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RESUMO

Os biossurfactantes sdo moléculas anfipaticas obtidas através do metabolismo secundéario de
certos microrganismos, e em comparagdo com os surfactantes quimicos utilizados atualmente,
possuem baixa toxicidade,alta estabilidade em meios extremos (pH, tempertatura e salinidade)
e sdo biodegradaveis. O grande problema para a utilizacdo dos biossurfactantes séo seu alto
custo de producdo, que acaba derando dificuldade na aplicagdo desta nas diversas areas da
indUstria. Neste presente trabalho, utilizou-se residuos agroindustriais de abacaxi (Ananas
comusus), como folhas e casca, como fonte de carbono com o objetivo de diminuir o custo de
producdo dessa biomolécula. A levedura utilizada para a producdo do biossurfactante foi a
levedura Rhodotorula mucilaginosa de CRM 747, que foi isoladada do ambiente antartico e
que apresentou condicdes de crescimento e producdo favoraveis neste trabalho. Os resultados
de analise de crescimento, producao e hidrofobicidade cellular mostraram que o pico maximo
para a producdo de bissurfactantes pela levedura Rhodotorula mucilaginosa se encontra no
periodo de 16 horas de fermentacdo com suplementacdo com residuo de abacaxi apds 10 horas
do inicio do experimento, em que a produtividade aumentou de 21,2 g.L ! para 36 g.L™. Em
relacdo a hidrofobicidade celular, a levedura apresentou indices acima do 70% apenas em 6leo

de soja.

Palavras-chave: Fermentacdo, biossurfactante, analise de produtividade, hidrofobicidade.



ABSTRACT

Biosurfactants are amphipathic molecules obtained through the secondary metabolism of
certain microorganisms, and compared to chemical surfactants currently used, they have low
toxicity, high stability in extreme environments (pH, temperature and salinity) and are
biodegradable. The major problem for the use of biosurfactants is their high production cost,
which ends up making it difficult to apply them in different areas of the industry. In this present
work, agro-industrial residues of pineapple (Ananas comusus), such as leaves and bark, were
used as a carbon source in order to reduce the production cost of this biomolecule. The yeast
used for the production of the biosurfactant was the yeast Rhodotorula mucilaginosa CRM 747,
which was isolated from the Antarctic environment and presented favorable growth and
production conditions in this work. The results of analysis of cellular growth, production and
hydrophobicity showed that the maximum peak for the production of bissurfactants by the yeast
Rhodotorula mucilaginosa is found in the period of 16 hours of fermentation with
supplementation with pineapple residue after 10 hours of the beginning of the experiment, in
which productivity increased from 21.2 gL-1 to 36 gL-1. Regarding cellular hydrophobicity,

the yeast showed rates above 70% only in soybean oil.

Keywords: Fermentation, biosurfactants, productivity analysis, hydrofobicity.
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2 INTRODUCAO

Surfactantes possuem propriedades que interessam diversas areas da industria e vem se
colocando como alvos de estudos. Dentre essas propriedades estdo a reducdo da tensdo
superficial e interfacial de liquidos imisciveis, capacidade de emulsificagdo e concentragdo
micelar critica (CMC). Essas caracteristicas atribuidas aos surfactantes se devem ao fato deste
ser uma molécula anfifilica, ou seja, possuem uma parte hidrofébica e outra hidrofobica
(Saharan et al., 2011).

As moléculas com essas caracteristicas e de utilizacdo na industria atualmente, sdo
provindas de derivados de petréleo ou outras fontes dleo quimicas, e devido a isto estas podem
apresentar toxicidade e ndo sdo biodegradaveis (Marchant e Banat, 2012). Porém, existem ainda
os surfactantes que sdo produzidos através de microrganismos, e para estes da-se o nome de
biossurfactante. Os biossurfactantes sdo biomoléculas que conferem & mistura praticamente
todos os beneficios de um surfactante quimico, mas por outro lado, possuem uma baixa ou
nenhuma toxicidade, alta biodegradabilidade, estabilidade em condi¢bes extremas de pH,
temperatura e salinidade, e biocompatibilidade (Liu et al., 2011; Sanches et al., 2021).

A producdo dos biossurfactantes sdo comumente produzidos através do processo de
fermentacdo, que utilizam algumas fontes de carbono para a obtencdo de energia e de
metabdlitos secundario (neste caso, o0 biossurfactante). Como uma tentativa de redugdo dos
custos, surge a proposta de utilizar residuos agroindustriais que apresentem uma excelente
quantidade de lipideos e carboidratos, e dentre esses, residuos como o de soja, milho, coco e
amendoim podem ser uma boa opc¢éo. (Barbieri et al., 2012; Meneses et al., 2017).

O aumento do interesse da indlstria nos biossurfactantes alavancou as buscas por
microrganismos capazes de produzir essas moléculas, intensificando assim a pesquisa de
culturas microbianas de ecossistemas variados. Com isso, 0 bioma Antartico garantiu seu
destaque por ser um local indspito e por possuir uma vasta biodiversidade. Microrganismos
como os fungos, bactérias e algas que habitam esse ecossistema merecem uma grande atencao
pois sdo capazes de produzir algumas substancias biologicamente ativas que nao se encontram
em outro locais (Buzzini et al., 2012; D’amico et al., 2006).

Apesar do interesse em ambientes extremos, ainda ha poucos trabalhos relatando o estudo
com microrganismos em ambientes frios, como o caso da Antartica. O estudo da microbiota da
Antértica ndo é importante apenas em relacéo as aplicagdes biotecnoldgicas, mas também para
a obtencdo de novos dados e informacdes ecoldgicas e taxondmicas desse ambiente (Cabrera et

al., 2018; Cai et al.,2014). Devido ao habitat extremo em que habitam, 0os microrganismos
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extremofilos podem apresentar uma série de adaptagdes e caracteristicas positivas que podem
ser empregadas em processos industriais. Além dos estudos de substancias ativas encontradas
nesses organismos, surge também o interesse em seus metabdlitos secundarios, ja que estes
podem ser estratégias quimicas para a competicdo por substrato ou até mesmo para defesa
(Singh et al., 2011; Bhadury et al., 2006).

De acordo com Cai et al. (2014), os biossurfactantes que sao provindos de microrganismos
presentes em ambientes frios possuem baixa temperatura de Kraftt, que permite que estes sejam
utilizados em diferentes temperaturas sem perder a sua atividade.

A Antartica € um ambiente que possui o0 clima mais seco do planeta Terra, em que mais de
99% do seu territorio é coberto por gelo durante longos periodos. A temperatura desse ambiente
é baixa, porém existe uma alta variacao entre ela (sendo possivel chegar até 15°C no veréo e -
80°C no inverno), com ventos fortes, alta taxa de sublimacéo e evaporacéo, elevada incidéncia
de radiacdo ultravioleta (UV), baixa disponibilidade de agua no estado liquido, que ira
influenciar na prosperidade de qualquer ser vivo. Porém, apesar de todos esses fatores adversos,
a Antartica possui uma vasta diversidade bioldgica (Cabrera e Blamey, 2018; Margesin e
Miteva, 2011; Rosa et al.,2010; Ruisi et al., 2007; Yergeau e Kowalchuk, 2008).

Alguns microrganismos possuem adaptaces fisiologicas e metabdlicas que 0s permitem
habitar ambientes com situacdes adversas de crescimento, principalmente a baixa temperatura
(Zucconi et al., 2020). Os organismos capazes de sobreviver ao frio podem ser divididos em
dois grupos, sendo eles os psicréfilos (grupo que engloba os incapazes de crescer em
temperaturas acima de 20°C) e os facultativos (que crescem em temperaturas baixas, porém
possuem uma taxa de crescimento elevadas quando cultivados em temperaturas acima dos
20°C) (Brunati et al., 2009; Buzzini et al., 2012).

Os microrganismos encontrados na Antartica apresentam diversas adaptacfes e ndo sdo
capazes de regular sua temperatura interna, possuindo assim a mesma temperatura do meio
externo. Dentre as adaptacGes presentes, temos: a presenca de micélios estéreis, producdo de
melanina e producdo de outros compostos como proteinas anticongelantes. Todas essas
estratégias bioldgicas irdo culminar para 0 mesmo objetivo, que é reduzir os resultados
deletérios da formacdo de cristais de gelo e protegé-los contra um possivel congelamento
intracelular (Gilbert et al., 2004; Kawahara, 2017; Margesin e Fell, 2008; Shivaji e Prakash,
2010; Zucconi et al., 2020).

De acordo com Margesin e Miteva (2011), a chave para a sobrevivéncia desses organismos
em ambientes extremamente frios é a capacidade que eles possuem para contornar os efeitos

negativos ocasionados por ela, modificando-se funcionalmente e estruturalmente. O trabalho
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que mostrou que na Antértica existiam leveduras capazes de produzir biossurfactantes que
funcionam em diversas areas industriais foi realizado por Kimura e Miota (1975), onde estes
estudaram o efeito do biossurfactante produzido pela levedura Pseudozyma antartica em
hidratacdo de peles danificadas. Eles perceberam essa biomolécula conseguiu reverter os danos
na pele, de forma dose dependente, portanto poderia ser utilizada na industria de cosméticos,
por exemplo. Outro trabalho elaborado por Gesheva et al. (2010) estudou um biossurfactante
produzido pela levedura da Antartica Rhodococcus fascians, e neste foi observado que a tenséo
superficial agua/ar foi reduzida para 27 mNm-1, além de inibir o crescimento de B. subtilis
ATCC6633 e apresentar atividade hemolitica.

Seres como os fungos possuem alta adaptabilidade em diversas condi¢des, e em diversos
biomas e locais, além disso, estdo presentes na Terra hd milhares de anos. Estes apresentam um
papel fundamental trabalhando com decompositores de matéria organica (Zucconi et al., 2020).
Seres como as leveduras sdo unicelulares, com coloragdo branca ou avermelhada e tamanho
variando entre 1 e 5 um de didmetro e 5 a 30 um de comprimento. Possuem diferentes formatos,
podendo ser esférica, eliptica e quase filamentosa.

Esses organismos possuem membrana citoplasmatica lipoprotéica e parece celular rigida,
onde a membrana € responsavel pelas interacdes com o meio exterior. Ademais, sdo seres
eucariotos (possuem uma membrana, chamada de carioteca, envolvendo o nlcleo) e se
reproduzem de maneira sexuada ou assexuada, sendo respectivamente por formacao de esporos
ou por brotamento, divisdo binaria e formacao de artroconideos. (Hoog et al., 2000).

Uma série de trabalhos utilizando leveduras para a producdo de biossurfactantes com
diferentes objetivos estdo descritos na literatura. Sharma et al. (2019) focaram na otimizagéo
da producéo do biossurfactante produzido pela levedura Meyerozyma guilliermondii YK32.
Camargo et al. (2018) desenvolveram uma pesquisa para analisar a producéo de biossurfactante
por oito leveduras em condi¢cdes de pH baixo utilizando dleo de soja residual como fonte de
carbono. As oito leveduras utilizadas nesses experimentos foram: meyerozyma guilliermondii
(accession number KX455858), Candida orthopsilosis (accession number KR136231),
Cryptococcus luteolus (accession number KR136232), Rhodotorula glutinis (accession number
KR136236), Rhodotorula mucilaginosa (accession number KR136233), Hannaela sinesis
(accession number KR136235), Dipodascus australiensis (accession number KR136229) e
Metschnikowia koreensis (accession number KR136230).

Mais voltado para o setor alimenticio, Ribeiro et al. (2020) avaliaram a possibilidade de
utilizar o biossurfactante produzido pela levedura Saccharomyces cerevisiae URM 6670 para

substituir a gema de ovo em biscoitos. Porém, a maioria dos trabalhos com leveduras
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producentes de biossurfactante focam na utilizagdo de Candidas, porém, as espécies
pertencentes a este género sdo classificadas como patdgenos oportunista e devido a isso ndo
possuem GRAS (generally regarded as safed), parametro que indica se um microrganismo
possui ou ndo toxicidade e patogenicidade e suas possiveis aplicacdes e de seus produtos nos
setores industriais (Carneiro et al., 2019).

Devido a este ponto contrario dos organismos do género Candidas, outros produtores de
biossurfactante tem sido estudado por varios autores, e leveduras do género Rhodotorula tem
ganhado destaque muito pelo fato de sua alta taxa de crescimento em matéria-prima barata
(Branco et al., 2010; Coelho et al., 2011; Wirth e Goldani, 2012). A levedura Rhodotorula
mucilaginosa pertence ao filo Basidiomycota, sendo um fungo saprofitico. As culturas de
desses seres necessitam de 24 a 48 horas de incubacdo para serem possiveis de detectar
visualmente, apresentando uma coloracdo amarelada/avermelhada e um aspecto de col6nia que
é liso e/ou mucoso (Hoog et al., 2000; Kwon-Chung e Bennet, 1992). De acordo com Fell et
al. A Rhodotorula ndo é capaz de fermentar carboidratos e possuem uma temperatura 6tima de
crescimento em torno de 25°C a 37°C.

Dentre o género Rhodotorula, apenas a Rhodotorula mucilaginosa, Rhodotorula glutinis e
Rhodotorula minuta possuem patogenicidade para os seres humanos, porém além da primeira
de ser classificada como um patégeno oportunista ela possui aplicacdes biotecnoldgicas
interessantes. (Gan et al.,2107).

Estudos realizados utilizando leveduras do tipo Rhodotorula glutinis mostraram que esta

em querosene e Oleo cru (80%) apresentou uma producdo de biossurfactante e niveis
significativos de emulsificacdo, além de que a o produto apresentou taxas de 76% de remocao
de 6leo bruto de alguns poluentes. (Olok e Glick, 2005).
As leveduras do género Rhodotorula podem ser encontradas e isoladas de diversos ambientes,
sendo estes o solo, &gua, ar, poeira e alguns substratos que sdo comumente encontrados em
ambientes humanos, porém houve um aumento pela busca de fungos e leveduras que se
localizam em locais com condi¢Bes pouco favoraveis, como por exemplo: profundezas do mar,
a Antértica, ambiente aquaticos hipersalinos e de alta temperatura e diversos outros. (Pavlova
etal., 2011; Gan et al., 2017).
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3 OBJETIVOS GERAIS

Analisar a hidrofobicidade celular do biossurfactante produzido pela levedura Rhodotorula
mucilaginosa CRM 747 e analisar 0s parametros cinéticos para o crescimento da levedura
e para a producdo do biossurfactante.

3.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Determinar a hidrofobicidade celular da levedura Rhodotorula mucilaginosa

CRM747 em diferentes hidrocarbonetos;

e Avaliar a curva de crescimento da levedura Rhodotorula mucilaginosa CRM747

e producdo do biossurfactante;

e Avaliar a producdo da biomolécula pela levedura Rhodotorula mucilaginosa
CRMT747 ao longo de 24 e 30 horas de fermentacdo, com e sem suplementacgéo

de fonte de carbono;

4 MATERIAIS E METODOS
41 MICRORGANISMOS

Taxonomicamente identificada por Duarte et al. (2013), a levedura Rhodotorula
mucilaginosa, que possui codigo de isolamento L69, foi coletada a partir de algas marinhas
localizadas em Plunta Plaza (Admiralty Bay, llha King George, Antartica) e utilizada nesse
presente estudo. A levedura encontra-se depositada no Centro de Recursos Microbianos (CRM
— UNESP) da Universidade Federal de Sdo Paulo (UNESP, Brasil) com o nimero de acesso de

CRM 747, sendo conservada pelo método de criopreservacao com 50% (v/v) de glierol.

4.2 PRE-INOCULO

Para o procedimento de adaptacdo e crescimento da Rhodotorula mucilaginosa, foi
incubado 1 mL do criotubo (contendo glicerol e microrganismo) em 100 mL de YPD (g.L-1):
glicose (10), peptona (5) e extrato de levedura (3) durante 72 horas a 15°C e sob agitagéo de
150 rpm.
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4.3 RESIDUOS AGROINDUSTRIAIS

Os residuos agroindustriais utilizados por esse presente trabalho foram basicamente as
cascas e as folhas do abacaxi (Ananas comusus), que apos serem coletado em mercados e
restaurantes locais, foram lavados com hipoclorito de sédio 10% (v/v) e processados em
laboratério. A quantificacdo de agUcares totais foi realizada através da metodologia descrita por
Miller (1959), em que inicialmente faz-se uma hidrélise &cida com HCL 2N (v/v), com as
amostras ficando um periodo de 5 minutos em banho maria e em seguida em banho de gelo,
adicionando 2N de NaOH na sequéncia. Realiza-se a diluicdo das amostras e as adicionou-se
em tubos tipo folin wu, 0,5 mL de amostra junto com 1 mL de reagente de DNS, repetindo-se
0 processo de 5 minutos em banho maria e banho de gelo posteriormente. Adicionou-se agua
destilada até completar a marcacao de 12.5 dos tubos folin wu, realizou-se a homogeneizacéo e
em seguida fez-se a leitura em espectrofotdmetro a 540 nm. Os resultados de absorbancia que
foram obtidos foram utilizados na equacdo y=3570,5x (obtida através da plotagem dos
resultados da curva padrdo com coeficiente de correcdo linear(R?) =0.9973) para a
transformacédo em g.L-1. As analises de resultados foram feitas em triplicatas e com 3 leituras
para cada repeti¢do, gerando um numero final de nove resultados.
44 INFLUENCIA DA FONTE DE CARBONO E NITROGENIO

A anélise da influéncia da fonte de carbono e nitrogénio para a producdo de

biossurfactantes, um pré-in6culo com densidade optica (DO) a 600 nm foi colocado em um
Erlenmeyer de 200 mL juntamente com 150 mL de YPD modificado. Feito isso, substituiu-se
a glicose por fontes alternativas em quantidades suficientes (com o objetivo de atingir uma
concentracdo final de 10 g.L-1 de acgUcares redutores), e para a avaliacdo das fontes de
nitrogénio, foi realizada uma substituicdo de peptona e o extrato de levedura a uma
concentracdo de 2 g.L . O indice de emulsificacéo e a tensio superficial foram utilizados como
indicativos para avaliar a producdo de biossurfactantes pela levedura nas diversas fontes
testadas. A Tabela 1 mostra as fontes de carbono testadas enquanto a Tabela 2 indica as fontes

de nitrogénio utilizadas.

Tabela 1: fontes de carbono

Fonte de nitrogénio (2 g.L™?) Fonte de carbono (10 g.L™?) Solucéo Salina

Acetato de sédio

Citrato de sodio
Glicose 10 g.L* de NaCl

Sacarose 5g.Lt de NaHPO,

Nitrato de Amonio
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Peptona 2 g.L "t de KH2PO4
Extrato de levedura 0.2 g.L! de MgS04.7H20
Extrato de abacaxi

Extrato do caju

*fermentacdo submersa: 56 horas a 120 rpm e 15°C

Tabela 2: fontes de nitrogénio

Fonte de carbono (10 g.L-%) Fonte de nitrogénio (2 g.L™%) Solugéo Salina
Citrato de amdnio
Nitrato de aménio 10 g.L* de NaCl
Sacarose Sulfato de amonio 5g.L™" de NaHPO,
Peptona 2 g.Lt de KH2PO,
Extrato de levedura 0.2 g.L"t de MgSQ4.7H:0

*fermentacgdo submersa: 56 horas a 120 rpm e 15°C

45 RENDIMENTO

A extracdo do biossurfactantes foi realizada seguindo a metodologia de Silva et al.
(2010) usando como solvente do processo uma mistura de cloroférmio e metanol. Apds a
centrifugacdo do caldo fermentado por 20 minutos a 8.000 G (para separacdo e remocdo das

células), foi realizada a extracdo por acetona fria (item 4.6).

46 EXTRACAO POR ACETONA FRIA

De acordo com a metodologia descrita por llori e Amund (2001), a amostra foi
adicionado acetona fria na proporcéo de 1:3 (v/v) e esta foi incubada durante 10 horas a 4°C. A
acetona fria fez com que o biossurfactantes precipitasse e ap0s o término das 10 horas, este foi
ressuspendido com &gua destilada. Apds isso, a agua foi evaporada em estufa de circulacdo

forcada a 37°C e o rendimento do biossurfactante foi obtido por método gravimétrico.
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4.7 CURVA DE CRESCIMENTO DA LEVEDURAE PRODU(;AO DO

BIOSSURFACTANTE

Para encontrar a curva de crescimento e de producdo de biossurfactantes em meio
otimizado, uma densidade Optica (DO) a 600 nm do pré-indculo foi colocada em um
Erlenmeyer de 200 mL juntamente com 150 mL do meio otimizado (g.I"%): extrato de abacaxi
(25), extrato de levedura (15), peptona (1.5), sulfato de aménio (1); em solugdo salina (g.1™%):
Nacl (10), Na2HPO4 (5), KH2PO4 (2) e MgS04.7H20 (0.2).

Os Erlenmeyers contendo as amostras foram incubados (com ou sem suplementacdo de
fonte de carbono ap6s 10 e 20 horas de fermentagdo) a 15°C e 120 rpm durante 24 e 30 horas.
A suplementacdo dos testes foi realizada com extrato de abacaxi e com a finalidade de atingir
uma concentracéo final de 25 g.L™ de glicose.

Amostras foram retiradas em periodos de duas horas, durante o processo de fermentacéo,
para determinar a concentracdo de biomassa, a producao do biossurfactante e o consumo dos
acucares redutores presentes no meio otimizado, e medido a densidade dptica a 600 nm para
mensurar o crescimento das leveduras.

4.8 HIDROFOBICIDADE CELULAR

A hidrofobicidade celular foi avaliada segundo os métodos descritos por Lin et al. (2005),
em que as células sofreram uma lavagem dupla com agua destilada e depois foram
ressuspendidas com tampdo PUM (g.I™): K:HPO4.3H20 (22.2), KH2PO4 (7.26), ureia (1.8),
MgS0..7H20 (0,2), com uma densidade optica (DO) de 600 nm de 1 e volume final igual a 2
mL. A essas células foram adicionados diferentes hidrocarbonetos (querosene, 6leo mineral e
6leo de soja) em diferentes volumes, e a mistura foi incubada por 10 minutos a 30°C. Feito isso,
foi realizado uma agitagdo da mistura por 2 minutos em vortex, permanecendo em repouso por
mais 10 minutos. A fase aquosa foi cuidadosamente retirada e medida sua absorbancia a 600

nm.

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste trabalho, a levedura Rhodotorula mucilaginosa CRM 747 e codificada por L69 foi
exposta e cultivada em diferentes condi¢es de meio de cultura, uma série de fontes de carbono
e nitrogénio foram testadas. Para a fermentacdo e producdo do biossurfactante, utilizou-se
temperatura de 15°C e 56 hr e os melhores meios foram selecionados utilizando os parametros
de tensdo superficial e indice de emulsificagdo em dleo mineral.

Aboused et al. (2008) realizaram um estudo sobre a influéncia das fontes de carbono e

nitrogénio no crescimento e na producéo de biossurfactantes utilizando a bacteria Pseudomonas
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fluorescens realizando os testes de indice de emulsificacdo em gasolina e analisando a tensdo
superficial verificar e comparar o desempenho desta bactéria. Eles obtiveram o melhor
resultado utilizando 6leo de oliva.

Cai et al (2014)., assim como Abouseoud et al., também analisou a influéncia das fontes de
carbono e nitrogénio ao caracterizar os biossurfactantes produzidos por diferentes linhagens de
microrganismos. Eles concluiram que a diminuicdo da tensdo superficial e a capacidade
emulsionante de um biossurfactante ndo estdo necessariamente correlacionadas.

Para a obtencdo da curva de crescimento, foram realizados experimentos de 24 e 30 horas
com e sem suplementacdo de fontes de carbono, e foram testados a dosagem de acucares
redutores totais. Biomassa (através da densidade dptica) e o rendimento da producdo de
biossurfactante pelo método de extracdo utilizando acetona fria como solvente. Os resultados
estdo apresentados nas figuras 1,2 e 3.

No inicio do experimento, a concentracio de agticares redutores totais era de 25 g.L ™, sendo
correspondente ao residuo de abacaxi presente no meio de cultura, e o as condigdes da
fermentacdo eram de 15°C e rotacdo de 120 rpm, sendo coletados dados em periodos de duas

horas.

1 DO

-
-s [Glicosel
60- -4 ~* [Bissurfactantel]

504

40

]
g 301 2 3
E [
2 I~ —
- x a4 |
| IND e 7a o o |
10 - x\‘\‘_'___--'
0 — — 0

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24

Tempo (h)
Figura 1: Curva de crescimento da levedura Rhodotorula mucilaginosa CRM 747 e producédo do biossurfactante

durante o periodo de 24 horas de fermentacéo.

O gréfico apresentado acima mostra a curva de crescimento durante 24 horas de

fermentacao sem suplementacédo de fonte de carbono para o crescimento da levedura e producéo
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de metabolitos secundarios. E possivel observar que a quantidade inicial de glicose disponivel
foi suficiente por 10 horas de fermentacdo. Apds isso, foi possivel notar uma queda da
densidade Optica, que possivelmente indica morte celular. A producdo de biossurfactante foi
acelerada no comeco da fermentagio, atingindo 21,2 g.L™ e em seguida, em um periodo apds
6 e 10 horas, a producgéo sofreu queda. Com 10 horas de experimento, o rendimento seguiu
praticamente estavel até o final da série de fermentacéo.

Foi possivel identificar que ap0s se passarem 12 horas, a densidade Optica cresce novamente
e permaneceu em declive até o final do experimento. Ademais, apds 16 horas, foi notado o
aumento na concentracdo de glicose, sendo possivel afirmar, com a elevacdo dos dois
parametros, que o bissurfactante pode ser utilizado como fungéo de reserva energética para a
levedura.

Para analisar a influéncia da suplementacdo de fonte de carbono, passando-se 10 horas,
adicionou-se extrato de abacaxi com o objetivo de restaurar a concentracéo inicial de glicose

(25 g.L1). Os dados obtidos sdo encontrados na figura abaixo.
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Figura 2: Curva que indica o crescimento da levedura Rhodotorula mucilaginosa CRM 747 e a producéo do

biossurfactante durante o periodo de 24 horas e com suplementacdo ap6s 10 horas do inicio do experimento.

E possivel notar que apds a suplementac&o, o rendimento da producéo de biossurfactantes
atingiu seu apice ap6s 16 horas (36 g.L ), com 22 horas sua concentragio comeca a ter queda
e com 22 horas de fermentacdo atingiu 12,8 g.L. Ao final do periodo de 24 horas, a

concentracéo encontrada de biossurfactantes era de 18,4 g.L ™.
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Notou-se que a concentracdo de glicose sofreu queda apds as 16 horas e que a densidade
Optica abaixou das 10 as 12 horas, porém apds esse intervalo foi percebido uma crescente até o
final do experimento.

Devido a isso, confirmou-se que com a suplementacdo de glicose houve uma melhora no
rendimento (saindo de 21,2 g.L! e chegando a 36 g.L™). Reforcando a hipdtese de que o
biossurfactantes pode servir como reserva energética, o decréscimo da concentracdo da
biomolécula e da concentracdo de glicose no meio foi acompanhada do aumento na densidade
oOptica.

O segundo momento do experimento foi desenhado utilizando uma suplementacéo do meio
com extrato de abacaxi ap6s 10 e 20 horas de fermentacdo. A quantidade adicionada em cada
tempo teve objetivo de restaurar a concentragio de glicose para 25 g.L™1. Os resultados estdo

evidenciados na Figura 16
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Figura 3: Representacéo da curva de crescimento da levedura Rhodotorula mucilaginosa CRM 747 e da producéo

de biossurfactante durante o periodo de 30 horas com suplementagéo apds 10 e 20 horas do inicio do experimento.

De acordo com a Figura 3, ficou evidente que a suplementacdo com extrato de abacaxi apos
20 horas de experimento ndo resultou num aumento da producdo de biossurfactante,
influenciando apenas o crescimento celular, visto pela crescente da densidade Optica. Devido a
iss0, apenas a suplementacdo apos 10 horas de fermentagdo foi necesséria. Fica claro também

que apenas uma fermentacdo de 16 horas é suficiente para atingir a maior produtividade do
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biossurfactante, pois ao se decorrer 20 horas de experimento, a concentracdo deste metabdlito
entrou em queda no meio.

Assim como neste trabalho, He et al. (2017) analisou e comparou o rendimento e a producao
de biossurfactante utilizando trés formas de fermentacdo, sendo elas batelada, batelada
alimentada e batelada alimentada sequencial e de acordo com os resultados, eles obtiveram,
respectivamente, as concentragdes de 57,5 g.L?, 74,9g.L e 151,2 g.L L. O maior rendimento
foi de 84% para a batelada alimentada sequencial e o menor de 42,7% para a batelada
alimentada. A batelada tradicional possuiu rendimento de 53,2%. Esses resultados indicam que
para atingir a maior produtividade ao longo do processo é necesséario realizar a alimentagdo com
meio fresco e a diluicdo do caldo de cultura na batelada alimentada sequencial.

Para a andlise da hidrofobicidade celular, foi realizada avaliagdes em trés hidrocarbonetos
distintos, sendo eles: querosene, 6leo mineral e 6leo de soja. Segundo com o descrito na
literatura, células muito hidrofébicas possuem taxas maiores de 60% enquanto as pouco
hidrofobicas possuem esse indicador menor que 10%.

De acordo com os estudos dirigidos por Mehdi et al. (2008), que correlacionou
hidrofobicidade celular de cepas bacterianas com a capacidade de producéo de biossurfactantes
delas, mostrou que bactérias que possuiam maior hidrofobicidade celular produziam mais
biossurfactante e devido a isso possuia uma maior degradacdo de petrdleo bruto.

Na figura 4 é possivel concluir que a levedura Rhodotorula mucilaginosa apresentou baixa
hidrofobicidade celular em querosene e em éleo mineral (taxas abaixo dos 15%) possuindo alta
hidrofobicidade celular (com taxas acima de 70%) apenas nas trés concentracdes testadas de
6leo de soja (0,4 ;0,8 e 1,2).

De acordo com Vasileva-Tonkova e Gesheva (2005), a hidrofobicidade pode afetar a
adesdo celular , podendo ser um fator importante para 0 microrganismo se aderir a superficie.
Os biossurfactantes produzidos pela maioria das bactérias melhoram o contato da fase oleosa
com 0 microrganismo. Esse aumento de contato pode ser obtido pela emulsificacdo e/ou
solubilizag¢&o do substrato no meio, ou pelo aumento da hidrofobicidade celular.
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Figura 4: Valores de hidrofobicidade celular da levedura Rhodotorula mucilaginosa CRM 747 em querosene,

6leo de soja e dleo mineral; valores sobrescritos: desvio padréo (SD).

Hua et al. (2003) realizaram um experimento utilizando a levedura Candida antarctica em
querosene a fim de avaliar a hidrofobicidade celular. Neste trabalho eles encontraram diferentes
taxas de hidrofobicidade (%) para os meios com as seguintes fontes de carbono: n-undecano
(52), n-hexadecano (47), 6leo de soja (43) e glicose (18), mostrando que 0s componentes
presentes no meio de cultura influenciam na hidrofobicidade celular.

Em 2005, Lin et al. escreveram sobre a analise da hidrofobicidade as superficies celulares
de seis linhagens bacterianas isoladas de ambientes contaminados por petréleo em Taiwan. Os
experimentos foram feitos utilizando diesel e querosene em volumes de 0 a 0,2 mL. A G.
alkanivorans CC-JG39 apresentou hidrofobicidade em diesel e querosene de 85% e 93%
respectivamente, sendo a Unica linhagem a possuir hidrofobicidade celular maior que 60%.
Ademais, além do teste de hidrofobicidade, eles realizaram teste de flutuacdo com as seis
linhagens, e encontraram uma relacdo de que uma maior hidrofobicidade celular garante uma

facilidade de flutuagéo.

6 CONCLUSAO
Ap0s os resultados expostos e discutidos acima, fica evidente que uma suplementagdo com

fonte de glicose (extrato de abacaxi) apos 10 horas do inicio da fermentacao resultou no pico
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de produtividade de biossurfactantes pela levedura, saindo de 21,2 g.L e chegando a 36 g.L ™.
Fica claro também que uma fermentacdo de apenas 16 horas é suficiente para atingir o pico
produtivo de biossurfactante

Em relacdo a hidrofobicidade celular, podemos concluir que a levedura Rhodotorula
mucilaginosa apresentou uma alta hidrofobicidade celular apenas nas trés concentragdes de
6leo de soja.

Portanto, faz-se necessario a continuacdo dos estudos voltados a analise de crescimento da
levedura e producdo do biossurfactante e de outros microrganismos capazes de produzir tal
biomolécula. Ademais, fica evidente a importancia da continuagdo dos estudos, visto a

capacidade de alta produtividade de biossurfactante e um enorme potencial biotecnoldgico.
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