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RESUMO

MARCAL NAGY, GESSIKA. Producéo de biossurfactante de baixo custo a partir
de residuos agroindustriais. 2018. 71 p. Dissertacio (Mestrado em
Agronomia/Fitotecnia) — Universidade Federal de Uberlandia, Uberlandia.'

Os biossurfactantes sao compostos ativos redutores da tensdo superficial, metabolitos
produzidos por microrganismos, além de serem compostos estaveis as diferentes
condi¢gdes ambientais. As principais caracteristicas desses compostos estao relacionadas
a biodegradabilidade a auséncia de toxicidade. Nos ultimos anos, uma gama de
trabalhos tém sido desenvolvidos visando a inclusdao de residuos agroindustriais nos
meios de cultivo para a producdo de biossurfactantes. O objetivo deste trabalho foi
testar os residuos de abacaxi e caju, na formulacao de meio de cultivo para a levedura
Cryptococcus victoriae, reduzindo o custo de producao do biossurfactante. Deste modo,
avaliaram-se os teores de acucares redutores dos extratos de abacaxi e caju pela
metodologia de Miller, 1959. Foram selecionadas as melhores fontes de carbono e
nitrogénio por planejamento fatorial e as suas concentragcdes ideais para o meio de
cultivo foi determinada utilizando metodologia de superficie de resposta e o software R.
Os resultados de agucares redutores mostraram que o extrato de caju, possui teores
aproximadamente quatro vezes superiores ao extrato de abacaxi, com valores médios
iguais a 77,24 g L ¢ 18,87 g L™, respectivamente. Além dos extratos, utilizaram-se
diferentes fontes de carbono e nitrogénio para avaliar a produgdo de biossurfactante.
Apos selegao de extrato de caju, extrato de levedura, citrato de amoénio e acetato de
sodio, como as melhores fontes, fez-se o planejamento experimental. Este planejamento
forneceu os trés fatores significativos para a redu¢do da tensdo superficial nos meios
extrato de caju, extrato de levedura e citrato de amonio, sendo que, ao se formular
meios utilizando esses substratos, valores de tensao superficial variando entre 40 e 55
mN m™" foram observados. Realizou-se a andlise da metodologia de superficie de
resposta, ¢ avaliagdo das equacdes individuais para obtencao da equacao geral e, dessa
forma, das concentracdes ideais para a reducdo da tensdo superficial. Sendo assim,
confirmou-se a capacidade produtiva da Crypfococcus victoriae isolada do ambiente
antartico, utilizando residuo agroindustrial. Em geral, o meio composto por 19,24 g L™
de extrato de caju, 6,70 g L' de extrato de levedura e 3,30 g L de citrato de aménio,
apresenta os melhores resultados, reduzindo a tensio superficial (54,87 mN m™),
podendo ser de grande interesse industrial € ambiental.

Palavras-chave: Biossurfactantes. Residuos agroindustriais. Leveduras. Cryptococcus.
Antartida.

'Comité Orientador: Beno Wendling — UFU (Orientador) e Edgar Silveira Campos —
UFU (Co-orientador).



ABSTRACT

MARCAL NAGY, GESSIKA. Production of low-cost biosurfactants from
agroindustrial residue. 2018. 71 p. Uberlandia: UFU, 2018. 71 p. Dissertation (Master
Program Agronomy/ Crop Science) — Federal University of Uberlandia, Uberlandia.'

Biosurfactants are actives compounds reducers of the surface tension, metabolites
extracted from microorganisms, as well as are stable compounds at different
environment conditions. The main characteristics of these compounds are related to
biodegradability and to absence of toxicity. In the last few years, a range of studies have
been developed in order to include agroindustrial residues in the culture medium for the
biosurfactants production. The objective of this study was to evaluate pineapple and
cashew residues in a culture medium formulation for the yeast Cryptococcus victoriae,
reducing, consequently, the value of the biosurfactant production. In this way, the sugar
content of pineapple and cashew extracts was evaluated by the methodology of Miller,
1959. The best carbon and nitrogen sources were selected by factorial design and their
ideal concentrations for the culture medium were determined using methodology of
response surface and software R. Results showed that the cashew extract had
approximately four times more reducing sugars than the pineapple extract, with values
of 77.24 g L' and 18.87 g L™, respectively. In addition to the extracts, differents carbon
and nitrogen sources were used to evaluate the biosurfactant production. After the
selection of the best sources (cashew extract, yeast extract, ammonium citrate and
sodium acetate), the experimental planning was performed. This planning provided
three significant factors for surface tension reducers in the cashew extract, yeast extract
and ammonium citrate culture medium. When the culture medium using these substrates
were formulated, surface tension values ranged from 40 to 55 mN m™'. The analysis of
the response surface methodology was performed, and evaluation of the individual
equations to obtain the general equation and, therefore, the ideals concentrations for
reduce the surface tension. Thus, the productive capacity of Cryptococcus victoriae
isolated of the Antarctic environment, using agroindustrial residue, was confirmed. In
general, better results were observed when the culture medium composed by 19.24 g L™
of cashew extract, 6.70 g L' of yeast extract and 3.30 g L" of ammonium citrate was
used, reducing the surface tension (54.87 mN m™) and being a potential medium for
industrial and environmental application.

Keywords: Biosurfactants. Agroindustrial residues. Yeast. Cryptococcus. Antarctica.



1. INTRODUCAO

Surfactantes sdo moléculas anfipaticas que possuem uma fracdo polar, também
denominada hidrofilica, e outra apolar, hidrofobica. A parte apolar ¢ formada por
hidrocarbonetos de cadeia alifatica, grupos aromaticos e policiclicos. A parte polar pode
ser 10nica, ndo idnica e anfotérica (GEORGIOU, et al., 1992; JOHNSEN, et al., 2005).
Esta caracteristica promove aos tensoativos a propriedade de redutor da tensdo
superficial e interfacial de liquidos imisciveis, fazendo-os alvos de pesquisas e de
grande interesse a muitas industrias, como: agroquimicas, ambientais, petroquimicas,
farmacéuticas, mineracao, entre outras (GHOJAVAND, et al., 2008, BANAT;
MAKKAR; CAMEOTRA, 2000).

Os surfactantes sintéticos sdo compostos nao biodegradaveis, podendo ser toxicos
para o ambiente, sao produzidos utilizando derivados de petrdleo. Devido a crescente
conscientizacdo da necessidade de protegdo do ambiente e a criagdo de novas
legislacdes de controle ambiental (NITSCHKE e PASTORE, 2002), os surfactantes
podem ser de origem sintética ou natural, sendo denominados biossurfactantes. Por isso,
tem-se estudado com maior frequéncia essas biomoléculas. Contudo, a producao destes
ainda ndo ¢ economicamente viavel se comparada a producao do surfactante sintético
(NITSCHKE e COSTA, 2007).

Biossurfactantes sdo compostos com propriedades semelhantes aos surfactantes
sintéticos, no entanto, ainda apresentam baixa ou nenhuma toxicidade, elevada
biodegradabilidade e especificidade, e podem conservar-se estaveis em diferentes faixas
de pH, temperatura e salinidade (DESAI e BANAT, 1997). Esses biossurfactantes
promovem a emulsificagdo dos hidrocarbonetos, tornando-os misciveis em agua, isso
reduz a tensdo superficial e eleva o deslocamento de compostos oleosos (BANAT,
1995). Portanto, propiciam a biodegradacdo de contaminantes por aumentarem o
contato deste com os microrganismos (JOHNSEN, et al., 2005).

Os Dbiotensoativos sdo produzidos por diferentes organismos, como:
microrganismos, plantas e também pelos seres humanos. Para producdo dos
biossurfactantes, os microrganismos utilizam substratos importantes, como agucares,
hidrocarbonetos e residuos agroindustriais (NITSCHKE e PASTORE, 2002). A
utilizagdo de residuos industriais tem sido muito relatada em artigos, pois a geragdo

mundial destes ¢ maior que 3,5 bilhdes de toneladas de residuos a cada ano. Por isso, ¢



necessario destino apropriado para estes residuos, evitando descarte incorreto e danos
ambientais (GRAMINHA, et al., 2008).

Em sintese, a formacao dos biossurfactantes faz com que se reduza a tensao
superficial na interface agua e hidrocarboneto e, ainda, pode resultar na
pseudossolubilizacdo desse hidrocarboneto pela formagao de micelas ou vesiculas. Isso
leva ao aumento de mobilidade, biodisponibilidade e a subsequente degradagdo pelo
microrganismo (BODOUR e MAIER, 2002).

A fim de substituir o uso do surfactante sintético por um composto bioldgico, €
indispensavel que se consiga a producdo de uma substancia mais efetiva e adequada
para dada aplicacdo industrial, além de ter custos menores (ARAUJO, et al., 2013).
Sabendo que o custo do meio de cultivo representa 30% do valor final da produgdo do
biossurfactante, existe grande interesse em reduzir estes custos com a associagdo de
material de baixo custo, como os residuos agroindustriais.

Desta forma, o presente trabalho justifica-se devido ao seu interesse industrial e
ambiental pela biomolécula a ser obtida. O interesse industrial visa a redugdo dos custos
de produgdao dos biossurfactantes para torna-los competitivos quando comparados a
producdo por rota quimica convencional, visto que sdo biodegraddveis e ndo toxicos. Ja
o interesse ambiental visa a reducdo do excedente de residuos gerados na agroindustria
nacional e também aplicagdo dos biossurfactantes nos processos de biorremediagdo e

tratamento de residuos.



2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Produzir biossurfactante de baixo custo para aplica¢do industrial e ambiental.

2.2 Objetivos especificos
2.2.1. Produzir biossurfactante utilizando residuos de abacaxi e/ou caju.

2.2.2. Selecionar a melhor fonte de nitrogénio e carbono para produ¢do do

biossurfactante.

2.2.3. Aperfeicoar a producao de biossurfactante utilizando meio de cultivo de

baixo custo.



3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1. Surfactantes quimicos e biologicos

Surfactantes sdao moléculas anfipaticas que possuem uma fragdo polar, também
denominada hidrofilica, e outra apolar, hidrofobica. A parte apolar ¢ formada por
hidrocarbonetos de cadeia alifatica, grupos aromaticos e policiclicos, que pode variar de
8 a 18 atomos. A parte polar pode ser idnica, ndo idnica e anfotérica. Quanto a
caracteristica i6nica, pode ser catiénica ou anidnica. O cationico ¢ caracterizado por
apresentar cargas positivas quando em solucdo aquosa, apresentando atividade
antibacteriana. O anidnico apresenta carga negativa em solu¢do aquosa, ¢ utilizado na
fabricagao de cosméticos.

Os biossurfactantes nao i6nicos podem ser utilizados em produtos destinados a
uso infantil ou para peles com sensibilidade. Por fim, a caracteristica anfotérica que
apresenta dois sitios com cargas opostas, o que define a fun¢do acido base ¢ a carga
apresentada ¢ o pH da solugao (GEORGIOU, et al., 1992; JOHNSEN, et al., 2005). Os
tensoativos, como também sao chamados os surfactantes, espalham-se pela interface
dos liquidos que possui polaridades diferentes, isso ocorre devido a presenca de porgdes
polares e apolares no mesmo composto. Este espalhamento provoca redugao da forca de
coesdo entre as moléculas do solvente, formando microemulsdes que permitem a
dispersdo de hidrocarbonetos em solu¢des aquosas, o que faz com que diminua a tensao
superficial (BEHRING, et al., 2004).

A partir de certa concentracdo, as moléculas de surfactante desenvolvem
aglomerados denominados de micelas, que sdao goticulas de 6leo envoltas por um filme
de surfactante, que gera uma cobertura polar ou hidrofilica ao redor das goticulas de
6leo, como representado na Figura 1. A Concentracdao micelar critica (CMC) representa
a menor concentracdo em que comeca a ocorrer a formacao das micelas, caracteristica
extremamente importante para analise do surfactante, quanto menor a CMC, mais
eficiente € o tensoativo, visto que necessita de menor quantidade para reduzir a tensao
superficial ao méaximo (MULLIGAN, 2004). Abaixo da CMC os surfactantes
apresentam-se na forma de mondmeros, quando proximo da CMC h4 um equilibrio

entre os mondmeros ¢ micelas (HINZE e PRAMAURO, 1993). Dependendo da



estrutura e das condigcdes experimentais, a CMC varia para cada biomolécula

(MESQUITA, 2004).
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FIGURA 1: Estrutura quimica do dodecilbenzenossulfonato de sodio (principio ativo
do detergente doméstico) e representa¢do de uma micela (RINALDI, et al., 2007).

As caracteristicas acima citadas sdo interessantes comercialmente para diferentes
aplicagdes, como na producdo de emulsificantes, detergentes, capacidade espumante e
lubrificante, capacidade molhante, solubilizagdo e dispersdo de fases (BANAT;
MAKKAR; CAMEOTRA, 2000).

Os surfactantes podem ser obtidos de duas formas: sinteticamente por reacdes
quimicas, ou por microrganismos especificos. Surfactantes sintéticos sao compostos nao
biodegradaveis, ou seja, ndao se decompde de forma natural, podendo ser toxicos para o
ambiente. Grande parte dos surfactantes comerciais sdo sintetizados utilizando
derivados de petroleo ou fontes oleoquimicas, o que causa grande preocupacgdo
ambiental nos consumidores (BUENO, 2008; NITSCHKE e PASTORE, 2002).

As novas legislagdes de controle do meio ambiente levaram a busca por
surfactantes naturais com finalidade de substituir os produtos existentes no mercado
(DESAI e BANAT, 1997). A produ¢do mundial de surfactantes, em 2004, superava 11
milhdes de toneladas por ano, considerando surfactantes e biossurfactantes. Visto que,
grande parte dos tensoativos quimicos ¢ empregada como matéria-prima para fabricagao

de detergentes domésticos (CAMEOTRA e MAKKAR, 2004).



As leis ambientais estdo sendo aprovadas para que as industrias poluentes sejam
responsabilizadas e paguem pelos danos ambientais (MEYER, et al., 2014). Com a
finalidade de substituir o uso do surfactante sintético por um composto biologico, ¢
imprescindivel ter um agente apropriado e eficaz para aplicagdo industrial e que possa
ser produzido a menores custos (ARAUIJO, et al., 2013).

Desta forma, torna-se viavel a utilizacdo de biossurfactantes, sendo eficaz e de
baixa toxicidade (BANAT, 1995). Além disso, estes compostos t€ém demonstrado
crescente interesse devido sua capacidade de biodegradacdao, producdo a partir de
materiais brutos e de baixo custo e eficacia em condi¢des extremas de temperatura, pH e
salinidade (BODOUR e MAIER, 2002).

Surfactantes naturais, também denominados biossurfactantes ou biotensoativos,
sao compostos com propriedades emulsificantes semelhantes aos surfactantes sintéticos.
No entanto, ainda apresentam baixa ou nenhuma toxicidade, elevada biodegradabilidade
e especificidade, e podem conservar-se estaveis em diferentes faixas de pH, temperatura
e salinidade (DESAI e BANAT, 1997). Sdo produzidos a partir do metabolismo dos
microrganismos (CAMEOTRA e MAKKAR 2004; BOGNOLO, 1999; BANAT;
MAKKAR; CAMEOTRA, 2000). Esses biossurfactantes promovem a emulsificacao
dos hidrocarbonetos, tornando-os misciveis em agua, o que reduz a tensdo superficial e
eleva o deslocamento de compostos oleosos (BANAT, 1995). Propiciando a
biodegradagdo do contaminante por aumentarem o contato deste com o0s
microrganismos, o que torna o contaminante com maior disponibilidade (JOHNSEN, et
al., 2005).

Denomina-se biossurfactantes aqueles Jarvis e Johnson (1949) iniciaram a
utilizacao de biossurfactantes, quando descobriram atividades antibidticas e hemoliticas
de um ramnolipideo. Depois, foi desvendada a producdo da surfactina, um
biossurfactante muito estudado, produzido por Bacillus subtilis (ARIMA, et al., 1968).
Posteriormente, pesquisadores descobriram a produgdo de biossurfactantes em meios
hidrofobicos, o que permitiu o estudo de microrganismos produtores de surfactantes,
para aplicagdes em tratamento de residuos oleosos, recuperacdo de petrdleo, e
biorremediacdo de areas contaminadas (BARROS, et al., 2007).

As estruturas dos tensoativos microbianos, sdo iguais aos surfactantes sintéticos:
polimeros com moléculas anfipaticas contendo porg¢des polares e apolares que
possibilitam a formacdo de micelas que se depositam na interface entre liquidos de

polaridades distintas. A porcdo lipofilica geralmente ¢ composta por cadeia de
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hidrocarbonetos de um ou mais acidos graxos que podem ser saturados, insaturados,
hidroxilados ou ramificados. A parte solivel em agua pode ser formada por um
carboxilato, grupo hidroxi ou uma estrutura mais complexa como aminoacidos,
carboidrato, fosfato, dentre outros (DESAI e BANAT, 1997). A grande parte a carga
elétrica dos biossurfactantes ¢ neutra ou carregada negativamente, variando de pequenos
acidos graxos a polimeros. Os biossurfactantes anidnicos possuem um carboxilato e/ou
fosfato, mais raro, um grupo sulfato. Por outro lado, os biossurfactantes catidnicos
apenas parte possuem grupamento amino (NITSCHKE e PASTORE, 2002).

Os biossurfactantes sao moléculas complexas que possuem diferentes estruturas
sendo elas, glicolipidios, fosfolipidios, acidos graxos, complexos proteicos de
polissacarideo e lipopeptidios (CHANDRAN e DAS, 2011). Exemplos de
biossurfactantes bastante estudados sdo os ramnolipideos e as surfactinas, produzidos
por Pseudomonas sp. € Bacillus sp., respectivamente (NITSCHKE, et al., 2005; LIU, et

al., 2010), representados na Figura 2.
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FIGURA 2: Estrutura quimica de biossurfactantes a) ramnolipideo e b) surfactina

(adaptado de CHRISTOFI e IVSHNA, 2002).
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Os ramnolipideos e as surfactinas sdo alguns dos biossurfactantes mais estudados.
Ramnolipideos sdo biossurfactantes da classe glicolipidica, diferenciando sua estrutura
quimica em uma ou duas moléculas de ramnose ligadas a uma ou duas moléculas de
acido B-hidroxidecanoico (4cido caprilico). Enquanto a surfactina esta na classe dos
lipopeptideos, sua estrutura ¢ caracterizada por um anel formado por sete aminoacidos
(Glu-Leu-Leu-Val-Asp-Leu-Leu) e a parte apolar composta por um acido graxo f-
hidroxilado de 13 a 15 carbonos (ARAUJO, 2013).

Os tensoativos microbianos sdo classificados conforme sua composicao quimica e
origem microbiana, enquanto os surfactantes sintéticos sdo divididos pelos grupos
polares (ARAUJO, 2013). Os surfactantes lipoproteicos sdo os principais
representantes, suas principais fungdes sdo atividades antibidticas, antivirais,
antitumorais, imunomoduladores ou inibidores de enzimas e toxinas, tendo como
exemplo, surfactina, iturina, fengicina, liquenisina, micosubtilisina e bacilomicina.

Os biotensoativos podem ser classificados também de acordo com a massa
molecular. Aqueles que apresentam elevada massa molecular sdo particulados e
poliméricos, a principal propriedade ¢ capacidade de emulsdo, enquanto os de baixa
massa molecular, representados pelos glicolipideos, lipopeptideos e acidos graxos,
possuem capacidade de reduzir a tensdo interfacial (ROSENBERG e RON 1997;
ROSENBERG e RON, 1999).

Muitos microrganismos sdo capazes de sintetizar biossurfactantes, mas os
produzidos por bactérias, que sdo os mais estudados, ndo s3o utilizados na industria
alimenticia, pois apresentam patogenicidade. Desta forma, tem-se um grande interesse
em se estudar as leveduras produtoras de biossurfactantes, pois estas possuem baixo ou
nenhum riscos de toxicidade e patogenicidade. Algumas espécies de leveduras como
Candida sp. e Yarrowia sp. sdo muito estudadas e possuem positiva producao de
biossurfactantes (AMARAL, et al., 2010).

Na maioria dos casos, ¢ na fase estaciondria do crescimento que a produ¢do do
biossurfactante ocorre (RON e ROSENBERG, 2001). Em alguns microrganismos, em
que a producdo ocorre na fase exponencial, a atividade de emulsificagdo com maior
representatividade ocorre na fase estaciondria. A Tabela 1 representa alguns dos

principais tipos de biossurfactantes e microrganismos produtores.



TABELA 1: Principais biossurfactantes produzidos por microrganismos.

TIPO DE BIOSSURFACTANTE

MICRORGANISMO

Glicolipideos
* Ramnolipideos

* Soforolipideos

Pseudomonas aeruginosa; Serratia rubidea

Torulopsis bombicola,; Candida bombicola

Acidos graxos e Fosfolipideos

* Acidos graxos
* Lipideos neutros

* Fosfolipideos

Corynebacterium lepus
Nocardia erythropolis

Thiobacillus thiooxidans

Lipopeptidios e lipoproteinas

* Viscosina
* Surfactina
* Serrawetina
* Gramicidina

* Polimixina

Pseudomonas fluorescens
Bacillus subtilis; Bacillus pumilus
Serratia marcescens

Bacillus brevis

Bacillus polymyxa

Surfactantes poliméricos
* Emulsan
* Biodispersan

* Liposan

Acinetobacter calcoaceticus
Acinetobacter calcoaceticus

Candida lipolytica

Surfactantes particulados
* Vesiculas

* Células

Acinetobacter calcoaceticus

Diversas bactérias

Fonte: MULLIGAN, 2004.

3.1.1. Propriedades particulares dos biossurfactantes

Os biotensoativos, quando avaliada a redu¢ao da atividade superficial e

interfacial, sdo mais efetivos que os surfactantes sintéticos convencionais, visto que para

reduzir a tensdo superficial dos liquidos ¢ necessario menor quantidade de

biossurfactante (BANAT, 1995; MULLIGAN, 2004).

A estabilidade funcional dos surfactantes biologicos, propriedade extremamente

interessante em aplicagdes industriais, apresenta uma faixa mais ampla que os

surfactantes quimicos, para diferentes parametros como temperatura, pH e salinidade.
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Os surfactantes quimicos tornam-se inativos quando submetidos variagdes extremas de
temperatura, pH e concentragdes de cloreto de sdédio (HOROWITZ; GILBERT;
GRIFFIN, 1990; ROCHA, et al., 1992; BOGNOLO, 1999).

Ainda os biossurfactantes sdo biomoléculas biodegradaveis e apresentam baixa
toxicidade. Essas propriedades tornam esse composto extremamente interessante devido
a conscientizacdo da preservagdo do ambiente e também ao cuidado da utilizagdo destes
em cosméticos, medicamentos e produtos alimenticios (FLASZ, et al.,, 1998;

NITSCHKE e PASTORE, 2002).

3.2. Producgio biotecnologica microbiana

Véarios organismos vivos tém capacidade de sintetizar compostos com
propriedades surfactantes, como plantas, que produzem saponinas, microrganismos,
produtores de surfactina e, menos citado, o organismo humano, com sais biliares
(NITSCHKE e PASTORE, 2006). Tensoativos de origem microbiana podem ser
subprodutos metabolicos de bactérias, leveduras e fungos filamentosos (CHANDRAN e
DAS, 2011).

O biossurfactante produzido pelos microrganismos ¢ especifico de cada grupo,
variando de espécie para espécie. Os microrganismos que produzem biossurfactantes
pertencem a diversos géneros microbianos, sendo a grande maioria produzida por
bactérias (DENSAI e BANAT, 1997).

A maior parte dos biossurfactantes citados na literatura ¢ originada de bactérias
como Pseudomonas sp., Acinetobacter sp., Bacillus sp., Arthrobacter sp. (GOUVEIA,
et al.,, 2003). Contudo, grande maioria dos surfactantes microbianos de origem
bacteriana ndo ¢ adequada para ser aplicada na industria de alimentos, pois ¢ de
natureza patogénica (SHEPERD, et al., 1995).

Sendo assim, houve um aumento no interesse em se estudar as leveduras
produtoras de biossurfactantes, pois estas nao possuem riscos de toxicidade e
patogenicidade (AMARAL, et al., 2010). Devido a estas caracteristicas, oS
biossurfactantes atrairam a atencdo dos pesquisadores em diversos campos de estudo,
podendo ser considerado um material multifuncional (KITAMOTO, et al., 2001).
Porém, ndo sao utilizados amplamente, visto que existe ainda um alto custo de
producdo, que ¢ ainda mais prejudicado com os métodos ineficazes de recuperacao dos

produtos e a utilizagdo de substratos caros (ROCHA, et al., 2006).
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Com esses empecilhos, surgiu a possibilidade de utilizarem-se substratos
alternativos como residuos agroindustriais, que podem contribuir com a redugdo dos
custos de producao do meio de cultivo, visto que este representa, aproximadamente,
30% dos custos do produto final do processo fermentativo (CAMEOTRA e MAKKAR,
1998). Com a utilizagdo de residuos agroindustriais surge o problema da selecido de
substratos que possuem balangos corretos de nutrientes que suportem o crescimento
celular e a producao dos compostos alvo (NISTCHKE e PASTORE, 2006).

Quando se trata da forma de disponibilizagcdo do biossurfactante, as vezes a célula
microbiana pode apresentar significativa capacidade emulsificante e comportar-se como
biossurfactante, na qual a acdo solvente de hidrocarboneto na superficie lipofilica da
célula, causa perda da incolumidade estrutural, o que promove liberagdo dos
componentes tensoativos para o meio externo. Contudo, somente os biossurfactantes de
origem extracelular possuem capacidade de diminuir a tensdo superficial de uma fase

aquosa (FRANCY, et al., 1991).

3.2.1. Métodos de producao

A produgdo dos biossurfactantes pode ocorrer de duas formas, espontidnea ou
induzida. Quando a forma ¢ induzida, utilizam-se fatores como adi¢gdo de compostos
lipofilicos, alteragdes de temperatura, pH, aeragdo e agitacdo, ou sob condigdes de
estresse sendo as fontes de nitrogénio baixas (DESAI e BANAT, 1997).

A forma de condugdo do processo ¢ muito importante. Processos fermentativos
para producdo de produtos industriais t€ém as principais vantagens: obtengdo em
qualquer época do ano, baixo custo, reduzida toxicidade em relagdo a outros
surfactantes, permite utilizar substratos baratos, espaco utilizado relativamente pequeno,
e controle das condi¢des de cultivo (BARBIERI, et al., 2012).

Dentre as varias formas de cultivo para leveduras, ¢ comumente utilizado o
processo de batelada (sem adicdo de substrato e sem retirada de produto durante a
fermentagdo) ou batelada alimentada (com adicdo de substrato durante a fermentacao e
com retirada de produto somente no final do processo) (SYLDATK ¢ WAGNER,
1987).

As diferengas nas caracteristicas do processo de batelada e batelada alimentada
fazem com que suas aplicagdes sejam atrativas para uma grande gama de processos

fermentativos, uma vez que exigem menos em termos de equipamentos e manutengao.
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Sdo mais seguros em relacdo a manuten¢do das condi¢cdes de assepsia, pois a cada
batelada o reator ¢ esterilizado junto ao novo meio de cultura, recebendo um novo
in6culo responsavel pelo processo (SYLDATK e WAGNER, 1987).

Durante o processo por batelada simples apenas ¢ acrescentado, exceto oxigénio
em processos aerdbicos, antiespumante e acido ou base para controle do pH. No
entanto, no processo de batelada alimentada, os nutrientes, ou parte deles, sdo
acrescidos ao biorreator por um fluxo de alimentagcdo que, por ndo haver retirada, gera
um continuo acréscimo do volume tomado no reator. Desta forma, a escolha apropriada
da forma de conducdo do processo ¢ importante, podendo alterar a produtividade do

produto esperado (FONTES; AMARAL; COELHO, 2008).

3.2.1.1. Fatores que afetam a producio

As caracteristicas dos biossurfactantes podem ser influenciadas por diversos
fatores, como pela fonte de carbono ou de nitrogénio para os microrganismos, bem
como pela concentragdo de fosforo, ferro, manganés e magnésio no meio de cultivo.
Outros fatores que podem influenciar sdo pH, temperatura, agitagdo ou a forma na qual
se conduz o processo. Todas estas caracteristicas sdo fundamentais na qualidade e na
quantidade do biossurfactante produzido (BANAT, 1995). A otimizagdo do processo e
do meio de cultura utilizado ¢ muito importante para obter 0 méximo rendimento com
menor custo, tornando o biossurfactante economicamente mais competitivo que 0s
surfactantes quimicos (FONTES; AMARAL; COELHO, 2008).

Desai e Banat (1997) citam uma forma de producao de biossurfactante na qual
nao ha multiplicagdo celular, chamada de resting cells, em que as células presentes
utilizam de uma fonte de carbono para produzir o biossurfactante. Existem algumas
citacdes de producdo de biossurfactantes por resting cells de leveduras, por exemplo,
Kitamoto, et al. (1992) citam a produc¢do de manosileritritol por Candida antarctica,
producao de soforolipideos produzida por Torulopsis bombicola (CASAS e GARCIA-
OCHOA, 1999).

Sarubbo e colaboradores (2001) utilizaram glicose como fonte de carbono e
produziram biossurfactante, em uma fermentagdo com a levedura Candida lipolytica,
que resultou em uma elevada atividade de emulsificacdo. Demonstraram que ndo ¢
preciso introduzir hidrocarbonetos para a geragao de biossurfactantes. Ainda, Amaral, et

al. (2006) utilizaram da mesma fonte de carbono para sintetizar biossurfactante, a partir

12



do microrganismo Yarrowia lipolytica, o qual mostrou-se com elevada atividade de
emulsificagdo dos compostos 6leo-agua. Enquanto Lukondeh, et al. (2003) utilizaram
meio de cultura com lactose, no qual a levedura Kluyveromyces marxianus produziu
manoproteinas com propriedades emulsificantes.

Além da produc¢do de biossurfactantes utilizando-se fontes de carbono solaveis em
agua, podemos encontrar estudos que revelaram maiores produc¢des quando adicionado
substratos hidrofobicos (HOMMEL, et al., 1994). Outros trabalhos citam a importancia
de utilizar ambos os substratos, insoltivel em agua e carboidrato, na composi¢ao do
meio de cultivo.

Farias e Sarubbo (2006) utilizando Candida lipolytica, fizeram uma otimizacdo da
producio de biossurfactante utilizando 6leo de canola (100 g L) e glicose (100 g L™).
O biossurfactante obtido reduziu a tensdo superficial de 71 mN m’ para,
aproximadamente, 30 mN m’".

Outro componente muito estudado e essencial para o crescimento celular ¢ o
nitrogénio, visto que ¢ extremamente importante na sintese de proteinas e enzimas.
Diversas fontes de nitrogénio podem ser utilizadas na producdo de biossurfactantes,
como a milhocina (SANTANA, et al., 2005), peptona (KIM, et al., 2006), extrato de
levedura (CASAS ¢ GARCIA-OCHOA, 1999), dentre outros substratos. A fonte de
nitrogénio comumente utilizada na producao de biossurfactante ¢ o extrato de levedura,
o qual a concentracdo a ser utilizada varia conforme o meio de producdo e o
microrganismo a ser utilizado.

Quando a fonte de nitrogénio esta escassa, durante a fase estacionaria do
crescimento microbiano, € o principal momento da produgdo de biossurfactante (KIM,
et al., 2006). Coopper e Paddock (1984) mencionaram a implicacdo da fonte de
nitrogénio, como nitrato de sdédio, cloreto de amoénio, nitrato de amdnio e extrato de
levedura, na producgdo de biossurfactante, utilizando Torulopsis bombicola sob agitacao.
Notaram que o nitrato ndo ¢ uma fonte de nitrogénio ideal, pois proporcionou reducao
na produc¢do do biossurfactante. Enquanto, o extrato de levedura, na concentragdo de 5 g
L', melhorou a produ¢do de biossurfactante, se substituido o extrato de levedura por
peptona, a concentragdo de biossurfactante foi reduzida & metade e quando se substitui
por ureia a produ¢ao foi extremamente baixa.

Quando, Zinjarde e Pant (2002) estudaram a producdo de biossurfactante
utilizando Yarrowia lipolytica com diferentes fontes de nitrogénio, como sulfato de

amonio, cloreto de amonio, nitrato de amonio e ureia, obtiveram como resultado a
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reducdo pela metade, da producdo de biossurfactante, quando adicionado nitrato de
amonio e ureia. J4 a adi¢do de sulfato de amodnio e cloreto de amonio proporcionou
elevada atividade de emulsificagao.

Visto a relevante importancia dos componentes do meio de cultivo, deve-se levar
em consideracdo o controle das condi¢cdes operacionais, sendo estas temperatura, pH e
agitacdo, que sdo extremamente importantes no sucesso da ampliagdo de escala de
producdo dos biossurfactantes, o que vao tornd-los ou ndo economicamente viaveis
quando relacionados aos surfactantes quimicos (BANAT, 1995).

Quando estudado o efeito do pH na producdo de biossurfactante, utilizando
Candida antarctica, empregando tampao fosfato em pHs de 4,0 a 8,0, os tampdes
demonstraram redu¢do no rendimento se comparados a agua destilada (KITAMOTO, et
al., 2001). Zinjarde e Pant (2002) apds estudar a influéncia do pH inicial na produgao
do biossurfactante, por Yarrowia lipolytica, concluiram que a maior producao foi em
pH inicial igual a 8,0, que corresponde ao pH natural da 4gua do mar.

Tratando-se do efeito da temperatura, quando Kitamoto, et al. (2001) estudaram a
producdo de manosileritritol por resting cells e por crescimento celular utilizando
Candida antarctica, nas duas condugdes a producao elevada foi observada a 25°C.

A agitagdo ¢ um fator muito importante, visto que permite a transferéncia de
oxigénio, da fase gasosa para aquosa, de forma mais facil (SCHMIDELL, et al., 2001).
Ainda, permite um contato homogéneo dos microrganismos com os substratos. E
quando ¢ possivel utilizar-se de agitagdes mais baixar, pode-se auxiliar na redugao de
gastos e na prevencao do desgaste dos equipamentos.

Quando levado em consideragdo a acidez do meio de cultivo, Bednarski, et al.
(2004) correlacionaram com a producao de glicolipideos, por Candida antarctica e
Candida apicola. O resultado em pH 5,5 foi o que demonstrou maior produgdo.
Enquanto que quando o pH ndo foi ajustado, houve um efeito negativo na sintese de

biossurfactante.

3.2.2. Parametro de avalia¢ao

3.2.2.1. Tensao superficial

A tensdo superficial surge nos liquidos como consequéncia do desequilibrio entre

as forcas atuando sobre as moléculas da superficie em relacdo aquelas que se localizam
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no interior da solugdo. A forga que atrai as moléculas da superficie de um liquido para o
seu cerne, ¢ o principal obstaculo para o desenvolvimento de bolhas e gotas em
liquidos.

As forcas de coesdo tendem a reduzir a area superficial ocupada pelo liquido,
nota-se com frequéncia gotas tomarem a forma esférica. Esta forca que atua na
superficie dos liquidos possui o nome de tensdo superficial, sendo quantificada
determinando-se o trabalho necessario para aumentar a area superficial. Quanto menor a
tensao superficial mais facil de o liquido espalhar-se (ADAMSON e GAST, 1997).

Para demonstrar a eficiéncia de um surfactante, determina-se a capacidade deste
em reduzir a tensdo superficial do liquido em estudo. A tensdo superficial ¢ a medida de
energia livre da superficie pela unidade de area, energia esta, necessaria para mover
uma molécula do interior para a superficie do liquido (MULLIGAN, 2004; PIROLLO,
2006). Mulligan (2004) estudando tensdo superficial descreveu que com a presenca de
surfactantes, ¢ necessaria menor energia para mover uma molécula a superficie o que
proporciona uma menor tensdo superficial. Sendo assim, um surfactante de boa
qualidade pode diminuir a tensio superficial da 4gua de 72 para 35 mN m'.

Os tensoativos em solucdo ocupam a superficie do liquido, reduzindo a forga de
coesdo entre as moléculas do solvente e, por conseguinte, diminuindo a tensdo
superficial, isso ocorre devido a presenca do grupo lipofilico nos tensoativos
(BEHRING, 2004). Com a diminuic¢ao da tensao superficial tém-se os efeitos molhante,

espalhante e penetrante e maior velocidade de absor¢do (IOST e RAETANO, 2010).

3.2.3. Microrganismos

As bactérias e leveduras sdo os microrganismos mais estudados como produtores
de biossurfactante. Embora as pesquisas estejam focadas em estudar as bactérias,
algumas espécies sdo patogénicas, o que prejudica a aplicagdo dos biossurfactantes
produzidos em algumas industrias como a alimenticia (SHEPHERD, et al. 1995).
Enquanto a utilizagdo de leveduras apresenta producdo de biotensoativos nao
patogénicos e nao toxicos, desta forma ¢ possivel a aplicagdo destes microrganismos e

seus metabolitos em diversos setores industriais (BARTH e GAILLARDIN, 1997).
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3.2.3.1. Leveduras

As leveduras sdo caracterizadas como microrganismos unicelulares, brancas ou
avermelhadas, variam de tamanho de 1 a 5 um de didmetro ¢ 5 a 30 pum de
comprimento. Apresentando forma diversificada, como esféricas, elipticas, filamentosas
(DE HOOG, et al., 2000). Em sua estrutura podemos nos deparar com uma membrana
citoplasmatica lipoproteica, que possui fun¢ao de regular as trocas com o meio externo
e apresentam parede celular rigida. Sdo classificadas como células eucaridticas, se
reproduzem de forma sexuada ou assexuada, sendo respectivamente, formacdo de

esporos e brotamento ou divisdo binaria (LIMA; AQUARONE; BORZANI, 1975).

3.2.3.2. Leveduras da Antartida

As leveduras do ambiente subglacial sdo capazes de tolerar extensa faixa de
temperaturas e que por serem resistentes ao congelamento e descongelamento sdo
classificadas como halotolerantes. Foram caracterizadas como incapazes de formar
micélios e quanto ao tamanho, sdo relativamente menores quando comparadas as outras
leveduras (BUTINAR, et al., 2005). Uma possivel explicagdo para a aptiddo de manter-
se congeladas por longos periodos, estando ainda vidveis, pode ser esclarecida pela
habilidade de as leveduras encontradas no gelo acionarem a reparagdo de danos
macromoleculares quando necessario, como a reparacdo do DNA (CHRISTNER, 2000;
BIDLE, et al., 2007).

As leveduras presentes em ambientes extremamente frios tém sido isoladas de
neve fresca e gelos subglaciais no Artico, antigo gelo de geleiras de diferentes locais do
mundo e uma variedade de ambientes Antarticos (AMATO, et al., 2007; BUTINAR, et
al., 2007; CHRISTNER, et al., 2000; VISHNIAC, 2006). Visto que se sabe pouco sobre
os recursos genéticos das comunidades microbianas da Antéartida, Duarte, et al. (2013)
estudaram amostras de leveduras obtidas de ambientes terrestres ¢ marinhos, bem como
suas capacidades de producao de enzimas ativas em temperaturas baixas a moderadas.
A levedura Cryptococcus victoriae se destacou como uma das espécies mais
abundantes, encontrada em sedimentos marinhos, liquens e Salpa sp.

Os microrganismos extremofilos da regido do continente antartico sao adaptados
as temperaturas baixas. Grande parte destes microrganismos estd presente na agua

liquida, esta encontra-se presente em uma interacdo de capilares nos terminais dos
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graos, entre os cristais de gelo (PRICE, 2000). Estes microrganismos vivem em
ambientes desfavoraveis para atividades metabdlicas comuns, porém desenvolveram
adaptagdes no sistema enzimatico e membranas que fazem com que eles sobrevivam e
proliferem em condic¢des adversas (CORRADI DA SILVA, et al., 2006).

Os microrganismos que vivem nos locais com mais de uma limitagdo, como
temperatura, nutrientes, luz, etc., sdo obrigados a produzir substincias de defesa contra
os efeitos nocivos do ambiente em que sdo expostos. As condi¢des climaticas mais
extremas do planeta sdo encontradas na Antartida, local seco, frio e ventoso. As
populacdes microbianas presentes neste territorio sdo fontes potenciais de enzimas e
metabolitos que podem ser aplicadas biotecnologicamente em diversas areas da saude,
industria e agricultura (ECUADOR, 2010).

Foram realizados alguns estudos com produgdo de biossurfactante a partir
leveduras provenientes da antartica. Kimura e colaboradores (1975) avaliaram o efeito
do biossurfactante mannosylerythritol lipidico, produzido pela levedura Pseudozyma
antarctica, sobre a hidratacdo de peles danificadas, notaram que a aplicagdo dessas
biomoléculas reverteu os danos na pele. Isso confirma a capacidade de leveduras
antarticas produzirem biossurfactantes, com aplicabilidade em diferentes setores
industriais, como na area dos cosméticos.

Outro estudo com levedura da Antartida foi a producdo e caracterizagao do
biossurfactante produzido por. Gesheva e colaboradores (2010), utilizando
Rhodococcus fascians, descobriram que o tensoativo produzido ¢ um glicolipideo que
contém ramnose, sendo capaz de reduzir a tensdo superficial na interface dgua-ar para
27 mN m™. O mesmo biotensoativos foi capaz de inibir o crescimento de Bacillus

subtilis ATCC 6633 e apresentou atividade hemolitica.

3.2.3.3. Cryptococcus victoriae

A levedura utilizada na pesquisa, Cryptococcus victoriae ¢ um fungo que pertence
ao filo Basidiomycota, do género Cryptococcus, primeiramente descrita por Montes e
colaboradores (1999) e codificada por Duarte (2013) como L92. A origem ambiental foi
em liquens presentes em rochas no ambiente antartico. Essas leveduras, na maioria das
vezes, dao origem a colonias convexas, lisas, redondas, de coloracdo rosa clara ou

péssego, variando de acordo com a cepa. Sua reproducdo ocorre de forma assexuada
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através de brotacao multilateral (FELL, et al., 2000). A temperatura de crescimento foi
indicada entre 5 ° C € 20 ° C, com um 6timo a 15 ° C.

Todas as espécies do género Cryptococcus, podem assimilar glicose e galactose, e
todas elas podem assimilar pelo menos varios outros tipos de aglcar, sugerindo um
género de leveduras generalistas em vez de especialistas (BENHAM, 1956; KREGER-
VAN RIJ, 1964). Os Cryptococcus também foram citados na literatura em relagdo ao
seu uso na biotecnologia, por possuirem potencial para produzir novas enzimas e
biomoléculas, como agentes para degradacdo xenobiodtica ou novos produtos quimicos

farmacéuticos (SHIVAJI e PRASAD, 2009).

3.2.4. Meios de cultivo

Os componentes do meio de cultivo sdo fatores de importancia na composi¢do e
caracteristicas dos biossurfactantes produzidos. Por exemplo, a escolha correta das
fontes de carbono, nitrogénio, fosforo, ferro, manganés e magnésio sdo fatores
extremamente especiais. Outros fatores como temperatura, agitacdo, pH e forma de se
conduzir o experimento também s3o muito importantes, principalmente na
determinagdo de quantidade e qualidade do biossurfactantes a ser produzido (BANAT,
1995).

Para produgdo dos biossurfactantes, os microrganismos utilizam substratos
importantes, como acgucares, hidrocarbonetos, sais e residuos agroindustriais
(NITSCHKE e PASTORE, 2002). Visto que podemos produzir os biossurfactantes
utilizando residuos e sabendo que hd uma dificuldade em se utilizar industrialmente os
biossurfactantes, sendo que na maioria dos casos os custos de produgdo sao elevados e
acompanha a aplicagdo de substratos onerosos. Os custos podem ser reduzidos
utilizando fontes alternativas de nutrientes que, em alguns casos, pode elevar o
rendimento do produto (GALLERT e WINTER, 2002). Uma das alternativas para
resolver este empecilho seria reaproveitar os subprodutos industriais, como os residuos
agroindustriais. A utiliza¢dao de residuos industriais tem sido muito relatada em artigos,
pois a producao mundial destes, relacionados a processos agroindustriais, ¢ maior que
3,5 bilhdes de toneladas de residuos a cada ano. Sendo necessaria a aplicagdo dos
residuos na producao de biossurfactantes, auxiliando na redu¢do do descarte inadequado

(GRAMINHA, et al., 2008).
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Essa tatica reduz os custos de producdo do biossurfactante e como consequéncia
reduz o potencial poluidor ocasionado pelos dejetos lancados no ambiente
(MANEERAT, 2005). Grande parte das industrias de alimentos emprega gorduras e
0leos, o que origina grande quantidade de residuos graxos. Visto que os residuos estao
se acumulando, tem crescido o interesse em dar melhor destino a esses materiais, para
serem utilizados como fonte de nutrientes para os microrganismos (MAKKAR e
CAMEQOTRA, 2002).

Thanomsub e colaboradores (2004) empregaram como fonte de carbono o 6leo de
soja queimado, derivado da fritura, para produgdo de biossurfactante glicolipidico a
partir de Candida ishwadae, o biossurfactante obtido apresentou-se com elevada
atividade de emulsificacao.

A produgdo dos biossurfactantes ocorre quando se utiliza tanto fontes de carbono
soluveis quanto insoluveis em dgua. No entanto, ha relatos na literatura que ¢ preferivel
a combinagdo de substratos insoluveis e carboidratos. Os carboidratos seriam utilizados
para formacgao da parte polar da molécula, enquanto os compostos insoltiveis formariam
a parte apolar dos surfactantes bioldégicos (HOMMEL, et al., 1994).

Assim como a fonte de carbono ¢ fundamental na produgdo do biotensoativos, o
nitrogénio possui grande importancia, sendo imprescindivel para o crescimento celular e
para a sintese de proteinas. De acordo com Fontes e colaboradores (2008) a principal
fonte de nitrogénio estudada ¢ o extrato de levedura, variando a quantidade aplicada de
acordo com o microrganismo estudado.

A relacdo entre as fontes de carbono e nitrogénio ¢ pardmetro de diversos estudos.
Em pesquisa avaliando Rhodotorula glutinis, empregando diferentes razdoes C/N na
producdo de biossurfactantes, obteve-se um aumento da emulsificagdo com o
incremento da relacdo C/N (ANDRADE, et al., 2006; FONTES; AMARAL; COELHO,
2008).

3.2.5. Residuos industriais
Todos os anos sao produzidos bilhdes de toneladas de residuos das industrias de
diversas areas. Estes residuos sdo prejudiciais ao ambiente e a saude dos seres humanos.

Dessa forma, a utilizagdo desses rejeitos como matéria-prima de processos

biotecnoldgica se torna um destino vantajoso, pois reduz os custos de producao das
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biomoléculas e minimiza os impactos causados pelo descarte inadequado dos residuos
no meio ambiente (MANEERAT, 2005; PANDEY; SOCCOL; MITCHELL, 2000).

Devido a presenga de elevada quantidade de carboidratos, lipideos e sais nos
residuos agroindustriais, estes apresentam potenciais matérias-primas para a producao
dos biossurfactantes (BANAT; MAKKAR; CAMEOTRA, 2000). Na agroindustria
temos diversos residuos que podem ser utilizados, muitos deles ja descritos na literatura,
oleo de soja, milho, coco, canola e outros; dejetos domésticos e comerciais, como o 6leo
de fritura; dgua de manipueira; milhocina; residuos da fabricagdo de balas; aguas
residuais e vinhaga advindas do processamento de cana; varios outros (THOMPSON;
FOX; BALA, 2000; MERCADE, et al, 1993; OHNO; ANO; SHODA, 1995;
GALLERT e WINTER, 2002).

A principal barreira na utilizagdo dos residuos na formula¢ao do meio de cultivo é
o ajuste da composi¢ao dos nutrientes necessarios para o crescimento do microrganismo
e desenvolvimento da biomolécula alvo. Podendo ser pouco interessante caso haja
necessidade de gastos com transporte, armazenamento e tratamento antes do
processamento, o que encarece o processo (NITSCHKE e PASTORE, 2003). Thavasi e
colaboradores (2007) utilizando de fontes renovaveis de baixo custo e disponiveis
produziram biossurfactante testando trés microrganismos, notaram que os trés foram
capazes de produzir um complexo glicopeptidico com capacidade de emulsionar
diferentes hidrocarbonetos.

Segundo a Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria (Embrapa) sdo utilizados
apenas 15 a 20% da polpa de caju na fabricagdo de suco, doces, vinhos ou consumo in
natura. Milhares de toneladas de pedunculo sdao jogados fora, cada quilo de castanha de
caju corresponde a nove quilos de pedunculo. Desta forma estima-se que o Brasil

desperdice mais de um milhdo de toneladas de pedunculo (OLIVEIRA, 2010).

3.3. Planejamento e otimizac¢io

O planejamento experimental e a otimiza¢do sdo passos importantes na
metodologia trabalhada. Os métodos analiticos devem atender condi¢des de qualidade
como, confiabilidade e comparabilidade. Geralmente o processo ¢ afetado por um
grande nimero de variaveis ou fatores. A otimizagdo ¢ uma fase com o objetivo de se
encontrar valores das variaveis que apresentam a melhor resposta provavel. Existem

duas estratégias de otimizacdo: as técnicas univariada e multivariada. Na univariada,
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varia-se um fator por vez, enquanto os demais fatores ficam constantes, ndo ¢ levado em
consideracdo as interagdes entre os fatores, nesta abordagem o nimero de experimentos
¢ 1importante. Enquanto, na multivariada, diversos fatores s3o estudados
simultaneamente em um numero definido de experimentos, variando os niveis dos
fatores envolvidos no processo (CANDIOTI et al., 2014).

De acordo com Oberoi, et al. (2014), design multivariado de experimentos (DOE)
e a metodologia de superficie de resposta (MSR) sdo essenciais para o desenvolvimento,
aprimoramento ¢ melhoria dos processos. Visto que a otimizacdo de multiplos
parametros ¢ demorada, a MRS pode ser empregada na avaliacdo da significancia de
varios fatores, principalmente quando ha interacdes entre fatores, sendo elas complexas
de estipular.

Segundo Zhen e colaboradores (2013) a MSR ¢ obtida baseado no planejamento
experimental, que determina os valores dos fatores para a conducdo de experimentos e
obtencdo de dados. Os dados sdo utilizados no desenvolvimento de um modelo empirico
que relaciona a resposta do processo com os fatores. A posteriori, o modelo auxilia a
obtenc¢do da melhor resposta do processo, sendo validada por meio de experimentos.

A MSR ¢ constituida por trés fases, a primeira denominada triagem, em que os
experimentos sdo direcionados com o propodsito de encontrar os fatores que causam
efeitos estatisticamente significativos, positiva ou negativamente, a fim de atingir o
objetivo do estudo; a segunda nomeada modelagem, em que os experimentos possuem a
finalidade de modelar a caracteristica de interesse em funcdo dos fatores avaliados; a
otimizag¢do, terceira fase, na qual o modelo de resposta ¢ analisado para determinar os
valores das variaveis nas quais sdo obtidas as condi¢des 6timas do sistema (COSTA et
al., 2011).

Em diversos estudos, as analises envolvem multiplas respostas, estas devem ser
otimizadas simultaneamente, uma vez que a analise univariada pode apresentar solucdes
incompativeis. Esta analise simultanea ¢ empregada na MSR, consiste em converter as
respostas multiplas em uma unica resposta, combinando as respostas individuais em
uma funcdo composta acompanhada de sua otimizagdo. A técnica de desejabilidade ¢
uma das mais utilizadas, apresenta métodos faceis de compreender e de empregar e
possui flexibilidade para incorporar as preferéncias por decisdes (pesos ou prioridades
destinadas as respostas). O método de desejabilidade mais utilizado, proposto por
Derringer e Suich (1980) esta disponivel em diferentes pacotes de software para andlise

de dados. A fungdo de desejabilidade converte os modelos de resposta de segunda
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ordem estimados em fungdes de desejabilidade individuais. Estas sdo agregadas em uma
funcdo composta (desejabilidade global). Na maioria das vezes, essa funcdo ¢ uma
média geométrica ou aritmética, que serda maximizada ou minimizada, respectivamente
(COSTA et al., 2011).

Xiao, et al. (2006) observaram os efeitos da composi¢cdo do meio e dos parametros
de fermentacdo na produgdo de micélios e polissacarideos intracelulares, usando
fungdes de desejabilidade. Detectaram que o uso de funcgdes de desejabilidade ¢
eficiente na otimizacao de processos de fermentacdo com varias respostas, estando
viavel aplicag@o a outros sistemas de fermentagao.

Em pesquisa, Gadhe, et al. (2013), empregaram a MRS e a funcdo de
desejabilidade, para obter a maxima producdo de hidrogénio em lodo anaerdbio. Li, et
al. (2007) tragaram um meio ideal para o processo de fermentacdo de L-glutamina,
empregando metodologia de superficie de resposta. Utilizando os resultados da MSR, a
funcdo de desejabilidade foi introduzida prevendo a melhor condi¢do do meio em
relacdo a concentragdo de L-glutamina e ao custo de producdo, as técnicas de
otimizagdo aplicadas demonstraram ser eficientes para aperfeicoar o meio de
fermentacdo para a producdo de L-glutamina. Yang, et al. (2014) utilizaram métodos
estatisticos sequenciais juntamente com a funcdo desejabilidade e obtiveram éxito nos
resultados confirmando a eficicias desta aplicacdo para modelagem matematica e

analise fatorial do processo de otimizagao.

3.3. Aplicacoes

Considerando todas as propriedades dos surfactantes bioldgicos, temos uma vasta
area de aplicacdo destas biomoléculas, nas industrias, agricultura e no ambiente. No
setor industrial, podem ser aplicados em produtos de limpeza, higiene, cosméticos,
industria petrolifera, de mineracao, farmacéutica, alimenticia, dentre outras (DENSAI e
BANAT, 1997; CAMEOTRA ¢ MAKKAR, 1998; BOGNOLO, 1999). Nas industrias
que possuem tanques de armazenamento de o6leos, os biossurfactantes podem ser
empregados reduzindo a viscosidade dos 6leos e atuando na estabilidade das emulsdes
agua-0leo (MAKKAR ¢ CAMEOTRA, 2002). Na agricultura, na formulagcao de adubos
foliares e agrotoxicos, pois agem como espalhantes sobre a folha, apresentando grande
importancia na melhor absor¢do de nutrientes pela planta. Tem-se utilizado amplamente

os biossurfactantes, em prote¢do ambiental, como aumento da recuperacao e controle de
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derramamento de petroleo, desintoxicagdo e biodegradacdo de efluentes industriais e de
solos contaminados, com uma técnica denominada biorremediagdo, na qual o
biossurfactante age sobre o hidrocarboneto tronando este disponivel para a degradacao
dos microrganismos (PLAZA, et al., 2006).

A biorremediagdo utiliza microrganismos vivos ou enzimas produzidas por eles
para remover ou neutralizar a agdo deles no meio ambiente (GAYLARDE;
BELLINASO; MANFIO, 2005). Pode ser feita em locais onde ocorrem acidentes com
derramamento de oleo, resolvendo um problema ecologico e social (NITSCHKE e
PASTORE, 2002). Visto que os biossurfactantes aumentam a interagdo superficial,
acelerando a degradagdo de diversos 6leos por microrganismos, através da acdo sob a
superficie de contato, promovendo a biorremediagdo de 4aguas e solos. Os
biossurfactantes podem ser aplicados na biodegradagdo de pesticidas e na reducao de
contaminagdo por metais pesados toxicos como uranio, cddmio e chumbo (BANAT,
1995; ALEXANDER, 1999; GAYLARDE; BELLINASO; MANFIO, 2005).

Além disso, a biorremediagdo tem sido amplamente investigada e recomendada
pela comunidade cientifica e governamental, uma vez que ¢ uma alternativa
ecologicamente mais adequada e eficaz para o tratamento de ambientes contaminados
com moléculas organicas de dificil degradacdo (GAYLARDE, et al., 2005). Meyer e
colaboradores (2014) realizaram uma avaliacdo da biodegradacao de diesel, biodiesel e
uma mistura de 20% biodiesel/diesel, utilizando biossurfactante, em latossolos do sul do
Brasil utilizando duas diferentes estratégias de biorremediagdo: atenuacdo natural e
bioaumentacgao/bioestimulagdo. Os resultados mostraram que a biodegradagcdo do
biodiesel puro foi maior para o bioaumento/bioestimulagdo do que a atenuagdo natural,
sugerindo que as adi¢cdes de consoércio microbiano juntamente com o ajuste
proporcional de macronutrientes levaram ao aumento da degradagdao do biodiesel.
Assim, essa foi considerada a estratégia com elevado potencial de limpeza de solos
contaminados com diesel e misturas de biodiesel. Percebe-se, que os biossurfactantes
microbianos sdo favoraveis as propostas de biorremediacao (LOTFABAD, et al., 2009).

A surfactina possui diversas aplicagdes farmacéuticas, por exemplo, inibicdo da
formacdo de coagulos, atividade antibacteriana e antifungica, atividade antiviral e
antitumoral, formacdo de canais i0nicos em membranas. O lipopeptideo, iturina,
produzido por Bacillus subtilis, possui atividade antifingica, que afeta a morfologia e

estrutura da membrana celular de leveduras (ARIMA, et al., 1968).
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Outra aplicacdo ¢ na formulagdo de herbicidas e pesticidas, sabe-se que estes
compostos sdo hidrofobicos, o que torna necessario a inser¢ao de agentes emulsificantes
para que os herbicidas e pesticidas tornem-se soliveis em solugdes aquosas (PATEL e

GOPINATHAN, 1986).
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Residuos agroindustriais

Os residuos agroindustriais de abacaxi (4Ananas comosus) foram obtidos de
restaurantes proximos a Universidade Federal de Uberlandia (UFU), enquanto os de
caju (Anacardium occidentale) foram adquiridos em fazendas locais. Os residuos de
abacaxi e caju in natura foram processados no Laboratério de Pedologia da UFU.
Posteriormente, os extratos obtidos da centrifugacdo a 10.000 g, por 20 minutos,
temperatura de 4 °C, foram autoclavados. Os residuos de abacaxi sdo compostos
basicamente de casca e folhas do abacaxizeiro. Os residuos de caju compostos

basicamente do pedinculo do fruto do cajueiro.

4.1.1. Caracterizacao dos residuos agroindustriais

Os acucares redutores totais (ART) foram determinados de acordo com a
metodologia descrita por Miller (1959). Elaborou-se uma curva de analitica com
solugdes padroes de glicose nas concentragdes de 0, 100, 200, 300, 500 e 600 mg e em
seguida fez-se a leitura da amostra do extrato de caju e abacaxi, utilizou-se como
reagente o acido 3,5-dinitrosalicilico (DNS), que ¢ o agente oxidante. A leitura ¢ feita
em espectrofotometro a 540 nanOmetros (nm). A partir de uma curva padrdo foi
possivel determinar a concentragio de ART em g L™

Os calculos para a determinagdo dos agucares redutores totais podem ser

realizados por meio da Equagao (1).

Diluigdo da hidrolise X Funcgio da curva
1000

ART (gL™) = (1)
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4.2. Microrganismos e conservacio

O microrganismo utilizado, Cryptococcus victoriae, codificada como 192
(DUARTE, et al., 2013) foi obtido durante uma expedicao a Antartida no verao austral
(2009 e 2010) pela equipe do Programa Antértico Brasileiro, veio da cole¢ao de culturas
da Divisdo de Recursos Microbianos do Centro Pluridisciplinas de Pesquisas Quimicas,
Biologicas e Agricolas da Universidade Estadual de Campinas (CPQBA/Unicamp). A
colecao ¢ composta por 100 isolados de diferentes ambientes antarticos, tanto terrestres
quanto marinhos. O C. victoriae foi preservado em frascos de penicilina contendo meio
YPD (extrato de levedura 10 g L™'; peptona 20 g L' e glicose 20 g L") e glicerol 50%
(v/v) e conservado a -10 °C. Cada frasco de penicilina foi preenchido com a mesma

cultura inicial, possibilitando utilizar-se da mesma geracao durante todo o estudo.
4.3. Condicoes fermentativas

Para a fermentacdo inocularam-se 2 mL do meio contendo o microrganismo
estoque em Erlenmeyer contendo 50 mL de meio YPD, que foi incubado em agitador de
bancada a temperatura ambiente e 100 rotacdes por minuto (RPM), por 24 horas, esse ¢
0 tempo necessario para que a cultura atinja o fim da fase exponencial ou inicio da fase
estacionaria (CANGUSSU, 2003). Uma amostra contendo uma unidade de densidade
optica (600 nanometros) foi utilizada para inocular as culturas subsequentes. Todas as

fermentagdes foram realizadas em modo batelada.
4.4. Preparo das amostras

Apbs o cultivo, em condi¢des fermentativas, foram centrifugados 30 mL do caldo
fermentado a 10.000 g, 4 °C por 20 minutos, com o objetivo de separar as células da

solucdo aquosa.
4.5. Avaliaciao da composicio do meio

O microrganismo foi inoculado, apds fermentacdo (item 4.3), em frascos
Erlenmeyers de 125 mL, contendo 50 mL de cada meio formulado para a selegao das

fontes de carbono e nitrogénio. Para avaliar a composi¢cdo do meio foram selecionadas
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oito fontes de carbono e cinco fontes de nitrogénio no primeiro planejamento
experimental, a escolha das fontes foi baseada em trabalhos anteriormente realizados
por diversos autores com diferentes microrganismos.

A Tabela 2 apresenta as fontes de carbono que foram utilizadas, sendo estas na
concentragio de 10,0 g L' e as fontes de nitrogénio na concentragio de 2 g L. No total
foram avaliados 13 meios de cultivo, todos com a mesma concentragdo de sais sendo
10,0 g L de cloreto de sodio (NaCl), 5,0 g L' de fosfato de sodio bibasico (Na,HPOs),
2,0 g L' fosfato de potassio monobésico (KH,PO,) ¢ 0,2 g L de sulfato de magnésio
heptahidratado (MgS0O4.7H,0).

TABELA 2: Fontes de carbono e nitrogénio dos meios avaliados.

Meios Fontes de Carbono (10 g LY Fonte de Nitrogénio (2 g LY
1 Acetato de Sédio

2 Citrato de Sodio
3 Glicose
4 Sacarose
Nitrato de Amodnio
5 Peptona
6 Extrato de Levedura
7 Extrato de Abacaxi
8 Extrato de Caju
"""" o " (Citratode Aménio
10 Nitrato de Amdnio
11 Sacarose Sulfato de Amdnio
12 Peptona
13 Extrato de Levedura

Todos os meios foram avaliados, em triplicata, pelos seguintes pardmetros: quanto
ao crescimento celular avaliou-se densidade Optica e massa seca; para produgdo de

biossurfactante utilizou-se tensao superficial e indice de emulsificacao.
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4.5.1. Tensao superficial

A tensdo superficial foi aferida pelo método do anel de Du Noiiy (1925),
utilizando tensiometro modelo K6 (Kriiss GmbH, Hamburgo, Alemanha), a temperatura
ambiente. A calibragdo foi realizada conforme as especificagdes do fabricante descrito
no manual do tensidmetro.

O meio contendo biossurfactante foi submetido a analise da tensao superficial e
feita comparacdo dos resultados obtidos com a execugdo do mesmo teste utilizando
alcool etilico. O valor de tensdo obtido para cada levedura ¢ multiplicado pela razao
entre o valor teodrico da tensdo do alcool etilico, a 25 °C, e o valor do alcool etilico no
momento em que as amostras foram aferidas (THAVASI, et al., 2011). Realizou-se esta
etapa, pois as condigdes ambientais podem interferir nos valores avaliados, sendo

necessario entdo um ajuste dos valores.
4.5.2. Indice de emulsificacao

O indice de emulsificacdo foi medido utilizando diferentes hidrocarbonetos, os
quais foram querosene, 6leo diesel e 6leo motor, misturados ao biossurfactante, na
propor¢do 1:1 em tubos de ensaio de 5 mL. Estes foram agitados por 2 minutos em
vortex e deixado em repouso por 24 horas. Para o indice de emulsificag¢do utilizou-se
O0leo diesel, d6leo de motor e querosene, que foram adquiridos em posto de
abastecimento local.

O célculo da capacidade de emulsificacdo do surfactante foi feita de acordo com a
Equacdo (2), que representa a relagdo entre a altura da camada emulsificada (Ag)

dividida pela altura total (Art) multiplicada por 100 (CAI, et al., 2014).

E =2 100 @)
At
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4.5.3. Producao de biomassa

Foram utilizados dois métodos para determinacdo da biomassa, sendo eles
densidade optica (DO) e massa seca. Apos fermentacao os meios foram centrifugados
(10.000 g, 20 minutos, a 4°C) para as duas analises.

Para a andlise por massa seca, foram centrifugados 30 mL de meio fermentado. O
sobrenadante resultante foi utilizado nas avaliacdes de tensdo superficial e indice de
emulsificacdo e o pélete resuspendido em agua destilada ¢ colocado em placas de petri e
levado a estufa de 65 °C, por 24 horas. O resultado foi obtido pela diferenca entre massa
da placa pds-processo de secagem do pélete e massa da placa sem amostra (SARI, et al.
2014).

Na andlise por DO, a absorbancia foi medida antes da centrifugacdo e
posteriormente foram centrifugados (10.000 g, 20 minutos, a 4°C) 1,5 mL de meio
fermentado, feita leitura da absorbancia novamente do sobrenadante, a 600 nm em
espectrofotometro. O resultado foi obtido pela diferenca entre a absorbancia antes da

centrifugacao e ap0s a centrifugacao (SILVEIRA et al., 2009).

4.6. Planejamento fatorial e composto central

O planejamento fatorial foi realizado para avaliar quais as fontes de carbono e
nitrogénio e as concentragdes destas, mais adequadas para a produgdo de
biossurfactante pela levedura Cryptococcus victoriae, por meio da fermentagdo em meio
liquido.

Entdo, para estudar a influéncia das variaveis: fontes de carbono e fontes de
nitrogénio, na producao de biossurfactante, foi realizado um planejamento fatorial
completo 2°' (Tabela 3 com fatores e niveis codificados ¢ Tabela 4 com os meios
formulados), com quatro repeticdes no ponto central (PC), utilizando o software
STATISTICA®, de acordo com a metodologia de Barros Neto, et al. (2001). Foram
utilizadas duas fontes de carbono e duas de nitrogénio, sendo elas, respectivamente,
extrato de caju, acetato de sodio, extrato de levedura e citrato de amonio, ainda foi
avaliado o pH inicial do meio. Os sais utilizados em cada um dos meios foram os

mesmos descritos no item 4.5.
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TABELA 3: Fatores e niveis codificados para o planejamento 2.

Niveis/Fatores -1 0 +1

Extrato de Caju (g L) 5 10 15

Acetato de Sodio (g L 5 10 15

Extrato de Levedura (g L) 1 3 5

Citrato de Aménio (g L™) 1 3 5
pH Inicial 4,00 6,00 8,00

TABELA 4: Meios de cultivo com componentes codificados para planejamento

experimental 2.

Meios Ext. Acet. Ext. Citr. pH
Caju Sédio  Levedura Aménio Inicial
1 1 -1 -1 1 1
2(C) 0 0 0 0 0
3 -1 -1 -1 -1 1
4(C) 0 0 0 0 0
5 -1 -1 -1 1 -1
6 1 1 1 1 1
7 -1 1 -1 -1 -1
8 -1 -1 1 -1 -1
9 1 -1 1 -1 1
10 -1 -1 1 1 1
11 -1 1 -1 1 1
12 1 1 -1 1 -1
13 (C) 0 0 0 0 0
14 1 -1 -1 -1 -1
15 1 -1 1 1 -1
16 1 1 1 -1 -1
17 -1 1 1 1 -1
18 -1 1 1 -1 1
19 1 1 -1 -1 1
20 (C) 0 0 0 0 0

(C): ponto central
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Posteriormente, foi feito o planejamento composto central (Tabela 5 com fatores e
niveis codificados e Tabela 6 com os meios formulados), com quatro repeticdes no
ponto central (PC) utilizando o mesmo software. As analises dos meios apds a
fermentacao foram feitas conforme descrito no Item 4.5.

Foram utilizadas uma fonte de carbono e duas de nitrogénio, sendo elas,
respectivamente, extrato de caju, extrato de levedura e citrato de amonio. Os sais
utilizados em cada um dos meios foram novamente os mesmos descritos no item 4.5. A
avaliacdo desta etapa foi um delineamento composto central (CCD) e utilizamos apenas
os valores de tensdo superficial como caracteristica de avaliacdo, sendo avaliados os

valores brutos e na diluicdo com dgua destilada um para dez (1:10).

TABELA 5. Fatores e niveis utilizados no CCD.

Niveis/Fatores -1.414 -1 0 +1 +1.414
Extrato de Caju (g L) 10,7580 12,0 15,0 18,0 19,2420
Extrato de Levedura (g L") 3,3032 3,8 5,0 6,2 6,6968
Citrato de Aménio (g L") 3,3032 3.8 5,0 6,2 6,6968
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TABELA 6: Meios de cultivo com componentes codificados para CCD.

Meios Extrato de Caju Extrato de Levedura Citrato de Amonio

1 1 1 1
2 1 1 N
3 1 1 N
4 1 1 1
5 -1 1 1
6 1 1 1
7 1 1 1
8 1 1 1

9 (C) 0 0 0

10 (C) 0 0 0

11 (C) 0 0 0

12 (C) 0 0 0
13 -1.414 0 0
14 1.414 0 0
15 0 1414 0
16 0 1.414 0
17 0 0 -1.414
18 0 0 1.414

(C): ponto central

4.7. Analise dos resultados

Todos os experimentos foram realizados em triplicata, sendo calculada a
estimativa do desvio para cada amostra em particular. Foram realizadas analises de
variancias (ANOVA) entre as fontes de carbono e nitrogénio estudados. Os resultados
obtidos nos desenhos experimentais foram analisados com o auxilio do software
STATISTICA®.

A metodologia de superficie de resposta (RSM) descrita por Box, et al. (1978) foi
utilizada no planejamento experimental e otimizagdo, avaliando a tensao superficial,
tendo em vista que estes sdo os desenhos experimentais de primeira-ordem mais

populares. A otimizacdo foi realizada utilizando as equagdes obtidas através da
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metodologia superficie de resposta e obtendo-se o ponto 6timo dentro do intervalo
estudado, através da biblioteca de algoritmos genéticos (GA) (SCRUCCA, 2013) do
software R (R CORE TEAM, 2015), cujo principio se baseia no uso de algoritmos

genéticos.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Caracterizacio dos residuos agroindustriais

Os teores de acucares redutores totais dos residuos de abacaxi e caju foram
obtidos a partir da equagdo representada pela Figura 3. O grafico apresentou boa
linearidade visto que o coeficiente de determinagdo (R?) ¢ bem préximo de 1,0, sendo
assim temos um bom ajuste de modelo, apresentando um modelo que explica os valores

obtidos.

600 - "
500 - .

400 1
3004 . f(x) = 5493,12 x + 44,38

200 - . R?=0,982

100 ~ "

Teor de agucares redutores (mg L™

0 n

0.00 0.02 0.04 0.06 0.08 0.10 0.12
ABS

Figura 3: Grafico do teor de aguicares redutores em relagdo a absorbancia de solugdo

padrdo de glicose.

Apos avaliar a absorbancia (540 nm) nas solugdes de caldo de abacaxi e caju, os
valores obtidos foram aplicados na equacao da Figura 3. As concentragdes de agucares
redutores variaram de 18,87 a 75,89 g L (Tabela 7). O maior valor obtido foi para a
terceira amostra de caldo de caju. Portanto, podemos afirmar que seria mais vantajoso

utilizar do caldo de caju que o caldo de abacaxi, visto que o caju apresenta
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aproximadamente quatro vezes mais aglcares redutores que o abacaxi, gastando menos
mao de obra com o processamento do material, reduzindo desta forma os custos e ainda

disponibilizando maiores teores de agucares em menores quantidades de extrato.

TABELA 7: Teores de agucares redutores para as amostras de abacaxi e caju.

Amostras [Glicose] g L’
Abacaxi 18,87
Caju (1) 82,48
Caju (2) 73,36
Caju (3) 75,89

As amostras Caju (1), (2) e (3) foram produzidas no mesmo tempo, porém centrifugadas em

quantidades e frascos diferentes.

Os residuos agroindustriais sdo potenciais componentes de meio de cultivo, além
de substituirem os reagentes sintéticos eles reduzem o custo do meio, visto que sdo
subprodutos rejeitados. Alguns autores obtiveram sucesso no crescimento celular
utilizando diferentes residuos e outros confirmaram a produgdo de biossurfactante
quando introduzido os residuos agroindustriais.

Rocha e colaboradores (2007) também utilizaram suco de caju em meio de cultivo
para produgdo de biossurfactante. Na caracterizagdo do suco de caju utilizado neste
trabalho foi encontrada aproximadamente 55,99 g L de glicose e 47,89 g L' de
frutose, totalizando 103,88 g L' de acucares redutores. A metodologia utilizada no
trabalho foi cromatografia liquida de alta eficiéncia.

Diferentes residuos agroindustriais ja foram descritos como podendo ser
utilizados na producdo de biossurfactantes, como residuos de batata (THOMPSON et
al., 2001; NOAH et al., 2005), melago de cana (CORDEIRO, 2006; AL-BAHRY et al.,
2013), soro de queijo (NITSCHKE e PASTORE, 2006) e manipueira (BARROS et al.,
2008; COSTA et al., 2009; BEZERRA, 2012), sendo todas estas fontes de carbono de

baixo custo.
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5.2. Avaliac¢io da composicao do meio
5.2.1. Selecao das fontes C e N
Foram encontradas diferencas na densidade optica (Tabelas 8), massa seca

(Tabelas 9), indice de emulsificagdo (Tabelas 10) e tensdo superficial (Tabelas 11),

depois de avaliada as analises de variancia (ANOVA) desses parametros.

TABELA 8: Analise de variancia para o parametro densidade optica.

FV GL SQ QM Fc Pr>Fc
MEIO 13 10,473807  0,805677 86,733 0,0000
erro 28 0,260097 0,009289

Total corrigido 41 10,733905

CV (%)= 18,29 Ftab = 2,09

Média geral: 0,5270714

FV: componentes; GL: graus de liberdade; SQ: soma de quadrados; QM: quadrados médios; Fc: F

calculado; Pr: probabilidade de significancia; CV: coeficiente de variagdo; Ftab: F tabelado.

TABELA 9: Analise de variancia para o pardmetro massa seca.

FV GL SQ QM Fc Pr>Fc
MEIO 13 0,003703 0,000285 27,457 0,0000
erro 28 0,000290 0,000010

Total corrigido 41 0,003993

CV (%)= 22,79 Ftab = 2,09

Média geral: 0,0141333

FV: componentes; GL: graus de liberdade; SQ: soma de quadrados; QM: quadrados médios; Fc: F

calculado; Pr: probabilidade de significancia; CV: coeficiente de variagdo; Ftab: F tabelado.
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TABELA 10: Analise de variancia para o parametro indice de emulsificagdo.

FV GL SQ QM Fc Pr>Fc
MEIO 13 4175,438095 321,187546 2,992 0,0073
erro 28 3005,833333 107,351190

Total corrigido 41 7181,271429

CV (%)= 18,77 Ftab = 2,09

Média geral: 55,2142857

FV: componentes; GL: graus de liberdade; SQ: soma de quadrados; QM: quadrados médios; Fc: F

calculado; Pr: probabilidade de significancia; CV: coeficiente de variagao; Ftab: F tabelado.

TABELA 11: Analise de varidncia para o parametro tensdo superficial.

FV GL SQ oM Fc Pr>Fc
MEIO 13 1432,276114 110,175086 5,280 0,0001
erro 28 584,294400  20,867657

Total corrigido 41 2016,570514

CV (%)= 8,44 Ftab =2,09

Média geral: 54,1485714

FV: componentes; GL: graus de liberdade; SQ: soma de quadrados; QM: quadrados médios; Fc: F

calculado; Pr: probabilidade de significancia; CV: coeficiente de variagdo; Ftab: F tabelado.

De acordo com o teste F, foram encontradas evidéncias de diferengas
significativas, ao nivel de 5 % de probabilidade, entre os meios formulados, com
relacdo a todos os parametros avaliados. Visto que 0 Fcajculado > Fiabelado para todos os
parametros estudados, sendo assim pelo menos a média de um dos meios avaliados
difere dos demais. Podemos confirmar ainda esta afirmagdo pelos p-valores que em
todos os parametros foram menores que 0,05.

A Tabela 12 apresenta as médias obtidas para cada meio de cultivo avaliado e o

meio padrao (YPD) composto por glicose, peptona e extrato de levedura.
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TABELA 12: Pardmetros avaliados na sele¢do das fontes C e N.

Parametros Avaliados

Fontes C/ i}
Fontes N ,Densidade Massa Seca Tensao Superficial Indice de
Optica (ABS) (g) (mN m™) Emulsificacio (%)
1 0,036 0,0049 61,44 58,67
2 0,059 0,0047 62,08 36,00
3 0,134 0,0042 64,00 50,67
4 0,116 0,0093 62,08 50,13
5 0,554 0,0173 53,76 53,40
6 0,774 0,0257 52,48 49,27
7 0,736 0,0317 49,28 47,27
8 0,138 0,0160 50,88 58,93
9 0,251 0,0067 51,84 58,93
10 0,296 0,0086 54,72 56,30
11 0,316 0,0062 47,04 56,53
12 1,040 0,0111 51,84 56,20
13 1,827 0,0199 44,16 56,70
YPD 1,096 0,0312 52,48 84,00

ABS: absorbancia a 600 nm; Meios 1 a 13 apresentados na Tabela 2 do item 4.5; YPD: meio padrao

composto por glicose, peptona e extrato de levedura.

A escolha das duas fontes de carbono e nitrogénio foi baseada no parametro
indice de emulsificagdo, que nos fornece mais claramente a presenca de biossurfactante
no meio de cultivo. As maiores médias para as fontes de carbono foram obtidas
utilizando acetato de sodio e extrato de caju, enquanto as fontes de nitrogénio foram
extrato de levedura e citrato de amodnio. Os valores de indice de emulsificagdo obtidos
foram 58,67 % para acetato de sodio, 58,93 % para extrato de caju, 58,93 % para citrato
de amonio e 56,70 % para extrato de levedura. O fato de as fontes de carbono e
nitrogénio escolhidas apresentarem presenca de biossurfactante e ndo apresentarem
elevado valor de crescimento celular, baseando-se na densidade Optica e na massa seca,
pode ser justificado pela utilizacdo das fontes de carbono e nitrogénio, pela levedura,
para a producdo de biossurfactante por rota metabolica e ndo para reprodugdo e

crescimento.
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A selecdo do extrato de caju como fonte de carbono para a produgdo de
biossurfactante, visto que apresentou bom indice de emulsifica¢do, nos permite afirmar
que ¢ possivel a reutilizacdo dos residuos de caju, dando destino adequado a estes
compostos. Enquanto o extrato de abacaxi nao apresentou destaque nesta pesquisa, no
entanto ¢ apresentado como potencial substrato para outros microrganismos em
pesquisas com diferentes autores.

Cai, et al. (2014) avaliaram o desempenho de isolados quanto a producao de
biossurfactante, caracterizando tensao superficial e indice de emulsificagdo. Relataram
que espécies de Acinetobacter e Rhodococcus apresentaram camada emulsificada
expressiva com n-hexadecano, sendo considerado um bom indice de emulsificagao
aquele acima de 50%. Chandran e Das (2011), estudando Rhodotorula mucilaginosa e
Candida rugosa, constataram a capacidade de emulsdo maior em temperatura ambiente,
mesmo exibindo atividades com temperaturas entre 10 e 100 °C. Acima 60% de
atividade emulsificante, nessas temperaturas, indica que os biossurfactantes produzidos
podem ser favoraveis em ambientes extremos como compartimentos marinhos
temperados e sistemas industriais, os quais sdo utilizados temperaturas extremas.

Thanomsub e colaboradores (2004) utilizaram 6leo de soja queimado como fonte
de carbono, para producdo de um biossurfactante glicolipidico a partir de Candida
ishwadae. O biotensoativo exibiu alta atividade de emulsificacao.

Bednarski, et al. (2004) avaliaram a utilizacdo de rejeitos gordurosos,
os soapstock (residuo da fabrica de sabdo), como fonte de carbono para a produgio de
glicolipideos por leveduras (C. antarctica ATTCC 20509 e C. apicola ATCC 96134).
Os autores relataram que a eficiéncia na sintese de glicolipideos por leveduras
utilizando soapstock foi 7,5 a 8,3 vezes melhor que em meio ndo suplementado
com soapstock.

Almeida, et al. (2006) empregaram como substrato o residuo de dleo e a
milhocina, e por meio de planejamento fatorial evidenciaram que a milhocina apresenta
resultado positivo na produgdo de biossurfactante, enquanto o residuo de odleo efeito
negativo.

A manipueira, dgua gerada na prensagem da mandioca, toxico ao meio ambiente,
foi utilizada como fonte de carbono para a producdo de biossurfactante por C. lipolytica.
Neste trabalho realizou-se um planejamento fatorial completo avaliando
estatisticamente os principais efeitos entre as variaveis: concentragdo de manipueira, de

sulfato de amonio e de ureia. Andrade, et al. (2006) concluiram que a reducdo da tensdo
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superficial foi significativa em maior concentracdo de manipueira (10%) e menor
concentragdo dos demais substratos.

O meio de cultivo para producao de biossurfactantes necessita de nitrogénio para
o crescimento celular, sendo extremamente importante na sintese de proteinas e
enzimas. Diferentes autores descrevem a utilizagdo de compostos nitrogenados na
produgdo de biossurfactantes, como peptona, licor de milho, extrato de levedura,
milhocina, ureia, nitrato de sédio, sulfato de amonio, nitrato de amonio, extrato de
carne, extrato de malte e farelo de soja (JING et al.,, 2006; CASAS e GARCIA-
OCHOA, 1999; KIM et al., 2006; VANCE-HARROP et al., 2003; SANTANA et al.,
2005; MATA-SANDOVAL et al., 2001). A fonte de nitrogénio mais utilizada descrita
na literatura ¢é o extrato de levedura, no entanto sua concentrag¢ao varia de acordo com o

microrganismo e o meio de produgao.

5.2.2. Planejamento experimental 2°"

As médias obtidas para a tensdo superficial variaram de 49,33 a 62,33 mN m’
(Tabela 13). A Tabela 14 apresenta a ANOVA dos dados de tensdo superficial obtidos
neste planejamento experimental, a qual apresenta diferenga significativa, ao nivel de
5% de probabilidade, entre os fatores avaliados no planejamento experimental 2>, com
relagdo ao parametro avaliado tensao superficial. Como o F aicutado > Frabelado, pelo menos

um dos fatores difere dos demais.

TABELA 13: Meios de cultivo e tensdo superficial avaliada no planejamento

experimental 2°°'.

Meios Tensao Superficial
1 55,00
2(C) 55,00
3 62,33
4(C) 54,33
5 56,00
6 49,33
7 58,33
8 54,00
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Continuacdo Tabela 13

9 51,67
10 55,33
11 54,67
12 57,67

13 (C) 56,00
14 57,67
15 53,67
16 53,00
17 54,33
18 55,67
19 57,33

20 (C) 56,67

(C): ponto central

TABELA 14: Analise de varidncia da tensio superficial no planejamento fatorial 2.

FV GL SQ QM Fe Pr>Fc
MEIO 19 413,066667 21,740351 8,755 0,0000
erro 40 99,333333  2,483333

Total corrigido 59 512,400000

CV (%)= 2,84 Ftab = 1,856

Média geral: 55,400000

FV: componentes; GL: graus de liberdade; SQ: soma de quadrados; QM: quadrados médios; Fc: F

calculado; Pr: probabilidade de significancia; CV: coeficiente de variagdo; Ftab: F tabelado.

A Figura 4 fornece a analise de Pareto, a qual apresenta os efeitos de cada fator na
variavel tensdo superficial. Neste planejamento foi avaliada apenas a tensao superficial
visto que os indices de emulsificagdo ndo apresentaram emulsdo para nenhum dos
meios formulados. Podendo, este fato, ser explicado devido o biossurfactante produzido
ter a caracteristica de uma biomolécula de baixo tamanho molecular caracterizado por
ser redutor da tensdo superficial e apresentar emulsdao de baixa atividade segundo

Rosenberg e Ron (1999). Ainda, a utilizacao somente da tensao superficial € um método
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valido, uma vez que a redugdo da tensao superficial e a capacidade de emulsificagao nao

estavam necessariamente correlacionadas (CAl et al., 2014).

(3)Extrato de Levedura
(1)Extrato de Caju
(4)Citrato de Amonio
4by5

3by4

2by5

1by3 |

1by4
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FIGURA 4: Analise de Pareto da tensdo superficial no planejamento fatorial 2.

Extrato de Levedura, Extrato de Caju e Citrato de Amonio apresentam efeito
positivo na redu¢do da tensdo superficial (Figura 4). Apesar do sinal negativo o efeito ¢
positivo, pois sdo desejaveis os menores valores para a tensao superficial.

Com este resultado utilizou-se extrato de levedura, extrato de caju e citrato de
amonio para verificar o ponto maximo da funcdo escalar variando a concentracao dos
fatores utilizados. Nesta etapa foi avaliada também a tensdo superficial, a Tabela 15
apresenta os valores em g L' dos reagentes e a tensio superficial em mN m™, os sais e

suas respectivas concentragdes também foram os mesmos das etapas anteriores.
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TABELA 15: Concentragoes dos reagentes utilizados na avalia¢do do ponto maximo da

fungdo escalar.

. Extrato de Extrato de Citrato de Tensao
Metos Caju (g L")  Levedura (g L")  Aménio (g LY Superficial
1 10,0 3,0 3,0 44,8
2 11,0 3,4 3.4 43,9
3 12,0 3.8 3.8 42,6
4 13,0 4,2 4,2 42,1
5 16,0 5,4 5,4 40,8
6 18,0 6,2 6,2 40,3
7 19,0 6,6 6,6 40,5

A Figura 5 apresenta a curva com equagdo obtida, para o extrato de caju, pela
técnica de descida mais ingreme (steepest descente). Enquanto a Figura 6 apresenta a

curva com equacao obtida pela mesma técnica, que a anterior, porém para o extrato de

levedura.
45 -
n
~ 44 =
g f(x) = 0,07x2 - 2,52x + 63.0
E 4. R2= 0,987
1Y
-§ .
€
L 42- "
-
w
o
B a1
S .
= -
n
40 -
1 v || d 1 b I v 1 b 1
10 12 14 16 18 20

Extrato de Caju (g L'1)

FIGURA 5: Curva obtida pelo método steepest descente para extrato de caju.
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45 -

44 -

f(x) = 0.44x2 - 5.43x + 57,12

43 R2= 0,987

41 4

Tensao Superficial (MmN m™)

40

I N I I 1 N 1 N 1

T T T T
25 30 35 40 45 50 55 60 65 70
Extrato de Levedura (g L")

FIGURA 6. Curva obtida pelo método steepest descente para extrato de levedura.

Esta técnica de avaliacdo, descida mais ingreme, nos fornece pela equacao
quadratica as maiores concentragoes de extrato de caju e extrato de levedura necessarias
para obter o menor valor da tensdo superficial. Utilizando a equagdo da Figura (5) temos
que a concentracdo de extrato de caju para atingir a menor tensao superficial ¢ 18,0 g L
! sendo nesse ponto o valor de tensio igual a 40,32 mN m™'. Na equacdo da Figura (6) a
concentracio de extrato de levedura para atingir a menor tensdo superficial ¢ 6,17 g L™,
sendo o valor de tensdo superficial igual a 40,36 mN m™.

Os graficos apresentaram boa linearidade uma vez que o coeficiente de
determinagdo (R?) ¢ bem proximo de 1,0, desta forma temos um bom ajuste de modelo,
apresentando um modelo que explica os valores obtidos. Apds a avaliagdo estatistica do
grafico de Pareto do planejamento 2> ¢ do ponto méximo da fungio escalar, foi feito o

planejamento composto central (CCD).
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5.2.3. Delineamento composto central

Os niveis utilizados nesse planejamento estdo apresentados na Tabela 16, os
niveis utilizados foram baseados no ponto maximo da fung¢ao escalar, utilizando o valor
de 18 g L' de extrato de caju ¢ 6,2 g L' de extrato de levedura e citrato de amonio
como nivel +1. Os valores utilizados nos niveis -1,414 e +1,414 representam a raiz
positiva e negativa de dois, eles permitem obter um grafico estrelado que fornecera
entdo a superficie de resposta. A Tabela 17 apresenta os niveis de cada meio formulado
e os pardmetros avaliados nessa ultima fase, em mN m™, que foram tensio superficial

sem diluicdo e com diluicao 1:10.

TABELA 16. Fatores e niveis utilizados no CCD.

Niveis/Fatores -1.414 -1 0 +1 +1.414
Extrato de Caju (g L) 10,7580 12,0 15,0 18,0 19,2420
Extrato de Levedura (g L") 3,3032 3,8 5,0 6,2 6,6968
Citrato de Aménio (g L") 3,3032 3.8 5,0 6,2 6,6968

TABELA 17: Meios de cultivo com componentes codificados e tensdo superficial do

CCD.

Tensao Tensao
Extrato Extrato de Citrato de
Meios Superficial Superficial
de Caju Levedura Amonio
1:10
1 -1 -1 -1 51,1 60,9
2 1 -1 -1 52,9 58,7
3 -1 1 -1 52,4 58,7
4 1 1 -1 55,1 59,1
5 -1 -1 1 51,5 59,1
6 1 -1 1 47,5 63,6
7 -1 1 1 44.8 63,2
8 1 1 1 41,7 63,6
9(0) 0 0 0 42,1 63,3
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Continuacao Tabela 17

10 (C) 0 0 0 40,3 64,5
11 (C) 0 0 0 41,5 64,2
12 (C) 0 0 0 40,6 63,9
13 -1.414 0 0 45,7 63,2
14 1.414 0 0 50,6 60,5
15 0 -1.414 0 52,0 62,7
16 0 1.414 0 44,8 62,3
17 0 0 -1.414 42,6 62,3
18 0 0 1.414 40,3 62,7

(C): ponto central

As Tabelas 18 e 19 representam, respectivamente as ANOVAs dos pardmetros
tensao superficial sem dilui¢do e tensao superficial na diluigdao de 1:10. A avaliagao das
ANOVAs nos permite inferir que existe diferenca significativa, ao nivel de 5 % de
probabilidade, entre os fatores avaliados no planejamento composto central, com
relagdo ao pardmetro avaliado tensdo superficial e tensdo superficial 1:10. Como o
Fealculado > Frabelado, pelo menos um dos fatores difere dos demais para ambos os

parametros.

TABELA 18: Analise de varidancia da tensdo superficial sem dilui¢cdo no planejamento

composto central.

FV GL SQ QM Fc Pr>Fc
MEIO 17 1658,870370 97,580610 34,328 0,0000
erro 36 102,333333  2,842593

Total corrigido 53 1761,203704

CV (%)= 3,25 Ftab = 1,93

Média geral: 51,9259259

FV: componentes; GL: graus de liberdade; SQ: soma de quadrados; QM: quadrados médios; Fc: F

calculado; Pr: probabilidade de significancia; CV: coeficiente de variagdo; Ftab: F tabelado.

46



TABELA 19: Analise de varidncia da tensao superficial 1:10 no planejamento composto

central.

FV GL SQ QM Fc Pr>Fc
MEIO 17 253,703704 14,923747 4,899 0,0000
erro 36 109,666667  3,046296

Total corrigido 53 363,370370

CV (%)= 2,52 Ftab =1,93

Média geral: 69,2407407

FV: componentes; GL: graus de liberdade; SQ: soma de quadrados; QM: quadrados médios; Fc: F

calculado; Pr: probabilidade de significancia; CV: coeficiente de variagdo; Ftab: F tabelado.

Depois de feita a fermentacdo e avaliacdo da tensdo superficial as médias obtidas,
apresentadas na Tabela 17, foram submetidas a avaliagdo dos efeitos de cada um dos

fatores por Pareto apresentados nas Figuras 7 e 8.

Extrato de Levedura(Q) | : 14,1874
Extrato de Caju(Q) _ 13,8479

(3)Citrato de Aménio(L) | -9,78842

2Lby3L -6,93296

(2)Extrato de Levedura(L) | -6,91415

1Lby3L } -5,00714

Citrato de Amoénio(Q) 3.570941

(1)Extrato de Caju(L) | 1,840196

1Lby2L ,7703289

p=.05
FIGURA 7: Analise de Pareto do planejamento composto central para tensdo

superficial sem diluigdo.
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(2)Citrato de Aménio(L) —6,816773 1
Citrato de Aménio(Q) ;-5,64628

Extrato de Caju(Q)

Extrato de Levedura(Q) { -5,64628
1Lby2L | :4.657943
2Lby3L | j’j4,036884
1Lby3L -,.931589
(3)Extrato de Levedura(L) | 788635
(1)Extrato de Caju(L) | -, 763128
;;=,05

FIGURA 8: Analise de Pareto do planejamento composto central para tensdo

superficial na dilui¢do 1:10.

A avaliacdo do modelo forneceu os graficos de superficie de resposta para tensdao
superficial sem dilui¢ao apresentados nas Figuras 9 a 11, enquanto os graficos para

tensdo superficial com dilui¢do de 1:10 representados nas Figuras 12 a 14.
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FIGURA 9: Gradficos de superficie resposta do CCD para tensdo superficial sem

diluicdo Extrato de levedura x Citrato de amonio.

=70
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B < 61
[J<56
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Bl <46
M < 41

FIGURA 10: Grdficos de superficie resposta do CCD para tensdo superficial sem

dilui¢do Extrato de levedura x Extrato de caju.
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FIGURA 11: Grdficos de superficie resposta do CCD para tensdo superficial sem

dilui¢do Extrato de caju x Citrato de aménio.
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FIGURA 12: Graficos de superficie resposta do CCD para tensdo superficial 1:10

Extrato de levedura x Citrato de amonio.
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FIGURA 13: Graficos de superficie resposta do CCD para tensdo superficial 1:10

Extrato de levedura x Extrato de caju.
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FIGURA 14: Graficos de superficie resposta do CCD para tensdo superficial 1:10

Extrato de caju x Citrato de amonio.
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Com esses resultados utilizamos as médias obtidas para a tensdo superficial
diluida 1:10, visto que a tensdo superficial sem diluir apresenta valores bem proximos
da concentracao micelar critica nao sendo possivel reduzir mais estes valores. Seguindo
entdo com o Pareto da tensao superficial 1:10 foi possivel fazer o backward elimination
e encontrar as equacdes que melhor se ajustam ao modelo. Este método permite, a partir
dos efeitos significativos e nao significativos obtidos pela analise de Pareto, eliminar os
fatoras ndo significativos para encontrar um modelo ajustado que apresente o maior
valor para R,g;.

Desta forma o modelo completo, com todos os fatores, apresentou R? equivalente
a 0,65281 e Rygj igual a 0,26221. Quando retirado o efeito ndo significativo do extrato
de caju linear obtivemos R? equivalente a 0,65057 e R,q igual a 0,33996, o que
apresenta uma melhora do R,g. Continuando a elimina¢do dos parametros ndo
significativos e eliminando o extrato de caju linear e extrato de levedura linear
obtivemos R? equivalente a 0,64817 e R,qj igual a 0,40189. Para o proximo modelo sem
extrato de caju linear, extrato de levedura linear ¢ a combinagdo entre eles linear os
valores obtidos foram R? equivalente a 0,64483 e R,q igual a 0,4511, apresentando
aumento do R,g. O modelo sem extrato de caju linear, extrato de levedura linear, a
combinagdo entre eles linear e a combinagdo entre citrato de amonio e extrato de
levedura linear apresentou R? de 0,58212 e R,qj igual a 0,408, apresentando uma
reducdo significativa do R* e também do R,g o que nos permite escolher o modelo
anterior para as avaliacdes seguintes.

Apods estas analises foram refeitas as superficies de resposta para os fatores
avaliados, eliminando os efeitos extrato de caju linear, extrato de levedura linear ¢ a
combinagdo entre eles linear. As Figuras 15 a 17 apresentam as superficies de respostas

apos eliminar os efeitos citados anteriormente.
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FIGURA 15: Grdficos de superficie resposta do CCD para tensdo superficial 1:10 apos

ajuste Extrato de levedura x Citrato de amonio.
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FIGURA 16: Grdficos de superficie resposta do CCD para tensdo superficial 1:10 apos

ajuste Extrato de levedura x Extrato de caju.
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FIGURA 17: Grdficos de superficie resposta do CCD para tensdo superficial 1:10 apos

ajuste Extrato de caju x Citrato de amonio.

Feitas as superficies de respostas apds o ajuste foram obtidas as equacdes
empiricas apresentadas pelas cinco equagdes abaixo. Elas foram geradas fixando o
extrato de caju como variavel “x” e extrato de levedura variavel “y” e variando os niveis

do citrato de amdnio ao longo do planejamento (-1,414; -1; 0; 1; 1,414).

Zi1.414)= 64.111271798669 - .059179290715267 * x - 1.2578806382478 * x> +
.13389081167504 * y - .92978155232387 * y* - .168 * x * y + .84 * (-1.414) * x +.728
* (-1.414) * y - 3.3591086 3)

Em que:
Z(.1,.414): tensdo superficial para citrato de amonio no ponto -1,414.
X: concentracao de extrato de caju.

y: concentracdo de extrato de levedura.
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Z(1)=64.111271798669 - .059179290715267 * x - 1.2578806382478 * x> +
13389081167504 * y - .92978155232387 * y* - .168 * x * y + .84 * (-1.) * x + .728 *
(-1.) * vy - 1.9906777 (4)

Em que:
Z.1): tensdo superficial para citrato de amonio no ponto -1.
x: concentracdo de extrato de caju.

y: concentracdo de extrato de levedura.

Z) = 64.111271798669 - .059179290715267 * x - 1.2578806382478 * x” +
.13389081167504 * y - .92978155232387 * y* - .168 * x * y + .84 * (0.) * x +.728 *
0)*y+0 )

Em que:
Z o) tensdo superficial para citrato de amonio no ponto 0.
x: concentracdo de extrato de caju.

y: concentracao de extrato de levedura.

Zay = 64.111271798669 - .059179290715267 * x - 1.2578806382478 * x> +
.13389081167504 * y - .92978155232387 * y* - .168 * x * y + .84 * (1.) * x +.728 *
(1)*y+.131114578 (6)

Em que:
Z1y: tensdo superficial para citrato de amonio no ponto 1.
x: concentracdo de extrato de caju.

y: concentracdo de extrato de levedura.

Zi1.414) = 64.111271798669 - .059179290715267 * x - 1.2578806382478 * x> +
.13389081167504 * y - .92978155232387 * y* - 168 * x * y + .84 * (1.414) * x + .728
* (1.414) * y - 35889439 (7)
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Em que:
Z1,414): tensdo superficial para citrato de amonio no ponto 1,414.
x: concentracdo de extrato de caju.

y: concentracao de extrato de levedura.

Observamos que todas as equagdes sao relativamente iguais, salve a constante no
fim de cada equagdo que diferencia para cada uma delas. Desta forma substituindo os
valores por varidveis obtemos a Equacdo 8, que representa uma equacdo genérica.
Posteriormente, fez-se o ajuste dos dados, de modo a obter o valor dos parametros para

representar a equagao polinomial, o resultado esta representado pela Equagao 9.

Z=a-b*x—-c*x’+d*y—e*y —fr*x*y+g*wr*x+h*w*y—i (8)

TS = 64,5 — 0,27925x — 0,70937 x> + 0,27925 y — 0,66098 y* — 0,66794 x y + 1,09325
wx + 1,10201 wy— 1,16644 9)

Em que:

TS: valor da tensdo superficial em miliNewton por metro.
x: valores codificados de extrato de caju.

y: valores codificados de extrato de levedura.

w: valores codificados de citrato de amonio.

Sendo assim, a andlise das superficies de resposta apresentadas anteriormente
permitiu obter uma equagdo polinomial empirica relacionando todas as variaveis de
estudo a variavel de resposta. Este estudo ¢ interessante, visto que permite que
encontremos um ponto 6timo dentro do intervalo de estudo. Deste modo, o ponto 6timo
dentro do intervalo estudado pdde ser calculado utilizando a biblioteca de algoritmos
genéticos (GA) (SCRUCCA, 2013) do software R (R CORE TEAM, 2015), cujo

principio se baseia no uso de algoritmos genéticos.
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O ponto 6timo para um menor valor da tensdo superficial ¢ com os valores
codificados em 1,414 extrato de caju, 1,414 extrato de levedura, -1,414 citrato de
amonio. Ou em valores reais 19,24 g L™ de extrato de caju, 6,70 g L de extrato de
levedura e 3,30 g L' de citrato de aménio. Nessas concentracdes ¢ obtido um valor de
tensdo superficial tedrico equivalente a 54,87 mN m™'. Podemos ainda observar um
ponto 6timo alternativo que seria 10,76 g L de extrato de caju (-1.414), 6,70 g L™ de
extrato de levedura (1,414) e 3,30 g L' de citrato de aménio (-1,414), apresentando uma
tensdo superficial equivalente a 55,80 mN m.

Confirmando a producdo de biossurfactante utilizando diferentes substratos e
residuos, além dos autores ja citados, temos a producdo de bioemulsificante por Y.
lipolytica avaliada frente a diferentes fontes de nitrogénio: sulfato de amonio, cloreto de
amonio, nitrato de amdnio, ureia e nitrato de sddio. Os resultados mostraram que sulfato
de amdnio e cloreto de amdnio foram as fontes de nitrogénio que propiciaram maior
atividade de emulsificagdo, enquanto que esta atividade foi reduzida & metade quando se
utilizou nitrato de amoénio e ureia. Nao foi detectada atividade de emulsificagdo quando
o nitrato de sodio foi utilizado (ZINJARDE, 2002).

O residuo da refinaria de 6leo vegetal de soja e a milhocina (residuo industrial do
processamento de milho) foram utilizados como substratos de baixo custo para a
producdo de Dbiossurfactante por Candida sphaerica. Os resultados obtidos
demonstraram que o melhor rendimento em biossurfactante foi obtido em meio de
cultivo contendo 5% de residuo de oleo vegetal e 2,5% de milhocina (SOUZA
SOBRINHO et al., 2006).

No estudo de Coopper e Paddock (1984), foi mencionado nitrato de sodio e de
amonio como nao sendo fontes ideais de nitrogénio, para fermentacdo utilizando
Torulopsis bombicola. Em contra posi¢ao o extrato de levedura, na concentragdo de 5 g
L', melhorou a produgdo de biossurfactante, se substituido o extrato de levedura por
peptona, a concentracdo de biossurfactante foi reduzida a metade. Sendo entdo, uma

concentracdo bem proxima da encontrada no ponto 6timo pela Equagao 9.
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6. CONCLUSOES

A levedura Cryptococcus victoriae é capaz de produzir biossurfactante, reduzindo
a tensao superficial significativamente, sendo utilizado como residuo agroindustrial
apenas o extrato de caju. Este residuo apresenta teores de agucares redutores
aproximadamente quatro vezes superiores ao extrato de abacaxi, com valores médios
iguais a 77,24 g L' ¢ 18,87 g L', respectivamente.

Dentre as fontes de carbono e nitrogénio avaliadas neste trabalho as que se
destacam, apods avaliagdo de todos os planejamentos, sdo extrato de caju, extrato de
levedura e citrato de amoOnio, uma vez que meios formulados com esses substratos
permitem a producdo de biossurfactante pela levedura, consequentemente, apresentam
menores valores de tensdo superficial do meio. No entanto, o extrato de abacaxi se
mostrou inviavel para produgdo de biossurfactantes.

A analise das equacdes obtidas nos fornece a equagao geral capaz de determinar o
ponto 4timo, com redugdo da tensdo superficial com valor tedrico de 54,87 mN m™,
sendo 0 meio composto por 19,24 g L' de extrato de caju, 6,70 g L de extrato de
levedura e 3,30 g L' de citrato de aménio. A equagdo ¢ determinada baseando-se nos
valores de tensdo superficial diluida 1:10, visto que a tensdo superficial sem diluir
apresenta valores bem proximos da concentracdo micelar critica ndo sendo possivel
reduzir mais estes valores.

Dessa forma, confirma-se a potencialidade do extrato de caju e os substratos,
extrato de levedura e citrato de amonio, na producao de biossurfactante podendo ser de

grande interesse industrial e ambiental.
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7. SUGESTAO PARA TRABALHOS FUTUROS

Sugere-se a validagdo do meio proposto para comprovacdo do modelo
matematico. Purificacdo do biossurfactante e caracterizagdo por técnicas fisico-
quimicas, bem como a producdo em larga escala. Além de estudos que envolvam o uso
do biossurfactante para determinar sua aplicabilidade, como remog¢ao de metais pesados
do solo; remocdao de hidrocarbonetos do solo; avaliacdo da fitotoxicidade e

ecotoxicidade do biossurfactante; entre outros.
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