significativa (p < 0,05), sendo este efeito negativo
sobre o crescimento celular e remocdo de dleo diesel, e positivo para a
resposta de tensdo superficial. Isto significa que ao realizar o cultivo em
temperaturas mais altas, dentro do intervalo analisado (27 °C a 37 °C),
observa-se menor crescimento microbiano e, consequentemente, menor
consumo de bleo diesel (efeito negativo) independente dos valores de
pH e concentracdo inicial de 6leo diesel.

Ao mesmo tempo, conforme ja mencionado, em condi¢fes onde
verifica-se baixos percentuais de remocdo de dleo diesel, elevados
valores de TS sdo obtidos (efeito positivo). Deve-se considerar ainda,
que embora a temperatura exerca efeito positivo para a resposta de TS,
valores elevados de tensdo superficial indicam auséncia ou baixa
producdo de biossurfactantes. Desta forma, conclui-se que temperaturas
mais baixas de operacdo favorecem o consumo do substrato e a
producdo de metabdlitos com atividade de superficie. Em média, a
diminuicdo da temperatura de 37 °C para 27 °C resultou num aumento
na eficiéncia de remocdo em até 50 %. Ainda, a concentracdo celular
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aumentou de 0,75g.L™ para 2,25 g.L" e os valores de TS obtidos
diminuiram de 54,5 mN.m™ para 37,6 mN.m™.

O pH apresentou um efeito principal significativo (p < 0,05),
positivo para a remocao de 6leo diesel e negativo para a TS. Dentro do
intervalo averiguado (pH 5 a 7) quanto maior o valor de pH, maior serd
a remocao de 6leo diesel e menor sera a TS do meio. Isto pode ser
observado nos ensaios conduzidos a 27 °C e 3 g.L™ de 6leo diesel
(experimentos 12, 13, 19 e 20). Nestas condicGes de temperatura e
concentracdo de substrato e pH do meio igual a 3, foi obtido uma
eficiéncia de remocéo de 6leo diesel igual a 55,26 + 4,95 %, a0 mesmo
tempo que a TS do meio é igual a 40,4 + 1,4 mN.m™. Em pH 7, sob as
mesmas condi¢fes de temperatura e concentragdo de 6leo diesel, a
eficiéncia de remocdo do substrato aumentou para 77,10 + 4,61 %
enquanto que a TS diminui para 34,7 + 0,6 mN.m™.

No que se refere ao crescimento do fungo, ndo foi observada
influéncia significativa do pH em relagdo aos dados de concentragdo
celular (p > 0,05). No entanto, o efeito de interacdo de segunda ordem
temperatura-pH € significativo, sendo este efeito positivo para o
crescimento do fungo. O efeito de interacdo pode ser melhor
compreendido a partir da analise da Figura 17. Em condicbes de
temperatura alta (37 °C), sdo observados maiores valores de
concentragdo celular (X, g.L™") em pH 7,0 em comparagdo aos sistemas
em pH 3,0. Ao mesmo tempo, em condicOes favoraveis de temperatura
para 0 metabolismo (27 °C), néo sdo verificadas diferencas nos valores
de X em funcdo das alteracfes dos valores de pH. Desta forma, pode-se
concluir que o efeito do pH se torna significativo para o crescimento
microbiano em condicdes desfavordveis de temperatura. Além disso,
deve-se notar que foram obtidos valores de desvio padrdo elevados em
algumas condices experimentais, 0 que aumenta a variabilidade da
resposta.

N&o foi observado efeito inibitério do dleo diesel sobre o
crescimento do fungo dentro da faixa de concentracdo avaliada (3 g.L™ a
10 g.L™"). De acordo com os dados obtidos e a partir da analise do
planejamento experimental, a concentracdo inicial de 6leo diesel teve
um efeito positivo sobre a concentragdo celular. Isto indica o potencial
do fungo em metabolizar substratos complexos, uma caracteristica
desejavel nos processos de biodegradacdo. No entanto, observou-se uma
eficiéncia de remocéo ligeiramente superior nos ensaios conduzidos a 37
°C com menores concentracdes de 6leo diesel (Figura 18).
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Figura 17 — Gréfico de contorno para a resposta concentracéo celular (X, g.L™)
em funcéo da variacdo dos fatores de temperatura e pH, fixando a concentragéo
inicial de 6leo diesel em 10 g.L ™.

T(°C)

Fonte: Autor.

Figura 18 — Grafico de contorno para a resposta eficiéncia de remogdo (1, %)
em fungdo da variacdo dos fatores temperatura e concentragdo inicial de 6leo
diesel & pH 7,0.
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Fonte: Autor.

A concentracdo inicial de dleo diesel ndo exerceu efeito
significativo sobre os valores de TS, e consequentemente, ndo influencia
a producdo de biossurfactantes. Porém, o efeito de interacdo das
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variaveis pH e concentragcdo de substrato foi significativo para esta
resposta. Da andlise da Figura 19 pode-se observar que um aumento da
concentracdo de 6leo diesel em pH 7,0 resulta em menores valores de
TS.

Figura 19 — Gréfico de contorno para a resposta TS (mN.m™) em funcéo da
variagdo dos fatores pH e concentracéo inicial de dleo diesel a 27 °C.

TS (MN.m1)
B 47

142
2 3 4 5 6 7 8 I 37

Fonte: Autor.

Estes resultados reforcam a hipdtese de que a producdo de
biossurfactantes e o consumo de Oleo diesel pelo fungo estdo
relacionadas, uma vez que os fatores ambientais estudados exercem
efeitos contrarios e significativos na eficiéncia de remocéo e nos valores
de tenséo superficial. Em Gltima anélise, ajustando as condigdes para
gue se obtenham maiores percentuais de remoc¢do de 6leo diesel, a
producdo de biossurfactantes é concomitantemente favorecida.
Utilizando o modelo de regressdo quadratico (Equacéo 11) que descreve
a eficiéncia de remocéo do 6leo diesel, sdo obtidas as condiges 6timas
de temperatura e pH para o processo de biodegradacdo. Maiores
percentuais de remocdo de dleo diesel, e consequentemente, maior
producdo de biossurfactantes sdo obtidos a 27 °C e pH 7,0. Desta forma,
pode-se optar por trabalhar a temperatura ambiente (sem controle) e sem
0 ajuste do pH do meio, uma vez que o meio de cultivo possui pH
préximo de 7,0. Em relagdo a concentragdo inicial de 6leo diesel, foram
obtidos valores maximos de remocdo, preditos pelo modelo, utilizando
as concentracdes de 3 g.L™" (81,93%) e 10 g.L™ (82,64 %), nas
condi¢des 6timas de temperatura de pH.
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Embora existam alguns estudos reportando a produgdo de
biossurfactantes na literatura concomitante ao processo de
biodegradacdo de derivados de petroleo (BORAH; YADAYV, 2016;
LEITE et al., 2016), a maioria dos trabalhos estdo orientados no estudo
de biodegradacdo por diferentes microrganismos auxiliados pela adicdo
de biossurfactantes (WHANG et al., 2009; BEN AYED et al., 2015;
SAJNA et al., 2015; TIAN et al., 2016). A utilizacdo de microrganismos
produtores de biossurfactantes em processos de biodegradacdo de
hidrocarbonetos hidrofébicos mostra ser uma estratégia interessante,
uma vez que produgdo in situ destes compostos auxilia 0 processo de
degradagdo. Ainda, ndo é necesséria a utilizacdo de técnicas de extracao
para a utilizagdo de biossurfactantes em estratégias de biodegradacéo, o
gue acarreta na diminuicao nos gastos de energia e insumos requeridos.

4.2.3 Estudo cinético da biodegradagéo do dleo diesel e producéo de
biossurfactantes

A cinética da biodegradacdo do Oleo diesel pelo fungo foi
avaliada nas melhores condi¢6es obtidas de acordo com os resultados do
planejamento experimental fatorial completo 2. O fungo foi cultivado
em meio liquido (pH 7,0) suplementado com 6éleo diesel comercial, nas
concentragdes de 3 g.L™" e 10 g.L", e o processo de biodegradacéo foi
acompanhado durante 14 dias a 27 °C. O crescimento celular (X, g.L™),
a tensdo superficial do meio (TS, mN.m™) e a concentracéo residual de
6leo diesel (S, g.L™) foram determinados ao longo do processo (Figuras
21e21).

De acordo com os resultados obtidos, observa-se um periodo
curto de adaptacdo do fungo ao meio, mostrando a afinidade do
microrganismo selecionado ao substrato em estudo. Ainda, o isolado
mostrou capacidade de biodegradacdo de dleo diesel, onde foram
observadas uma reducdo em 50 % da quantidade de 6leo diesel no
sistema apds 4 e 8 dias de cultivo, partindo de uma concentracdo inicial
de3g.L" e 10 g.L ", respectivamente.

Estes resultados podem ser explicados pelo fato que
microrganismos ~ provenientes de &reas contaminadas com
hidrocarbonetos apresentam capacidade de biodegradagdo de derivados
de petroleo. Isso é decorrente das mutagBes genéticas que ocorrem nas
geracgdes subsequentes para que se mantenha a microbiota na presenca
de substratos complexos (VARJANI, 2017).
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A concentracdo de biomassa aumentou exponencialmente com o
tempo de incubacdo atingindo um estado estacionario apds 8 dias de
cultivo, onde o crescimento celular permaneceu praticamente constante.
Ainda, um ensaio controle foi realizado (sem adicdo de dleo diesel)
sendo verificado crescimento microbiano inferior a 0,16 g.L” na
auséncia deste substrato. A Figura 22 apresenta as curvas de
crescimento do fungo nos ensaios com 10 g.L ™" e 3 g.L™* de 6leo diesel e
no ensaio controle.

Figura 22 — Curvas de crescimento do fungo isolado em diferentes
concentracgdes de 0Oleo diesel.
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Fonte: Autor.

Os dados de crescimento celular foram ajustados ao modelo
logistico, obtendo-se assim os valores das velocidades especificas
méaxima de crescimento (Umax) em funcdo da concentracdo inicial de
6leo diesel. Em concentracbes de 3 g.L‘1 obteve-se um valor de Hmax
igual & 0,0105 h™. Aumentando a concentraco inicial de 6leo diesel
para 10g.L'! foi obtido um valor de pme igual a 0,0184 h™,
confirmando que ndo ha inibicdo do crescimento microbiano pelo
substrato, em funcdo do aumento da concentracdo da fonte de carbono,
dentro do intervalo avaliado.

O crescimento microbiano resulta no consumo de nutrientes e na
excrecdo de produtos metabdlicos. Com o aumento do tempo de
incubacdo foi observada uma diminuicdo na concentracdo do o6leo
diesel, principalmente durante a fase de crescimento exponencial.
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Verifica-se que o fungo pode utilizar o substrato fornecido como fonte
de carbono para multiplicacdo celular, sugerindo a presenca de
correlagdo entre o perfil de crescimento e a extensdo da remogéo de 6leo
diesel, sendo este comportamento observado em outros trabalhos
(WANG et al., 2015). Ainda, foram obtidos fatores de conversdo de
substrato em célula (Yy/s, 9.9™") iguais 40,5412 g.g™ e 0,6596 g.g™", para
concentracdo inicial de 6leo diesel igual a 10 gL™* e 3 g.L™
respectivamente.

A biossintese de surfactantes pelo fungo foi evidenciada pela
reducdo da TS do meio, atingindo um valor minimo (32 mN.m™) nos 8
primeiros dias de cultivo. Este resultado sugere que a producdo de
biossurfactantes esta relacionada ao crescimento microbiano, uma vez
que foi observada diminui¢do nos valores de TS durante a fase de
crescimento exponencial. De acordo com os dados referentes a cinética
de consumo de substrato e os valores de TS pode-se concluir que existe
uma relacdo aparente entre a producdo de biossurfactantes e a
capacidade de remocéo de 6leo diesel.

A presenca de substancias, tais como biossurfactantes, podem
melhorar a biodisponibilidade dos substratos hidrofébicos pela reducdo
da tensdo superficial e interfacial entre a parede celular e o substrato
lipofilico. Estudos apontam que a presenca destas moléculas pode ser
um fator determinante, atuando sobre as taxas de biodegradacdo de
muitos compostos organicos com baixa solubilidade em &gua
(MARCHUT-MIKOLAJCZYK et al., 2015). O efeito de surfactantes
sobre o aumento da solubilidade de 6leo em agua e da caracteristica
hidrofébica da superficie celular foi confirmado por Tian e
colaboradores (2016). Estes autores verificaram que quando a
concentracdo de surfactante é igual a sua CMC, a solubilidade aparente
do 6leo em &gua aumenta em 50 %. Ao mesmo tempo, em
concentragcBes acima da CMC, a formacdo de micelas aumenta a
solubilidade aparente pela dissipagdo de 6leo no nucleo de micelas, que
¢ composto pela extremidade hidréfoba de molécula do tensoativo.
Desta forma, a producgdo de biossurfactantes em sistemas de degradagédo
de hidrocarbonetos altera as propriedades superficiais dos
microrganismos e aumenta a biodegradacdo de hidrocarbonetos
alifaticos (FERRADJI et al., 2014; BEN AYED et al., 2015; SAINA et
al., 2015).

A partir de 8 dias de cultivo foi identificada a fase de crescimento
estacionario do fungo. A interrup¢do do crescimento exponencial pode
ser devido ao esgotamento de algum nutriente essencial no meio
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(limitagdo do substrato), ao acimulo de algum produto autotdxico ou a
uma combinacao de ambos fatores (STANBURY; WHITAKER; HALL,
2017). Durante este periodo, foi verificado aumento nos valores de TS
do sistema liquido. Este comportamento pode ser devido a necessidade
de suprir os requisitos energéticos ou nutricionais do microrganismo, a
medida que a disponibilidade da fonte principal de carbono se esgota
(MAASS et al., 2015). Como resultado, a atividade superficial diminui
prejudicando a particdo dos hidrocarbonetos presentes na fase lipofilica
para 0 meio liquido. Consequentemente, a eficiéncia da remogéo destes
compostos é comprometida, observando-se valores baixos de consumo
de Oleo diesel neste periodo. Contudo, obtiveram-se valores de
eficiéncia global de remoc&o de aproximadamente 70 %.

4.2.4 Biossorcéo de 6leo diesel

Recentemente, biomassa microbiana viavel e ndo vidvel tem sido
avaliada na remocdo de poluentes por biossor¢do. O conceito de
biossorcdo refere-se a sor¢do e/ou complexacdo passiva de solutos
presentes em solugBes aquosas, por materiais de origem bioldgica, como
algas, residuos de fermentacdo de fungos e bactérias e lodos ativados
(SOTO et al.,, 2011; MOUBARIK; GRIMI, 2015). A capacidade de
biossorcdo de 6leo diesel por biomassa microbiana tem sido pouco
explorada, entretanto alguns estudos utilizando biomassa fungica nao
vidvel tem demonstrado a capacidade de remocdo de solutos
hidrofébicos (SRINIVASAN; VIRARAGHAVAN, 2010).

A presenca de mecanismos de adsor¢do em sistemas de
biodegradacdo pode justificar a reducdo brusca na concentracdo de
poluentes hidrofobicos nos instantes iniciais do processo. Num primeiro
momento, 0 processo de adsorcdo desempenha papel principal, e a
concentracdo de dleo diesel é reduzida em um curto intervalo de tempo,
iniciando-se o processo de biodegradagdo em seguida (Figura 23). Como
resultado, a acdo sinérgica dos dois mecanismos leva a um equilibrio
dindmico que auxilia a reducédo global da concentracédo de 6leo diesel no
sistema (WANG et al., 2015).

Ensaios de equilibrio foram conduzidos de forma a quantificar a
contribuicdo da adsorcdo no processo de biodegradacdo de dleo diesel,
nas condigdes Otimas estabelecidas (27 °C e pH 7,0) por um periodo de
24 h. A Figura 24 mostra a isoterma de adsorcdo de 6leo diesel por
biomassa flngica ndo vidvel. Nesta figura, pode-se observar a relacéo
entre as quantidades adsorvidas no equilibrio (ge) e a concentracéo de
equilibrio (C;) de 6leo diesel.
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Figura 24 — Isoterma de adsorcdo de 6leo diesel por biomassa fungica ndo
viavel.
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Fonte: Autor.

Os dados de equilibrio sdo obtidos de forma a avaliar a
capacidade do material adsorvente para adsorver uma determinada
molécula. A maioria dos trabalhos de adsorcao de 6leo diesel utilizando
diferentes adsorventes utilizam, principalmente, os modelos de isoterma
de Freundlich e Langmuir para interpretar os dados de equilibrio
(PINTOR et al., 2016). Desta forma, os resultados experimentais foram
ajustados seguindo estas duas abordagens (Tabela 23).

Verifica-se que o modelo de Langmuir se ajusta melhor aos dados
de equilibrio, indicando que a adsorcdo ocorre preferencialmente em
monocamadas. A teoria de Langmuir diz que a adsorcdo ocorre em sitios
homogéneos, especificos e com uma molécula adsorvida em cada sitio
da superficie do adsorvente, ndo ocorrendo nenhuma adsorcéo adicional.
Ainda, a capacidade méaxima de adsorcdo (qms) foi de 389,50 mg.g*.
Estes resultados sdo similares aos obtidos por Yang e colaboradores
(2014) no estudo de adsorcéo de 6leo mineral por biomassa ndo viavel
de Auricularia polytricha. Estes autores ajustaram os dados de equilibrio
ao modelo de Langmuir-Freundlich, obtendo um valor de capacidade
maxima de adsorgao de 398 mg.g™.

Biomassa flngica tem sido utilizada em diferentes processos de
separacdo, devido principalmente a sua composicdo. As grandes
guantidades de quitosana, quitina, fosfato e polissacarideos nas paredes
celulares fungicas fazem dos fungos um adsorvente promissor (YANG
etal., 2014).



115

Sugere-se, desta forma, que o processo de biodegradacao de éleo
diesel pelo fungo isolado é composto por diferentes mecanismos, onde a
capacidade de adsorcdo pode ainda ser melhorada pela reducdo da
tensdo interfacial entre a parede celular e o soluto hidrofébico. Assim, a
eficiéncia de remocao de 6leo diesel esta relacionada pela capacidade de
expressao de biossurfactantes e de adsorgdo do substrato hidrofébico
pela biomassa fungica, possibilitando as reagdes de degradacdo (SAJNA
etal., 2015; CHEN et al., 2016; TAO et al., 2017)

Tabela 23 — Parametros obtidos das isotermas de adsorcdo para a biomassa
flngica ndo viavel a 27 °C e pH 7,0 para os modelos e Langmuir e Freundlich.

Parametro Langmuir Freundlich

K. (L.mg™) 0,7551 + 0,3852 -
Omax (Mg.g™)  389,5001 + 113,8813 -

K (L.mg™) - 156,1850 + 17,3325
N - 1,3789 + 0,2839
R? 0,9706 0,9190

4.2.5 Estudo em biorreator de bancada

Ensaios em um biorreator de bancada foram realizados nas
condigdes Gtimas estabelecidas neste trabalho, de forma a verificar a
transferéncia de oxigénio durante o processo de biodegradacéo de 6leo
diesel e producdo de biossurfactantes. Em cultivos aer6bios, o
crescimento celular eleva a demanda de oxigénio do processo e
simultaneamente a viscosidade aparente do meio de cultivo, que acaba
por dificultar a transferéncia de oxigénio da fase gasosa para a liquida,
reduzindo o coeficiente volumétrico de transferéncia de oxigénio (K a).
Como resultado, pode ser observada uma limitagcdo no crescimento do
microrganismo e na biossintese do produto desejado (DORAN, 1995).
Ainda, a otimizacdo do processo de producdo de biossurfactantes
implica a elucidagéo da influéncia das condi¢des hidrodindmicas e o
efeito dos biossurfactantes na transferéncia de oxigénio. A presenca de
surfactantes modifica o coeficiente de transferéncia de massa da fase
liquida, bem como a &rea de contato gas-liquido, devido as modificacdes
das condi¢des hidrodinamicas e propriedades fisico-quimicas do sistema
(FAHIM et al., 2013).

O fungo foi cultivado em meio liquido contendo 3 g.L™ de 6leo
diesel durante 8 dias, de acordo com os dados obtidos no estudo
cinético. A concentracdo celular (X), a concentracdo residual de 6leo
diesel (S) e a tensdo superficial (TS) do meio liquido foram



116

determinadas durante o processo e confrontadas com os dados obtidos
em frascos agitados, sob as mesmas condi¢bes (Figura 25). De acordo
com os resultados gerados, pode-se observar que as respostas avaliadas
apresentaram a mesma tendéncia, sendo observadas pequenas variagdes
nos pardmetros determinados em biorreator de bancada em comparagado
aqueles obtidos em frascos agitados. Este resultado mostra a
reprodutibilidade dos dados experimentais, 0 que garante a similaridade
dos parametros obtidos em diferentes escalas.

Como forma de avaliar a transferéncia de oxigénio durante o
cultivo, foram determinados os valores de K. a nos tempos 2, 4, 6 e 8
dias, utilizando o método dindmico. A curva que apresenta o perfil
temporal de oxigénio dissolvido no meio liquido, devido a interrupgéo
da aeracdo e do sistema de agitacdo e sua posterior retomada pode ser
observada na Figura 26.

Os valores de K a determinados a partir da linearizacdo dos
dados experimentais de oxigénio dissolvido no trecho ascendente das
curvas obtidas no método dinamico sdo apresentados na Tabela 24. Foi
observada diminui¢do significativa nos valores de Kia (p < 0,05)
durante o processo de biodegradacédo de 6leo diesel, a partir de 6 dias de
cultivo. Estes resultados indicam que o decréscimo nos valores de K. a
sdo decorrentes da produgdo de biossurfactantes no sistema, uma vez
que valores de TS abaixo de 35 mN.m ! foram obtidos no mesmo
periodo. Tensoativos afetam a dindmica da formacdo de bolhas, a
retencdo de gas e a transferéncia de massa gés-liquido, podendo exercer
tanto efeito positivo como negativo sobre o K, a. Quando a tensdo
superficial é reduzida, devido a presenca de surfactantes, sdo geradas
bolhas de menor tamanho, conduzindo a um aumento da area interfacial
e, portanto, aumentando o coeficiente volumétrico de transferéncia de
massa (HASSAN et al.,, 2012). No entanto, estas estruturas podem
também ficar aderidas na superficie das bolhas, o que dificulta a
transferéncia de massa (Y1 Y. ZUO et al., 2005). Comportamento
similar foi observado num estudo da transferéncia de oxigénio durante a
producdo de biossurfactantes por Bacillus subtilis (FAHIM et al., 2013).
Estes autores constataram que a diminui¢do significativa nos valores de
K a (variacdo de 27 %) foi resultado da diminuicao da tenséo superficial
devido a presenca de biossurfactantes. Deve-se ainda considerar que a
evolugdo da concentracdo de oxigénio no biorreator é uma funcdo das
taxas de transferéncia de oxigénio e de respiracdo dos microrganismos,
sendo que o consumo de oxigénio pelo fungo para seu crescimento e
metabolismo néo foi avaliado.
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Figura 26 — Concentracéo de oxigénio dissolvido durante a aplicagdo do método
dindmico para a determinagdo do K a ap6s 2 dias de cultivo.
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Fonte: Autor.

Tabela 24 — Valores de K, a obtidos em diferentes tempos de cultivo.

Tempo (dias) Kia(sh
2 0,0154 + 0,0005%
4 0,0149 + 0,0009*
6 0,0125 + 0,0007°
8 0,0091 + 0,0002°

4.2.6 Caracterizacdo do biossurfactante produzido

Ao final do cultivo o biossurfactante produzido pelo fungo foi
extraido utilizando solventes organicos, obtendo-se um rendimento de
939,15 + 78,42 mg.L™". Foi realizada a caracterizagdo quimica do
biossurfactante bruto quanto ao teor de lipideos, proteinas e
carboidratos, auxiliando na identificacdo da estrutura da biomolécula,
uma vez que biossurfactantes fungicos sdo pouco relatados na literatura.
De acordo com os dados obtidos, o biossurfactante sintetizado é
composto principalmente por lipideos (545,87 + 31,57 pg.mg?) e
carboidratos (324,23 + 5,19 ug.mg™), néo sendo detectada a presenca de
proteinas nas amostras. Desta forma, hd um indicativo que o produto
obtido é um derivado de glicolipideo. Estruturalmente, os glicolipideos
sdo constituidos por um acido graxo em combinacdo com uma porcao de
carboidrato e tém sido utilizados em varias aplicacGes, estando entre 0s
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biossurfactantes mais popularmente conhecidos (INES; DHOUHA,
2015a).

A caracteristica idnica do biossurfactante foi determinada por
difusdo em 4gar, indicando ser um biossurfactante ani6nico. Outros
glicolipideos produzidos pela espécie Candida também presentaram
carater aniénico quando submetidos ao mesmo teste (LUNA; RUFINO;
SARUBBO, 2016). Tensoativo anidnico é a classe mais comumente
utilizada, apresentando ions carregados negativamente, quando em
solucdo aquosa. A porcdo hidrofdbica é, geralmente, composta por uma
cadeia alquila enquanto que a porcdo hidrofilica é composta por
sulfatos, sulfonatos, fosfatos ou carboxilatos (KOSARIK; VARDAR-
SUKAN, 2015).

A concentracdo micelar critica (CMC) do biossurfactante foi
determinada a 25 °C e pH 7,0, uma vez que nestas condi¢Bes a maioria
dos biossurfactantes apresentam maxima atividade de superficie. A
variacdo da tensdo superficial (TS) em funcdo do incremento da
concentracdo do biossurfactante em solucdo aquosa foi determinada
(Figura 27). De acordo com os dados obtidos, o biossurfactante bruto
apresentou um valor de CMC igual a 837,41 + 53,15 mg.L™". Ainda, na
CMC foi observado um valor de TS igual a 32,5 mN.m™. Deve-se
ressaltar que nenhuma técnica de purificagdo foi utilizada, o que
justifica o alto valor da CMC obtida, podendo haver impurezas
hidrofébicas, visto que o método de extracdo do biossurfactante nao é
seletivo (ABBASI et al., 2012).



120

Figura 27 — Variagdo da TS versus o logaritmo da concentragdo do
biossurfactante produzido pelo fungo isolado em cultivo submerso.
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Fonte: Autor.

A estabilidade do biossurfactante foi avaliada frente as condicoes
de temperatura e pH, pelo monitoramento das varia¢Ges dos valores de
tensdo superficial de solugbes do biossurfactante bruto com
concentracdo igual a sua CMC (Figura 28). Foi constatada estabilidade
térmica do biossurfactante, dentro do intervalo de temperatura
investigado. No entanto, observou-se um pequeno aumento nos valores
de TS (menor que 8 mN.m™) das solucdes incubadas a 65 °C. Em
relacdo ao efeito do pH sobre as propriedades superficiais, conclui-se
gue o biossurfactante é estavel apenas no intervalo de pH de 5 a 9, sendo
verificadas variages significativas dos valores de TS das solugbes em
pH 3 e 11. Estes resultados estdo em concordancia com os resultados de
estabilidade de diferentes biossurfactantes reportados na literatura
(KIRAN; THOMAS; SELVIN, 2010; BEN AYED et al., 2015; MAASS
etal., 2015; SAKTHIPRIYA; DOBLE; SANGWAI, 2015).
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Figura 28 — Efeito da temperatura (a) e do pH (b) na estabilidade do

biossurfactante produzido pelo fungo isolado em cultivo submerso.
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4.2.7 Andlise da biodegradacdo dos hidrocarbonetos presentes no

6leo diesel

de degradar

capacidade

isolado  apresentou
hidrocarbonetos hidrofébicos quando cultivado em sistema liquido

fungo

)

suplementado com diferentes concentragdes de 6leo diesel. De forma a

investigar o mecanismo presente no processo de degradacdo, amostras
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da porcdo hidrofilica residual dos sistemas apés 8 e 14 dias de cultivo,
foram analisadas por cromatografia gasosa acoplada a
espectrofotometria de massas (CG-EM), e comparadas a uma amostra
controle (ensaio sem microrganismo). A escolha destas amostras esta
relacionada a identificacdo das fases de crescimento exponencial e
estacionario do fungo.

Os perfis de degradacdo foram semelhantes para ambos o0s
ensaios com concentragdo inicial de 10 gL' e 3 gL™ Os
cromatogramas mostram claramente a reducdo na intensidade dos picos
de absor¢do dos compostos alifaticos presentes no 6leo diesel apés 8 e
14 dias de processo (Figura 30 e

Figura 31), em comparagdo com a amostra controle (Figura 29).
Foram detectadas a presenca de hidrocarbonetos alifaticos de C10 a C20
nas amostras, sequencialmente identificados nos cromatogramas (picos
identificados numericamente de 1 a 11).

Figura 29 — Perfil cromatografico dos hidrocarbonetos alifaticos presentes na
amostra controle de 6leo diesel.

1000 58
4
7
800~
3 8
600 -
> 9
£ 2 10
400 -
11
200 - 1 i 1
0 M ‘Mﬁ T T T
3 6 9 12 15 18 21
Tempo (min)

Fonte: Autor.
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Figura 30 — Cromatograma da amostra de 6leo diesel residual apés 8 dias de
cultivo.
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Figura 31 — Cromatograma da amostra de 6leo diesel residual ap6s 14 dias de
cultivo.
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Os percentuais de biodegradacdo individual dos compostos
alifaticos identificados nos cromatogramas foram determinados em
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relacdo a diminuicdo das areas correspondentes de cada pico (Tabela
25).

Tabela 25 — Percentuais de biodegradagdo individuais dos hidrocarbonetos
alifaticos presentes no 6leo diesel ap6s 8 e 14 dias de cultivo.

. % Reducédo
Pico Composto ° ¢

8 dias 14 dias

1 Cc10 63,42 100,00
2 C11 24,17 83,11
3 C12 55,29 89,08
4 C13 37,48 77,93
S Cl4 38,23 77,99
6 C15 76,04 76,13
7 C16 18,47 71,07
8 C17 42,39 82,47
9 C18 38,71 95,79
10 C19 38,71 83,69
11 C20 48,29 82,52
- Total 43,86 81,07

Deve-se ressaltar que as redugdes nas intensidades de absorcédo
dos picos identificados sdo decorrentes do processo de biodegradacéo,
uma vez que as possiveis degradacGes abioticas afetam igualmente todas
as amostras. Diante desta analise pode-se observar que houve uma
reducéo de 43,86 % e 81,07 % dos compostos alifaticos analisados, apés
8 e 14 dias de cultivo.

Apesar de serem observadas diferencas nos percentuais de
reducdo dos compostos identificados ap6s 8 dias, ndo ha uma clara
tendéncia na ordem de biodegradacdo em funcdo do tamanho da
molécula. Ao final do processo, foram obtidos percentuais de reducédo
acima de 70 %, sendo que o composto C10 foi completamente
degradado. Este perfil de degradacdo esta de acordo com a maioria dos
trabalhos reportados na literatura. Nkem e colaboradores (2016)
avaliaram a biodegradacdo de 6leo diesel por duas bactérias isoladas de
ambientes contaminados com 6éleo, obtendo percentuais de degradacdo
dos hidrocarbonetos alifaticos na faixa de 53,4 % a 95,4 %.
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De acordo com Varjani (2017), hidrocarbonetos alifaticos séo os
mais suscetiveis ao ataque microbiano, seguidos por alcanos
ramificados, compostos aromaticos de baixa massa molar e cicloalcenos,
sendo estes Ultimos o0s que apresentam geralmente baixa
biodegradabilidade. A biodegradacdo incompleta de alcanos de cadeia
curta pode ser devida a sua biodisponibilidade e solubilidade as
membranas celulares, enquanto a toxicidade do substrato devida aos
compostos de biodegradacdo intermediaria poderia ser a razdo para a
biodegradacéo limitada de alcanos de cadeia longa (NKEM et al., 2016).






5 CONCLUSOES E SUGESTOES

Os microrganismos Trametes versicolor CECT 20817 e o fungo
isolado de um residuo de refinaria de petr6leo mostraram potencialidade
para a producdo de biossurfactantes utilizando substratos hidrofébicos
como fonte de carbono.

Trametes versicolor foi capaz de crescer em um substrato sélido
composto pelo residuo sélido da extracdo bifasica do azeite de oliva
(RSEBAO) e de produzir metabdlitos com atividade de superficie.
Ainda, a produgdo de biossurfactantes foi favorecida pelo aumento da
fracdo massica do RSEBAO no sistema de cultivo em estado solido, o
que reforca o interesse da utilizacdo de residuos agroindustriais oleosos
como precursores da producdo de tensoativos.

Devido a presenca de compostos fendlicos no RSEBAO foi
investigada a producdo concomitante de enzimas oxidativas e
biossurfactantes durante o cultivo em estado sélido. Apesar de o fungo
produzir as enzimas lacase e manganés peroxidase durante o cultivo,
ndo foi possivel estabelecer uma correlacdo entre a producéo de enzimas
e biossurfactantes. Desta forma, conclui-se que as vias metabdlicas para
a sintese destas biomoléculas ndo sdo competitivas.

O biossurfactante produzido foi capaz de reduzir a tensao
superficial dos extratos, atingindo um valor minimo de 31,5 £ 0,8
mN.m™ apés 14 dias de cultivo, apresentando um rendimento de 125,0 +
10,0 mg de biossurfactante bruto por 100 g de substrato sélido.

Os resultados da caracterizagdo quimica indicaram que o fungo
Trametes versicolor é produtor de lipopeptideos. Ainda o
biossurfactante  produzido apresentou propriedades interfaciais,
mantendo-se estavel em diferentes valores de temperatura e pH.

O biossurfactante fungico ndo purificado apresentou atividade
antibacteriana moderada contra bactérias gram-negativas, 0 que sugere
sua potencial aplicagdo nas areas médicas e de alimentos.

Em relacdo a avaliagdo da producdo de biossurfactantes
utilizando um fungo isolado de um residuo de refinaria de petréleo, foi
verificado que a presenca de substratos hidrofébicos, como o dleo
diesel, no cultivo submerso, induz a producdo destes metabdlitos. Além
disso, o fungo isolado mostrou capacidade de biodegradacdo de
hidrocarbonetos derivados de petrdleo.

A produgdo do biossurfactante foi monitorada ao longo do
processo de biodegradacdo de dleo diesel, sendo observada que a
eficiéncia de degradacdo estd associada a capacidade de produgdo de
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tensoativos, visto que a reducdo da tensdo superficial do meio aumenta a
biodisponibilidade dos substratos hidrofobicos.

O biossurfactante produzido foi capaz de reduzir a tensdo
superficial do meio liquido, atingindo um valor minimo de 32 mN.m™
apos 8 dias de cultivo. A caracterizacdo quimica do biossurfactante
indicou que a estirpe utilizada é capaz de produzir glicolipideos com
propriedades interfaciais satisfatorias. Além disso, a partir dos estudos
de estabilidade, pode-se constatar que o produto biossintetizado
apresenta estabilidade frente a variacdes de temperatura e pH.

Os ensaios de adsorcdo utilizando biomassa flngica ndo viavel
revelaram que, durante o processo de biodegradacdo de dleo diesel,
ocorrem fenbmenos de sorcdo do substrato na biomassa. Estes
resultados sdo indicativos que a dindmica do processo de remocdo de
Oleo diesel em meio aquoso esta relacionada a um mecanismo
simultaneo de adsorcao-biodegradacéo.

No cultivo conduzido em biorreator de bancada utilizando as
mesmas condic¢Bes estabelecidas nos ensaios em frascos agitados, foi
verificada a influéncia da producéo de biossurfactantes na transferéncia
de oxigénio para o meio liquido. Apesar de ter sido observada
diminuicdo nos valores dos coeficientes volumétricos de transferéncia
de oxigénio (K,a) em funcdo da producdo de biossurfactantes, a
quantidade de oxigénio dissolvido no sistema foi suficiente para permitir
o0 crescimento do fungo, ndo afetando seu metabolismo.

Estes resultados reforcam a potencialidade da utilizagdo de
fungos produtores de biossurfactantes em processos de biorremediacao
de ambientes contaminados com hidrocarbonetos derivados de petréleo.
Além disso, a producdo in situ de biossurfactantes nestes processos
descarta a necessidade de se utilizar técnicas de extragdo e purificagdo,
reduzindo os custos de operacéo.

5.1 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

e Propor estratégias para a purificacdo do biossurfactante
produzido por Trametes versicolor e pelo fungo isolado de um residuo
de refinaria de petréleo;

¢ Avaliar a cinética de crescimento de Trametes versicolor em
sistema solido;

¢ Realizar estudo da producdo de biossurfactantes em biorreator
de coluna utilizando o substrato sélido proposto neste trabalho;
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e Investigar a producdo de biossurfactantes em cultivo submerso
utilizando fontes de carbono soltvel e ndo soldvel concomitantes;

¢ Avaliar o efeito do biossurfactante produzido e de surfactantes
sintéticos na hidrofobicidade da parede celular do fungo isolado;

e Investigar a producdo de biossurfactantes por culturas mistas
em ambos o0s cultivos, em sistema sdlido e submerso.
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