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RESUMO

Biossurfactantes sdo moléculas de superficie ativa produzidas por micro-organismos e
gue tém recebido crescente interesse, considerando as vantagens que possuem sobre
os surfactantes quimicos, tais como biodegrabilidade, baixa toxicidade, produgéo a partir
de fontes renovaveis, funcionalidade sob condicdes extremas de pH e temperatura e
estabilidade. Estudos foram realizados avaliando o potencial de produgcdo de
biossurfactante, bem como emulsificante pela bactéria mével Stenotrophomonas
maltophilia UCP 1601, isolada de solo argiloso das margens do rio Capibaribe (PE,
Brasil), com sensibilidade aos antibidticos ceftazidina, levofloxacina, minociclina,
clorofenicol, norfloxacina, eritromicina e nitrofurantoina; e demonstrou resisténcia a
clindamicina, cefdoxacina e amoxicilina. Neste sentido, foi utilizado o teste de hemolise
em agar adicionado de sangue de carneiro para avaliar a producdo de biossurfactante
por S. maltophilia, sendo observado um halo de 9 mm. A partir da confirmagéo da
producéo de biossurfactante, investigacdes foram realizadas com fermentacéo submersa
em meio mineral salino suplementado com 10% de 6leo de soja poés-fritura (OSPF),
diferentes concentracGes de glicose, peptona, ZnCl, e MgSO,, de acordo a um
planejamento fatorial completo de 2*. Os resultados obtidos demonstraram que na mesma
condicédo 6 (4% de glicose, 1% de peptona, 2,72% de ZnCl; e 2,46% de MgS0Q.) observou-
se um elevado indice de emulsificacdo de 82,74%, com Oleo motor queimado. Novos
estudos foram realizados com o bioemulsificante para avaliar a estabilidade,
caracterizacdo e aplicacdo ambiental. O bioemulsificante produzido demonstrou ser
estavel nas condicdes testadas de diferentes temperaturas, pH e concentracbes de
cloreto de sédio, confirmado pelo indice de emulsificaco (IEz4) de 78.57, 54.07 e 58.62%,
utiizando os oleos de soja, milho e diesel, respectivamente. O rendimento do
bioemulsificante produzido por fermentacdo submersa foi de 2,8g/L, demostrando caréater
aniénico, com molécula constituida por proteinas (28,2%), carboidratos (14,7%) e lipideos
(37,6%), indicando ser uma biomolécula polimérica. O novo bioemulsificante demonstrou
potencial promissor para areas contamindas com compostos hidrofébicos, exibindo
habilidade para reduzir a viscosidade de 6leo de soja residual e do 6leo motor queimado,
bem como excelente capacidade de dispersdo de 6leo motor queimado em agua, com
69,94 cm? de area de deslocamento de 6leo (ODA), além de remover 71,7% de derivado
do petrdleo a partir de solo arenoso. Os resultados obtidos com o bioemulsificante
produzido por S. maltophilia indicam sua aplicabilidade em processos promissores de
biorremediacdo de areas contaminadas com compostos hidrofobicos.

Palavras-chave: Bactéria gram-negativa, contaminantes hidrofébicos, bioemulsificante.

Vi



ABSTRACT

Biosurfactants are active surface molecules produced by microorganisms that have
received increasing interest considering the advantages they have over chemical
surfactants, such as biodegradability, low toxicity, production from renewable sources, and
functionality under extreme conditions of pH, temperature and stability. The studies were
carried out evaluating the potential of biosurfactant and emulsifier by the bacterium
Stenotrophomonas maltophilia UCP 1601, isolated from clay soil on the banks of the
Capibaribe River (PE, Brazil), with sensitivity to the antibiotics ceftazidine, levofloxacin,
minocycline, chlorofenicol, norfloxacin, erythromycin and nitrofurantoin ; and
demonstrated resistance to clindamycin, cefdoxacin and amoxicillin. In this sense, the
hemolysis test was used in sheep blood agar to evaluate the production of biosurfactant
by S. maltophilia, with halo of 9 mm. After the confirmation of the biosurfactant production,
investigations were carried out with submerged fermentation in saline mineral medium
supplemented with 10% post-fry soybean oil (PFSO), different concentrations of glucose,
peptone, ZnCl2 and MgS04, according to a % glucose, 1% Peptone, 2.72% ZnCI2 and
2.46% MgS0O4) had a high emulsification rate of 82.74% with burned engine oil. Other
studies were carried out with the bioemulsifier to evaluate stability, characterization and
environmental application. The bioemulsifier was stable under the tested conditions of
different temperatures, pH and sodium chloride concentrations and confirmed by the
emulsification index (IE24) of 78.57, 54.07 and 58.62%, using soybean, corn and diesel,
respectively. The yield of the bioemulsifier produced by the submerged fermentation was
2.8 g /1, presenting an anionic character, with a molecule constituted by proteins (28.2%),
carbohydrates (14.7%) and lipids (37.6%), indicating a polymeric biomolecule. The new
bioemulsifier demonstrated promising potential for areas contaminated with hydrophobic
compounds, exhibiting the ability to reduce the viscosity of residual soybean oil and burned
engine oil, as well as excellent dispersion capacity of burnt-out engine oil with an area of
69.94 cm2 oil displacement (ODA), in addition to removing 71.7% of the oil derivative from
the sandy soil. The results obtained with the bioemulsifier produced by S. maltophilia
indicate its applicability in promising processes of bioremediation of areas contaminated

with hydrophobic compounds.

Key words: Gram-negative bacteria, hydrophobic contaminants, bioemulsifiers.
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1. Introducéo

Os surfactantes sdo compostos de superficie ativa, que apresentam duas
porcdes, uma polar (cabeca) e uma apolar (cauda) e com propriedade de reduzir a
tensdo superficial e interfacial entre dois liquidos ou entre uma fase liquida e uma fase
sélida. Os surfactantes sao classificados em dois grupos: sintético e surfactante natural
(biossurfactante) (SHARMA et al., 2017). Compostos tensoativos possuem a ca-
pacidade de misturar fases e polaridades distintas formando agregados moleculares ou
micelas (RODRIGUES et al., 2010; MAHJOUBI et al., 2013; FERNANDES et al., 2017).

Os emulsificantes sao moléculas ampifilicas, que apresentam em sua molécula
uma porcéo apolar, um hidrocarboneto, solavel em éleo e uma extremidade polar solavel
em agua que aumentam a estabilidade cinética das emulsbes (SHAW, 1975;
CIRIGLIANO & CARMAN,1985; OLIVEIRA et al., 2004; FRANGE; GARCIA, 2009;
CAMPOS et al., 2013 ; INES- DHOUHA, 2015; UZOIGWE, 2015; KALE, 2017). Os
bioemulsificantes, produzidos por micro-organismos, s&o biopolimeros capazes de
estabilizar emulsdes aumentando sua estabilidade cinética em funcdo de sua
composicao quimica (CALVO et al., 2009; MONTEIRO et al., 2010; UZOIGWE, et al.,
2015). Assim como os biossurfactantes, os bioemulsificantes apresentam propriedades
e fungdes fisioldgicas distintas, apresentando estabilidade frente a amplas faixas de pH,
temperatura e salinidade, baixa toxicidade e elevada biodegradabilidade, que os tornam
promissores frente aos surfactantes quimicos em aplicagbes ambientais (NOOMAN et
al., 2017). Destaca-se 0 uso de biossurfactantes na producdo de substratos renovaveis
(VESHAREH et al., 2018).

Neste sentido, investigacbes com a producdo de bioemulsificantes séo
fortalecidas considerando sua ampla aplicabilidade em diversas areas, principalmente
farmacéutica, biomédica e na industria de alimentos; contudo, a sua maior aplicacéo
vem sendo na industria do petréleo (ALMATAWAH et al., 2017).

A producdo industrial e a comercializagdo em grande escala dos
biossurfactantes ainda é limitada, devido aos elevados custo dos substratos utilizados
para sua producao, podendo levar até 30%. Assim, a busca de um custo competitivo,
torna-se uma estratégia fundamental para reducéo do custo da producéo. Os substratos
renovaveis substratos renovaveis, em especial, residuos agroindustriais, vem sendo
aplicados na producdo de bioprodutos como os biossurfactantes. Adicionalmente,

ressalta-se que os substratos agroindustriais contem elevados niveis de carboidratos



Nogueira, I. B. Converséo de residuo agroindustrial na producéo de bioemulsifi... 10

ou de lipideos que suprem a necessidade de fonte de carbono para a producédo de
biossurfactantes (ROVINA ; EHRHARDT, 2018).

Os hidrocarbonetos de petréleo (PHs) sdo considerados os principais fonte e
materiais para diferentes industrias. Muitas ameacas existem no ambiente quando os
PHs s&o usados como fontes de energia. Os PHs s&o importantes poluentes ambientais
producao em larga escala, transporte, refino de petroleo costeiro, producédo de petroleo
offshore. Atividades humanas causam poluicdo por hidrocarbonetos de petréleo que
impacta o meio ambiente e representa um risco de saude direto ou indireto as formas
de vida. O tratamento biologico é um método alternativo de remoc¢éo de poluentes nao
causando efeitos deletérios ao meio ambiente, além de ser menos oneroso que outras
técnicas. Biorremediacdo € um ramo da biotecnologia ambiental considerada um dos
processos mais promissores, fundamentado na capacidade de micro-orrganismos ou
plantas para degradar ou remover contaminantes ambientais, transformando e
removendo poluentes organicos e inorganicos (HLIHOR,et al., 2017). O sucesso da
biorremediacdo depende integralmente da biodegradacéo de poluentes, acessibilidade
do organismo poluidor-degradante e atividade biolégica otimizacdo. Portanto, a
biorremediacdo é o método mais eficiente e aceito de tecnologias que possibilitam a
remocao de contaminantes ou reducédo do numero de contaminantes menos prejudiciais
(LUNA et al., 2018).

Bactérias, leveduras e fungos podem degradar ou remover os PHs. Bactéria
como a Stenotrophomona maltophilia € um microrganismos que podem degradar
persistentes poluentes,apesar do potencial patogénico (VARJANI; UPASANI, 2016;
HASANUZZAMAN et al., 2007; ARULAZHAGAN et al., 2010; COSTA et al., 2012;
SAJNA et al., 2015).

Estudos com a S. maltophilia demosntrou o seu potencial biotecnolégico na
degradacdo de hidrocarbonetos aroméaticos, como também na producdo da enzima
lipase e biossurfactante com evidéncia de que é capaz de produzir o biossurfactante do
tipo ramnolipideo e estudos vém utilizados substratos hidrofébicos, como 6leo de soja
pos-fritura, para a producdo de biossurfactantes e/ou bioemulsificante, minimizando a
geracgdo de residuos poluentes no ambiente (PELIZER et al., 2007; KIM et al., 2009;
LANGANKE, 2011; SARUBBO et al., 2007, RUFINO et al., 2008, SOUZA et al., 2012,
SANTOS et al., 2013; DEEPALI et al., 2014; LARIK et al., 2018).

Neste sentido, estudos sdo fundamentais para investigar novos micro-
organismos, bem como substratos renovaveis e estratégias cientificas, tecnolégicas e

inovadoras na busca de novas moléculas com atividades surfactantes.
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2. Objetivos e Metas

2.1 Objetivo Geral

Produzir e caracterizar o bioemulsificante isolado de Stenotrophomonas maltophilia
UCP 1601, utilizando substrato renovavel e convencional e investigar a acado detergente

na remoc¢ao de poluente hidrofébico.

2.2 Objetivos Especificos

> Investigar a producdo de bioemulsificante por S. maltophilia utilizando residuo
agroindustrial;

> Avaliar a cinética de crescimento de S. maltophilia na presenca de diferentes
concentragdes de residuo selecionado na producédo de biossurfactante;

» Observar a morfologia de S. maltophilia frente as concentracbes do residuo

selecionado;

Extrair e isolar o bioemulsificante;

Caracterizar o bioemulsificante por métodos fisicos, quimicos e bioldgicos;

Aplicar o bioemulsificante produzido na remog¢éo de poluentes hidrofobicos;

Y V V V

Validar estatisticamente os resultados obtidos.
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3 REVISAO DE LITERATURA
3.1 Stenotrophomonas maltophilia

Stenotrophomonas maltophilia € uma bactéria gram-negativa que possui forma
de bacilo. Stenotrophomonas maltophilia € um bacilo aerébio, mével, ndo fermentador,
oxidase negativo. Foi solada pela primeira vez em 1943 como Pseudomonas maltophilia
e em 1981 foi reclassificada como Xanthomonas maltophilia. Finalmente, em 1993,
propuseram a espécie S. maltophilia (PALLERONI; BRADBURY, 1993; SALDAR,;
ROLSTON, 2007).

S. maltophilia cresce na maioria dos meios bacteriolégicos, formando uma
colénia pigmentada amarela e que pode ser identificada por métodos bioquimicos, tendo
como potenciais fatores de viruléncia enzimas extracelulares, tais como, DNAse,
RNAse, fibrinolisina, lipases, hialuronidases e proteases. Além disso, os flagelos e a
adesina fimbriada permitem a fixacdo em superficie inerte, resultando na formacédo de
biofilme que constitui vantagem adaptativa (VARTIVARIAN; ANAISSIE, 2000;
OLIVEIRA-GARCIA et al., 2003).

A S. maltophilia tem dimensdes em média de 0,5 a 1,5um, de coloragéo
branca, quando visualizadas macroscopicamente. Entre as condicdes de crescimento
da bactéria, que sdo recomendadas, temperaturas entre 5 e 40 ° C (DENTON; KERR,
1998).

Atualmente, o género Stenotrophomonas abrange espécies reconhecidas
como Stenotrophomonas acidaminiphila, Stenotrophomonas chelatiphaga, Shinella
daejeonensis, Sphingomonas dokdonensis, Stenotrophomonas ginsengisoli,
Stenotrophomonas humi, Stenotrophomonas koreensis, S. maltophilia,
Stenotrophomonas nitroreducens, Stenotrophomonas pavanii, Stenotrophomonas
rhizophila e Stenotrophomonas terrae. LOONEY; NARITA; MUHLEMANN, 2009; KIM et
al.2009; GARAZI et al.,, 2012; CERQUEIRA et al., 2012; DEEPALI et al., 2014;
SINGHAL et al., 2017; LARIK et al., 2018).

S. maltophilia é onipresente na natureza. Ela existe em varios tipos de
ambientes e regides geogréficas extremas, como a Antartida, residindo em varios nichos
ecoldgicos e biofilmes foram identificados em solucbes para lentes de contato,
nebulizadores para uso doméstico de pacientes, bebedouros com micro-filtracéo, planta

rizosférica, agua do rio e processo de tratamento de agua ( SINGHAL et al., 2017).

Figura 1. Caracteristicas macroscoépicas de Stenotrophomonas maltophilia em meio sélido
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Fonte: SINGHAL et al., (2017)

3.1.1 Potencial biotecnoldgico da Stenotrophomonas maltophilia

S. maltophilia exerce uma extraordinaria gama de atividades com relevancia
biotecnolégica (MUKHERJEE; ROY, 2016), como a biorremediagdo (BERG;
MARTINEZ, 2015), degradacao de compostos toxicos ( LEE et al., 2002), biossintese
ZONATO et al., 2015) e controle biolégico na agricultura (ALAVI et al., 2013; LIRA;
BERG; MARTINEZ, 2017). Estudos com a S. maltophilia demosntrou o seu potencial
biotecnolégico na degradacdo de hidrocarbonetos aromaticos, como também na
producdo da enzima lipase e biossurfactante (KIM et al., 2009; DEEPALI et al., 2014;

LARIK et al.,, 2018). Ha evidéncia de que S. maltophilia é capaz de produzir
biossurfactante do tipo ramnolipideo (DEEPALI; SNEHA; SUCHETA , 2014).

Na literatura, no seu metabdlito ha aplicacdes como atividade antimicrobiana,
como um agente util no controle fungos, bactérias e também um importante agente
inseticida. Sua capacidade de produzir varias enzimas para aplicacdes biotecnoldgicas,
incluindo a degradacao de queratina, atrazina, tricloroetileno, diclorodifeniltricloroetano
(DDT) e seu uso na biorremediacdo de metais e sua coloniza¢do de raizes de plantas
(BROOKE et al., 2017).

Relatos confirmam a utilizacdo da S.maltophilia na otimizagc&o da producéo
de uma protease alcalina extracelular e sua importante aplicacdo na industria de
detergentes (KUDDUS; RAMTEKE, 2011), como também no setor agroindustrial,
através da inibicdo do micro-organismo Ralstonia solanacearum, uma bactéria
patogénica gram-negativa aerdbia, causadora da podriddo da batata na industrial
(MESSIHA, et al., 2007). Além disso, outra importante aplicagédo biotecnologica refere-
se ao potencial de producdo de uma espécie de lipase tolerante a solventes organicos
(LI, et al., 2013).
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3.2 Surfactantes

Surfactantes sdo moléculas anfipaticas que possuem propriedades hidrofilicas
e hidrofébicas e apresentam um grupamento hidrofilico polar e um grupamento
hidrofébico apolar. A regiao hidrofobica ou “cauda” é constituida tipicamente por uma ou
mais cadeias hidrocarbénicas lineares contendo de 8-18 atomos de carbono, podendo
apresentar ou néo ligagdes insaturadas enquanto a regido hidrofilica ou “cabega” é
geralmente constituida por um grupo iénico (Figura 2). (TADROS, 2005; FEMI-OLA et
al., 2015; ROVINA; EHRHARDT; TAMBOURGI, 2018).

S&do capazes de se distribuir nas interfaces entre fases imisciveis tais como
Oleo/agua ou ar/dgua, o que leva a reducéo da tenséo superficial e interfacial entre fases
destes sistemas. Além de reduzir a tenséo superficial e interfacial, outras propriedades
importantes inerentes a organizagdo estrutural destas moléculas incluem a sua
capacidade de solubilizagdo, de emulsificagdo e demulsificagcdo, de dispersao de fases,
de detergéncia e lubrificante (DESAI; BANAT, 1997; FRACCHIA et al., 2015; MOUSSA
et al., 2006; JAGTAP et al., 2010; FEMI-OLA et al., 2015).

Figura 2. Molécula de tensoativo (Surfactante).
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. ¥ i
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Fonte: Bueno (2010)

Essa molécula tensoativos integra uma grande variedade de produtos de uso
cotidiano do ser humano tais como: produtos de limpeza doméstica e higiene pessoal,
cosméticos, herbicidas ou pesticidas, em processos de biorremediacdo, agricultura,
industrias de alimentos, farmacéutica, de papel, de petréleo, entre outros (BANAT, et
al., 2014b; GUDINA et al., 2015; SHARMA et al., 2017; AGUIRRE et al., 2018; TAZDAIT
et al., 2018).

Os surfactantes podem ser de origem quimica, quando derivado do petréleo
(surfactante quimico ou sintético) e de origem natural, produzido por plantas, animais e
micro-organismos (biossurfactantes) (SHARMA et al., 2017; AGUIRRE et al., 2018;
TAZDAIT et al., 2018).
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A classificacdo do surfactante quimico é realizada em funcdo da carga
presente na regido hidrofilica da molécula. Assim, surfactantes que possuem a cabeca
carregada negativamente e positivamente sdo chamados surfactantes aniénicos e
catidnicos, respectivamente. Surfactantes ndo carregados sdo chamados surfactantes
ndo ibnicos e aqueles carregados com ambas as cargas negativa e positiva séo

denominados surfactantes anféteros ou zwiteridnicos (SANTOS et al. , 2013).

3.3 Biossurfactantes

Os biossurfactantes sdo compostos anfifilicos produzidos em superficies de
células microbianas ou excretadas extracelularmente. S&o produzidos , na maioria das
vezes, pelo crescimento aerdbio de micro-organismos como leveduras, fungos
filamentosos e por bactérias (TADROS, 2005; FEMI-OLA et al., 2015; ROVINA;
EHRHARDT; TAMBOURGI, 2018).

7

A producdo microbiolégica de biossurfactantes é considerada promissora
devido ao curto tempo de geracdo quando comparados ao crescimento de plantas e
animais (PARTHASARATHI et al., 2014). O tipo de biossurfactante é muito especifico
podendo variar de espécie para espécie de micro-organismo (Tabela 1) (JARA et al.,
2013).

As bactérias produtoras de biossurfactantes, por exemplo, precisam ser
facilmente cultivadas e produzir elevado rendimento de biossurfactante para garantir
uma comercializacdo econbmica e sustentavel (ZAINAL; OMAR; ASHAARI, 2017).

Bactérias como Arthobacter, paraffineus, Bacillus licheniformes, Bacillus
subtillis, Corynebacterium ,Nocardia, Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas
fluorescens, Rhodococcus actinobacterial, Streptomyces sp. e Stenotrophomonas
maltophilia sdo micro-organismos que podem degradar poluentes e simultaneamente
produzir biossurfcatante acelerando o processo de degradacdo (HASANUZZAMAN et
al., 2007; ARULAZHAGAN et al., 2010; KIM, et al. 2010; FRANZETT et al., 2010; GLICK
et al., 2010; JANEK et al., 2010; COSTA et al., 2012; SAJNA et al., 2015; KUYUKINA et
al., 2015; LIU et al., 2016; WAGNER e SYLDATK, 2017;VARJANI E UPASANI, 2016;
RATLEDGE e BOULTON, 2017; ZAMBRY et al., 2017; AL-HAWASH et al., 2018).

Tabela 1. Tipos de biossurfactantes produzidos por bactérias.

Micro-organismos Classe
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Bacillus licheniformes
Bacillus subtillis

Corynebacterium
Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas fluorescens
Rhodococcus ctinobacterial
Streptomyces

Bacilo subtiis

Bacilo subtilis

Bacilo subtilis

Bacilo cereus

B. licheniformis

Bacilo subtilis

Bacilo coagulans

Lipoproteina (LIU et al., 2016)
Surfactina (KIM, et al. 2010)
Lipideos (RATLEDGE; BOULTON 2017)

Ramnolipideo (GLICK et al., 2010)

Lipopeptideos (JANEK et al., 2010)
Trealolipideo (KUYUKINA et al., 2015)
Lipolipideos (ZAMBRY et al., 2017)
Ramnolipideo ( CHRISTOVA et al.,2004)
Surfactina (ARIMA et al.,1968)
Subtilisina (BERNHEIMER et al., 1970)
Cerexina (SHOJI et al., 1975)
Liquenisina (JAVAHERI et al., 1985)
Fengicina (VANITTANAKOM.,1986)
Surfactina (HUSZCZA et al., 2003)

3.3.1 Classificacdo dos biossurfactantes

Os biossurfactantes sao classificados com base em suas estruturas quimicas
que incluem glicolipidios, lipopeptideos, complexos polissacarideos-proteinas,
fosfolipidios, acidos graxos e lipidios neutros e subdivididos entre os de alto e baixo
peso molecular. Os de alto peso molecular incluem os polissacarideos, as proteinas, as
lipoproteinas e os lipopolissacaridios e os de baixo peso sédo os glicolipidios, os
fosfolipidios e os lipolipidios (DESAI; BANAT, 1997; BANAT et al.,, 2000; GAUTAM,;
TYAGI, 2006; PACWA-PLOCINICZAK et al., 2011, MULLIGAN et al., 2014
MATVYEYEVA et al., 2014; UZOIGWE et al., 2015; ANTONIOU et al., 2015; ROCHA,
2017; SILVA et al., 2017; SANTOS, 2018).

- Glicolipideos

Os glicolipidos constituem a classe mais comum de compostos tensioativos de
baixo peso molecular. Sdo produzidos por diversas espécies de bactérias e leveduras.
Os quatro grupos biotecnologicamente mais importantes de glicolipidos séo:
raminolipideos, soforolipideos, trehalolipideos, e manosileritritol-lipideos
(MATVYEYEVA; VASYLCHENKO; ALIIEVA, 2014; HAUSMANN; SYLDATK, 2015).

- Raminolipideos
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Sdo produzidos por espécies de Pseudomonas, em particular por
Pseudomonas aeruginosa. Classificam-se como mono- e di-raminolipideos. Algumas
bactérias sdo conhecidas como sendo produtoras de apenas mono-raminolipideos,
existindo algumas que produzem mono- e di-raminolipideos (MARCHANT; BANAT,
2012a; RANDHAWA; RAHMAN, 2014).

- Soforolipideos

Estas biomoléculas possuem na sua estrutura a soforose, um dissacarideo de
glicose. Os soforolipideos podem apresentar-se ou sob a forma lactonica ou forma
acidica aberta. Na forma lactdnica a extremidade carboxilica do &cido graxo esta
esterificado na posi¢cdo-4 ou na posicdo 6 ou 6 da soforose (MARCHANT; BANAT,
2012; HAUSMANN; SYLDATK, 2015).

- Trehalolipideos

Os trehalolipideos sdo glicolipideos associados com diversas espécies dos
géneros Mycobacterium, Rhodococcus, Arthrobacter, Nocardia e Gordonia. Sua
estrutura possui a trehalose, que é formado por duas unidades de glicose. As cadeias
hidrocarbonadas ligadas a trehalose variam no niamero, comprimento (FRANZETTI et
al., 2010; KUGLER et al., 2014; VIJAYAKUMAR; SARAVANAN, 2015).

- Lipopeptideos

A classe de lipopeptideos engloba um vasto nimero de biossurfactantes de
baixo peso molecular consistindo de estruturas ciclicas, destacando-se os membros dos
géneros Bacilllus e Pseudomonas como os principais produtores de moléculas desta
classe. Estruturalmente, consistem de uma cabeca hidrofiica composta por
polipeptideos, comumente entre 7 e 10 aminoacidos, ligada a uma estrutura hidrofébica
de um &cido graxo. A diferengca entre eles reside no tipo de aminoacidos do anel
peptidico, e também no comprimento e estrutura da cadeia hidrocarbonada.
Geralmente, os lipopeptideos ocorrem como misturas de compostos intimamente
relacionados (GAUTAM ; TYAGI, 2006; CAMEOTRA et al., 2010; SINGH, 2012; SMYTH
et al.,, 2010; PATHAK; KEHARIA, 2013; SHOEB et al., 2013; DHANARAJAN; SEN,
2014).

- Acidos graxos e fosfolipideos
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Os acidos graxos e fosfolipideos sdo produzidos por véarias bactérias e
leveduras durante o crescimento em n-alcanos. Alguns desses acidos complexos, por
exemplo, os acidos corinomicoélicos sintetizados por Corynebacterium lepus, exibem
expressiva atividade surfactante (RAHMGAUTAM; TYAGI, 2006; RAHMAN; GAKPE,
2008).

- Biossurfactantes Poliméricos

Os biossurfactantes poliméricos sdo moléculas de elevado peso constituidos
de lipoproteinas, proteinas, polissacarideos, lipopolissacarideos ou complexas misturas
contendo varios destes biopolimeros. Biossurfactantes desta classe séo produzidos por
espécies bacterianas de diferentes géneros, tais como Acinetobacter, Pseudomonas.
Os biossurfactantes poliméricos mais estudados incluem emulsan, liposan, e
manoproteinas e outros complexos proteina-polissacarideos (CIRIGLIANO; CARMAN,
1985; SINGH, 2012; FRACCHIA et al., 2012; SILVA et al., 2014 ; SOBRINHO et al.,

2014).

3.3.2 Propriedades dos biossurfactantes

Devido a caracteristica anfipatica, os biossurfactantes sdo capazes de se
distribuir nas interfaces entre fases imisciveis tais como 6leo/agua ou ar/agua (DESAI;
BANAT, 1997; FRACCHIA et al., 2015). Estas moléculas favorecem a diminuicdo da
tensdo superficial e interfacial, aumento de solubilizacdo, de emulsificacdo e
demulsificacdo, de detergéncia e da capacidade lubrificante (MOUSSA et al., 2006;
JAGTAP et al., 2010; FEMI-OLA et al., 2015).

3.3.2.1 Tenséao superfificial e interfacial

Tensdo superficial é a for¢ca que atua sobre a superficie de um liquido levando
a minimizacao da area desta superficie, medindo a diferenca da natureza entre duas
fases na interface. Também ser definida como uma medida de energia livre por unidade
da area associada com uma superficie ou interface (ROSEN, 2004; AL-ARAJII et
al.2007, MNIF; GHRIBI, 2015).

7

O método de anel de Du Nouy é o mais utilizado na pesquisa de
biossurfactantes (KIM et al., 1997; ABOUSEOUD et al., 2007; PEREIRA et al., 2013;
SARI et al., 2014). Assim, quanto maior for a dissimilaridade da natureza das fases do
sistema, maior a tensdo interfacial (ou superficial) entre eles (ROSEN, 2004; AL-ARAJII
et al.2007, MNIF; GHRIBI, 2015).
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Figura 3- A influéncia do biossurfactante na tensao superficial
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Fonte: SANTOS et al., 2016

3.3.2.2 Concentracao Micelar Critica (CMC)

A concentracdo micelar critica (CMC) é a concentracdo de biossurfactantes,
na qual atermodindmica do sistema tensoativo-solvente favorece a formacao de micelas
e possui um papel determinante em relacdo a muitas propriedades fisico-quimicas
usadas para caracterizar os biossurfactantes (URUM; PEKDEMIR, 2004).

Em concentra¢des acima da CMC, o biossurfactante consegue aumentar a
solubilidade de compostos organicos cuja solubilidade em &gua é baixa, uma vez
gue o composto organico € incorporado no interior da micela (MESQUITA, 2004;
MULLIGAN, 2005; MARINHO, 2015).

Um dos principais pontos de investigacdo é a CMC que quantifica a

capacidade do biossurfactante em formar as micelas (Figura 4).

Figura 4 - Mondmetros formando micelas.
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Fonte:Bueno (2008)

3.3.2.3 Formacéao de emulsdes
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Uma emulsédo é um sistema coloidal de dois liquidos imisciveis ( FRANGE;
GARCIA, 2009; CAMPOS et al.,, 2013). O equilibrio hidrofilico-lipofilico indica a
capacidade de um biossurfactante promover a formagéo de emulsdes 6leo-em-agua ou
agua-em-6leo (MULLIGAN, 2005).

3.3.3 Capacidade molhante, solubilizante e dispersante de petroderivados

Essas moléculas apresentam importancia na industria de petréleo, uma vez
gue sao adicionadas a Gleos residuais com a finalidade de aumentar sua mobilidade
pela influéncia na reducéo da tenséo superficial em relagéo ao 6leo e a 4gua, permitindo
gue o petroleo presente nos reservatorios de petroderivados sejam recuperados
(CAMPOS et al., 2015).

A propriedade dispersante de biossurfactantes reside na sua capacidade de
reduzir as forgas coesivas entre particulas similares de um compostos hidrofébicos
(KLEINDIENS et al., 2015; MNIF; GHRIBI, 2015).

3.3.4 Influéncia da fonte de carbono e nitrogenio na producéo de
biossurfactantes

Os melhores substratos para o crescimento microbiano séo os residuos ricos
em carboidratos ou lipideos, com adequada relagdo carbono/nitrogénio e que
apresentem altas concentra¢cfes de micronutrientes importantes para o metabolismo
microbiano ( NITSCHKE; PASTORE , 2006; ROVINA ; EHRHARDT; TAMBOURGI,
2018).

3.3.5 Fatores fisico-quimico que influenciam a producéao

Fatores ambientais tais como pH, salinidade e temperatura também afetam a
atividade e estabilidade dos biossurfactantes. Por isso, € importante estudar a influéncia
destes parametros quando se considera aplicagfes especificas para estes compostos
(MULLIGAN, 2005).

3.3.6 Vantagens dos biossurfactantes

Em funcdo da estrutura molecular, os surfactantes tendem a alterar as
propriedades interfaciais e superficiais dos fluidos ocasionando a capacidade de
detergéncia, emulsificacdo, lubrificagdo, capacidade espumante e solubilizacédo
(ROVINA ; EHRHARDT; TAMBOURGI, 2018).
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Os biossurfactantes apresentam vantagens aos surfactantes sintéticos,
devido a sua baixa toxicidade, elevada biodegradabilidade, eficiéncia em condi¢des
ambientais extremas de pH, temperatura e salinidade e podem ser obtidos a partir de
recursos renovaveis e de baixo custo, como também a possibilidade de modificacdo de
sua estrutura e de propriedades fisico-quimicas, permitindo obter produtos industriais
para utilizacao especifica (MOUSSA et al. 2006; SARUBBO et al., 2007; VECINO et al.,
2015). Além disso, possuem melhor compatibilidade com o ambiente, alta capacidade
de espuma, maior seletividade, comparadas aos compostos sintéticos semelhantes e
aplicagbes melhoradas na biorremediagdo, emulsdo alimentar e em cosméticos
(HEMLATA; SELVIN; TUKARAM., 2015).

3.3.7 Aplicagdes industriais dos biossurfactantes

As aplicacdes se distribuem entre os mais diversos setores industriais entre elas,
a industria farmacéutica, de cosméticos e de alimentos, devido sua atuacdo como
dispersantes e/ou solubilizantes de compostos orgénicos com baixa solubilidade em
agua (NWINYI et al., 2018).

Os biossurfactantes, além de seu papel natural no aumento da biodisponibilidade
de substratos hidrofébicos, tém aplicagcdes industriais na recuperacao avancada de
6leo, biorremediacdo, eliminacdo de metais, excelente detergéncia, substituicdo de
solventes de limpeza clorados, industrias de detergentes, pesticidas e herbicidas e em

alimentos e industrias cosméticas (NWINYI et al., 2018).

O uso de biossurfactantes na industria cosmética é o fato de evitar irritacbes da
pele e reacdes alérgicas devido a sua aplicacdo (VECINO et al., 2017; SPINA et al.,
2018).

Ha4 evidéncia de que o biossurfactante produzido por S. maltophilia é
caracterizado como ramnolipideo com propriedades larvicidas e/ou pesticida no controle
efetivo de atividades larvicidas eficientes e ecolégicas (SALDAR; ROLSTON, 2007;
LOONEY; NARITA; MUHLEMANN, 2009; KIM et al.2009; GARAZI et al.,, 2012;
CERQUEIRA et al., 2012; DEEPALI et al., 2014; LARIK et al., 2018). Contudo, a maior
area de aplicagdo dos biossurfactantes é a industria do petroleo, tanto para a produgéo
deste como para incorporacao nas formulagfes de 6leo, remocéo de lodo de 6leo dos
tanques de estocagem, dispersdo de derramamento de 6leo no mar e no solo, na
recuperacdo melhorada de petréleo e na descontaminacdo ambiental por meio da

biorremediacao, utilizando microorganismos, que devido a sua fisiologia extremamente
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flexivel e o metabolismo pode facilmente colonizar contaminados habitats seguidos de
limpeza subseqtiente (DECESARO et al., 2013; YADAV et al., 2016).

3.3.7.1 Biorremediacdo de derivados do petréleo

A biorremediagdo € definida como um processo que usa micro-organismos,
plantas ou enzimas para transformar contaminantes em espécies menos toxicas, é
muito atraente método devido aos seus custos e beneficios (OKOH; TREJO-
HERNANDEZ, 2006).

Com o aumento da preocupacdo com as questdes ambientais, outras funcdes
gue podem ser exercidas por bactérias sao percebidas e estudadas com o intuito de
amenizar problemas de poluicdo e degradagc&do do meio ambiente assim como melhorar
a qualidade dos processos e produtos agricolas. Existem muitos estudos que sugerem
a aplicacao de bactérias nessas areas como estratégia de descontaminacdo. Este
processo pode ser aplicado em diversas situacdes visando a melhoria de areas
contaminadas por uma enorme gama de agentes poluidores contaminantes de solos,

sedimentos, agua e ar em substéncias benignas (MERICI et al., 2018).

Figura 5- Degradacéo e biorremediacdo de compostos do petréleo por bactérias.
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3.4 Emulsificantes

Os agentes emulsificantes sdo moléculas ampifilicas, que apresentam em sua
molécula uma por¢éo apolar, um hidrocarboneto, solivel em 6leoc e uma extremidade
polar sollivel em agua que aumentam a estabilidade cinética das emulsdes, tornando-

as aceitavelmente estaveis e homogéneas, formando um sistema coloidal no qual as
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fases sao liquidos imisciveis ou parcialmente misciveis, possuindo uma fase continua,
composta pela agua, e fase dispersa, composta pelo 6leo, apresentando diametros
entre 0.1 pum e 10 um (SHAW, 1975; CIRIGLIANO & CARMAN,1985; OLIVEIRA et al.,
2004; FRANGE; GARCIA, 2009; CAMPOS et al., 2013 ; INES- DHOUHA, 2015;
UZOIGWE, 2015; KALE, 2017).

A propriedade mais importante de uma emulsao é a sua estabilidade, sendo esta
dependente de varios fatores como: diferenca de densidade entre as fases, viscosidade
do sistema, dimensdes do dispersoide, relacdo entre os volumes das fases, existéncia
e valor das cargas elétricas, presenca de substancias tensoativas e da tenséo superficial
e fornecimento de energia para forma-las através de processos fisico-quimicos como:
agitacdo e a utilizagdo de substancias homogenizadoras (CIRIGLIANO & CARMAN,
1984; JANEK et al., 2012; UZOIGWE et al., 2015; SOUZA, 2016).

Estas substancias séo capazes de se solubilizar em agua e em 6leo, que através
da cadeia carb6nica e o grupo polar, por sua afinidade com a agua, é capaz de formar
uma cadeia carbdnica e produzir uma solugcdo aquosa, por isso reduzem a tensao
superficial na interface das fases imisciveis, permitindo, portanto, que elas se misturem,
formando a emulsdo (CIRIGLIANO & CARMAN,1985; INES- DHOUHA, 2015;
UZOIGWE, 2015; SHARMA et al., 2016).

A estrutura das emulsbes sdo classificadas de acordo com o didmetro e
caracteristicas fisicas e podem ser: Macro-emulsdes ( possuem uma faixa de tamanho
de 0,1 - 5um) ; Nano-emulsdes e macro-emulsdes (20-100 nm); EmulsGes ou micro-
emulsdes micelares ( estes geralmente possuem uma faixa de tamanho de 5-50 nm e

sdo termodinamicamente estaveis) (TADROS et al., 2013).

3.4.1 Estabilidade dos emulsificantes

A estabilidade coloidal da emuls&o considera que as particulas dispersas estao
submetidas a agéo de duas forcas: Forca de Van der Waals (forga atrativa se origina
nas flutuacdes da densidade eletrénica em um atomo neutro, cujo potencial atrativo
entre as particulas é igual a soma de todas as forcas sobre todos os &tomos, aumenta
com o tamanho das particulas e diminui com a distancia entre elas) e a Repulsao
eletrostética ( uma particula com uma superficie carregada causando uma distribuigéo
desigual dos ions da solucado, fazendo com que ions com carga oposta a da particula
se acumulam em torno da superficie)( WONG, 1995).

3.4.1.1 Mecanismos que favorecem a estabilidade das emulsfes
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Separacdo das fases por sedimentacdo (processo no qual as gotas dispersas tém
densidade diferente da fase dispersante, podendo haver sedimentacdo e separacdo
das fases devido a forca da gravidade); Floculagao das gotas (As gotas se unem umas
as outras, ficando separadas por uma camada finissima da fase continua); Coalescéncia
das gotas (Aumenta-se se tamanho real, podendo-se chegar a separacao das duas

fases em duas camadas por uma interface de superficie minima) (ORDONEZ, 2005).

3.4.1.2 Emulsificantes que auxiliam na estabilidade de emulsdes

Eletrélitos minerais: proporcionam cargas eletrostaticas as gotas dispersas para elevar
a repulsdo; Moléculas tensoativas: proteinas, que se orientam de tal forma que seus
extremos hidrofébicos e hidrofilicos se colocam nas superficies da interface éleo/agua;
Macromoléculas dissolvidas na fase continua: aumentando a viscosidade dessa fase
(polissacarideos espessantes) ou se adsorvendo na interface (proteinas sollUveis em

agua), formando uma barreira na fase da coalescéncia (ORDONEZ, 2005).

Figura 6 Esquema de possiveis mecanismos de desestabilizagdo da emulsao

o DD ':’ oo ()n (&) “0 J) (C’) o "o o o 0o «Q
OB KOs O g "G Dw
CY)O 00( D00 o 9> e &3 i (’a
Qoo Qoo o :ﬁ & (= Vil
éf“‘f,) &P (s, - @ o

Sedimentagao Floculagao Colisao

e KL IED (. I € I Ko

Coanlesc@ncia

Fonte: ORDONEZ, 2005.

3.5 Bioemulsificantes

Os bioemulsificantes sdo biopolimeros de alto peso molecular ou
exopolissacarideos se assemelham aos biossurfactantes ao emulsionar dois liquidos
imisciveis, tais como hidrocarbonetos ou outros substratos hidrofébicos, mesmo em
baixas concentra¢ces, mas em contraste sdo menos eficazes na reducdo da tenséo
superficial. Essas misturas complexas de heteropolissacarideos, lipopolissacarideos,
lipoproteinas e proteinas possuem maior peso molecular do que os biossurfactantes
(PERFUMO et al., 2009; SMYTH et al., 2010a; SEKHON-RANDHAWA, 2014
MUTHUSAMY et al.,, 2008; UZOIGWE, et al., 2015). S&o capazes de estabilizar
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emulsdes aumentando sua estabilidade cinética em funcéo de sua composi¢ao quimica
(CALVO et al., 2009; MONTEIRO et al., 2010; UZOIGWE, et al., 2015). Também podem
ser definidas como moléculas anfifilicas que tem a capacidade de formacdo de
emulsbes estaveis, além de peso molecular e baixo poder de reducdo da tensao
superficial com capacidade de formar emulsfes estaveis em agua/ 6leo ou 6leo / dgua,
além de desemulsificar e solubilizar (SOUZA, 2016; PUNNIYAKOTTI, 2017; SATPUTE,
2017).

Figura 7. Caracteristica hidrofilica e hidrofobica do emulsificante
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Fonte: FOOD INGREDIENTS BRASIL, 2013

3.5.1 Producéao de bioemulsificante

A producdo de emulsificantes naturais por via microbiana apresenta vantagens
em relagdo aos seus sintéticos, como a biodegradabilidade, baixa toxidade e
biocompatibilidade (DIAZ DE RIENZO et al., 2016; ZHAO, 2016; BISWAS et al., 2017,
PUNNIYAKOTTI, 2017). Os bioemulsificantes sdo surfactantes naturais, diferenciados
pela natureza quimica da biomolécula e pela espécie microbiana produtora, enquanto
os surfactantes sintéticos sdo classificados pela natureza do seu grupo polar (BENTO;
CAMARGO; GAYLARDE, 2008). Os termos biossurfactantes e bioemulsicantes séo
referidos como biomoléculas tensoativas, contudo, ha distintas caracteristicas fisico-
guimicas entre elas, por isso sdo descritas como moléculas diferentes, pois 0s
biossurfactantes apresentam baixo peso molecular, sendo classsificados por
lipopeptideos, glicolipideos e os bioemulsificantes sdo moléculas de elevado peso
molecular, como exopolissacarideos, podendo ser misturas complexas de
heteropolissacarideos e lipopolissacarideos, lipoproteinas e proteinas (CIRIGLIANO &
CARMAN, 1984; SMYTH et al. 2010; JAGTAP et al.,, 2010 FRANZETTI et al. 2012;
PEREZ et al., 2017; SILVA, et al., 2017).

3.5.1.1 Fatores que influenciam a producédo de bioemulsificante
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Fatores como a fonte de carbono, nitrogénio, sais, concentracdo de NacCl, pH,
temperatura, agitacdo, aeracdo sdo importantes na producdo do bioemulsificante
(ROSERO et al., 2003; SYAHRIANSYAH; HAMZAH, 2016).

A fonte de carbono é considerada um dos fatores que mais influenciam na
sintese, uma vez que pode promover o crescimento do micro-organismo. Este tipo de
producdo necessita, concomitantemente, de fontes de carbono hidrofilica como a
glicose a lactose e hidrofébica como o 6leo de soja e azeite de oliva (SAJNA et al.,
2013; RUFINO et al., 2014). As fontes nitrogénio sdo também influéncia na producao de
bioemulsificantes (BAJAJ; TILAY; ANNAPURE, 2012). A agitacdo e a aeracdo possuem
efeitos combinados, pois ambos facilitam a transferéncia de oxigénio no meio de
fermentacdo que também auxiliam a producdo de biossurfactantes, pois possibilitam a
solubilizacdo de substratos insollveis em agua e consequentemente o transporte de
nutrientes no meio de fermentacdo para o microrganismo (AQUARONE, 2001,
RAMKRISHNA et al., 2010).

3.5.2 Bioemulsificante produzidos por S. maltophilia UCP 1601

Os surfactantes microbianos sdo moléculas complexas com grande diversidade
de estruturas quimicas (BENTO; CAMARGO; GAYLARDE, 2008). O bioemulsificante
produzido por S. maltophilia UCP 1601 € estavel frente a variagéo de pH, apresentando

bons indices de emulsificacdo em 6leo de motor.

3.5.3 Producéo de bioemulsificante por substratos renovaveis

A producdo de bioemulsificantes a partir de substratos renovaveis vem
promovendo um interesse consideravel nos udltimos anos (MORAIS; ABUD, 2011,
MARTI et al., 2015). Como estratégia para viabilizar a producdo de metabdlitos
microbianos utiliza-sesubstratos alternativos, minimizando os custos relacionados a
producdo como também permite a valorizagdo econémica de sua utilizagdo. Além de
considerar o potencial enzimético de varios micro-organismos de sintetizar biomoléculas
em diversos substratos imisciveis em agua, como 0s recursos renovaveis de efluentes
da producao agricola, 6leos vegetais e residuos de destilarias e laticinios, entre outros
(BANAT; MAKKAR; CAMEOTRA, 2000; MAKKAR; CAMEOTRA, 2002; MORAIS;
ABUD,2011).

3.5.4 Aplicagbdes dos bioemulsificantes
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As propriedades funcionais que os biossurfactantes apresentam fazem com que
sejam compostos atrativos para sua utilizacdo em uma variedade de processos e
operacdes industriais e ambientais (THAVASI et al., 2011; FRACCHIA et al., 2014;
WAGHMODE et al., 2014).

3.5.4.1 Aplicagao nos bioprocessos

Os bioemulsificantes possuem compatibilidade com o meio ambiente e séo
biomoléculas com potencial para serem utilizados na remocdo de agentes
contaminantes em ambientes terrestres como também em aquéticos sem colaborarem
com riscos de contaminagdo secundaria quando comparados aos emulsificantes
sintéticos (LAl et al., 2009; SINGH ; CAMEOTRA, 2013). Os bioemulsificantes também
tém sido eficientes na biorremediacdo de metais pesados, que tendem a ser fortemente
absorvidos na matriz de solos e sedimentos, limitando sua solubilidade e dificultando a
sua remocao subsequente. O método de lavagem com bioemulsificantes aumenta a
dessorcao de metais em solos e sedimentos, tornando esses poluentes para a captacao
microbiana, que sao degradados em produtos in6cuos (GUTIERREZ et al., 2008;
ANISZEWSKI et al., 2010; BANAT et al., 2010; ACIKEL 2011, COLIN et al., 2013)

3.5.4.2 Aplicacdo naindustria farmacéutica

Para uso farmacéutico e cosmético, os soforolipideo sdo utilizados
comercialmente como umectantes e o0s ramnolipideos sdo apontados como
biocompativeis e ideais para uso cosmético, como também os lipopeptideos (IRFAN-
MAQSOOD; SEDDIQ-SHAMS, 2014; VARVARESOU; IAKOVOU, 2015).0s
bioemulsificantes e suas potenciais aplicacdes medicinais s&o devido as propriedades
bioativas (GHARAEI-FATHABAD, 2011; RUFINO et al., 2012; SAMBANTHAMOORTHY
et al., 2014; MEENA; KANWAR, 2015).

3.5.4.3 Aplicagdo na industria petroquimica

A aplicagdo no campo de biorremediagdo mostra-se ser promissora, devido a
capacidade do bioemulsificante de formar e estabilizar emulsdes compostas por
hidrocarbonetos e agua, promovendo a disponibilidade desses contaminantes no
ambiente aquatico para 0s micro-organismos que metabolizam esses compostos
hidrofébicos e séo eficientes pelo método de lavagem na remocao de hidrocarbonetos
em solos e sedimentos contaminados (FRANZETTI et al., 2012, SOUZA et al., 2012;
MONTAGNOLLI, 2015; INES, SAHNOUN, GHRIBI. 2017).

3.5.4.4 Aplicacdo naindustria alimenticia
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Na induastria alimenticia, os bioemulsificantes apresentam-se como agentes
emulsificantes, solubilizantes, umectantes e patdégeno microbiano (NITSCHKE; COSTA,
2007; CAMPOS et al.,, 2013; RANASALVA; SUNIL; POOVARASAN, 2014) . A
emulsificagdo tem elevada importancia na consisténcia e textura dos alimentos,
dispersao de fase e a solubilizacdo de aromas (CAMPOS et al., 2013; SANTOS et al.,
2016). Os bioemulsificantes, como aditivo alimenticio, contribuiem para: Equilibrar as
variagbes na qualidade das farinhas; Melhorar a consisténcia dos ingredientes;
Aumentar a velocidade de transformacdo; Melhorar a estabilidade das massas;
Promover a aeragéo e o ganho de volume de pé&es e bolos; Diminuir o consumo de ovos
e gorduras; Aumentar o rendimento do processo (CASTRO et al., 2012; NETA et al.,
2012; FOOD INGREDIENTS BRASIL, 2013; HEYMAN et al., 2014; CAMPOS et al.,
2015)

3.6 Residuos agroindustriais

Como estratégia para a reducdo dos altos custos da producao industrial de
biossurfactante, os subprodutos agroindustriais vém sendo avaliados como fonte de
carbono alternativa, favorecendo, também, a minimizacdo do impacto ambiental
causado pelo descarte inadequado desses rejeitos no ambiente (MORAIS ; ABUD,
2012).

Dentre os problemas relacionados ao uso de biossurfactantes estd o seu
elevado custo de producdo, associado ao uso de substratos caros e a métodos
ineficientes de recuperacao do produto. A diminuicdo dos custos de producéo pode ser
realizados a partir da otimizacdo dos processos e dos meios de cultivo utilizados
(DECESARQO et al., 2013). Com o passar dos anos, houve um aumento nas atencdes
voltadas na producdo de biossurfactantes por causa de sua biodegradabilidade,
toxicidade reduzida, melhor compatibilidade com o ambiente, alta capacidade de
espuma, maior seletividade, estabilidade em meios extremos de pH, salinidade e
temperatura comparadas aos compostos sintéticos semelhantes e aplicacdes
melhoradas na biorremediagcédo, emulsdo alimentar e em cosméticos (ROSENBERG,
2001; HEMLATA; SELVIN ; TUKARAM., 2015).

S&o de baixo custo como fontes nutricionais e apresentam composigao rica em
material organico. Podem ser produzidos a partir de varios substratos, principalmente
recursos renovaveis, como 6leos vegetais, destilarias e residuos lacteos. A escolha de
substratos de baixo custo é importante para a economia geral do processo porque eles
respondem por 50% do custo final do produto. O 6leo de soja residual, obtido do

comercio informal; A milhocina, residuo proveniente da maceracdo do milho; A
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manipueira, agua gerada na prensagem da mandioca e o soro de leite sdo exemplos
residuos que demonstram ser uma fonte promissora para o crescimento de micro-
organismos, tendo sido incluida em meios de producdo de bioemulsificante/
biossurfactante e sdo considerados promissores nos processos fermentativos
(MAKKAR; CAMMEOTRA, 2002; NYSTROEM , 2003; PELIZER et al., 2007;
LAUFEMBERG et al., 2011; LUNA et al., 2011; SANTOS et al., 2012; ANDRADE et
al., 2015; SANTOS et al., 2013; RUFINO et al., 2014).

Devido ao crescimento da populacdo e os recentes padrées de consumo, cada
vez mais enfaticos, observou-se um aumento da produgéo dos sistemas agroindustriais
e agropecuarios. Uma enorme quantidade de residuos € gerada em decorréncia do
aumento desacerbado da produtividade, acarretando em sérios danos ambientais,
guando disponibilizados inadequadamente, criando danos desastrosos de ordem

econbmica, social e ambiental (SILVA, et al ., 2017).

O uso de substratos alternativos para formulacdo de meios de cultura para
produzir biossurfactantes fornecem elevados niveis de carboidratos e/ou lipidios
requeridos para suportar o crescimento e a biossintese do surfactante favorecendo um
6timo crescimento do micro-organismo e producao do metabdlito. A selecdo de um
residuo que contenha altos niveis de carboidratos, nitrogénio e lipidos cumpre as
exigéncias para ser usado como substrato para producdo de surfactantes microbianos
(NITSCHKE et al., 2004; NITSCHKE et al., 2005; THAVASI et al., 2008; HELMY et al.,
2011; SHARMA et al., 2014).

3.6.1 Oleo de soja residual

Os 6leos vegetais sdo uma fonte de carbono e constituido por acidos saturados
ou insaturados (MAROTTI, 2017). Pesquisadores tém usado variedade de 6leos
vegetais de canola, milho, girassol, cartamo, oliva, colza, semente de uva, palmito, coco,

peixe e soja.

Os enormes custos associados ao tratamento destes residuos e 0s nutrientes
nesses residuos os tornam matérias-primas de baixo custo para a producdo de
metabdlitos secundéarios . A utilizacdo substrato renovaveis na produgdo de
biossurfactantes com alto rendimento trazem o0 avanco necessario para reducdo de
custos no processo de producéo (BANAT et al.2010; MAKKAR et al., 2011).

A maioria das industrias de alimentos utilizam gorduras e Oleos 0 que gera

grandes quantidades de residuos hidrofébicos. Diante das alterac¢des fisico-quimicas, €
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importante que o 6leo de soja residual de fritura seja imediatamente descartado apos o
processo de fritura, pois entre os principais riscos a salde envolvidos no consumo
dessas substancias pode-se citar a pré-disposicdo a arteriosclerose e a acao
mutagénica ou carcinogénica (MAKKAR; CAMEOTRA, 2002; PAPANIKOLAQOU 2002b;
JORGE, et al., 2005).

Devido a isso, é interessante direcionar o descarte correto desse 6leo. Com o
acumulo desses residuos, tem aumentado o interesse da utilizacdo desses materiais
como fonte de nutrientes para transformacao microbiana (MAKKAR; CAMEOTRA, 2002;
PAPANIKOLAOU 2002b; JORGE, et al, 2005). Varios estudos vém utilizados
substratos hidrofébicos, como 6leo de soja pés-fritura, para a produgdo de
biossurfactantes e/ou bioemulsificante (PELIZER et al., 2007; LANGANKE, 2011,
SARUBBO et al., 2007, RUFINO et al., 2008, SOUZA et al., 2012, SANTOS et al., 2013)
e lipideos (PAPANIKOLAOU et al., 2002b, SABIROVA et al., 2010, BEOPOULOS et al.,
2011).
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Resumo

O potencial de producdo de uma biomolécula com propriedades surfactante e
emulsificante por Stenotrophomonas maltophilia UCP 1601 foi investigado pela
determinacgéo da atividade hemolitica, obtendo-se um halo de 9 mm em agar sangue. A
fermentacao foi realizada em meio mineral salino suplementado com 10% de 6leo de
soja pos-fritura (OSPF) e diferentes concentracdes de glicose, peptona, ZnCl, e MgSOsa,
de acordo a um planejamento fatorial completo 2¢. Os resultados mostraram que na
condicdo 6 (meio constituido por 4% de glicose, 1% de peptona, 2,72% de ZnCl; e
2,46% de MgS0.), se obtiveram os melhores resultados, com excelente reducdo da
tensdo superficial a 27,1 mN/m e maior indice de emulsificacdo de 82,74%, com 6leo
motor queimado. A propriedade bioemulsificante do tensoativo produzido foi confirmada
pelo indice de emulsificacdo de 78.57, 54.07 e 58.62% utilizando 6leo de soja, 6leo de
milho e dleo diesel, respectivamente, e a estabilidade a diferentes valores de pH,
temperatura e concentracdo de NaCl. Além disso, o tensoativo demostrou potencial
promissor para biorremediar contaminantes hidrofébicos no meio ambiente, pois exibiu
habilidade para diminuir a viscosidade de éleo de soja residual e 6leo motor queimado,
bem como excelente capacidade de dispersdo de 6leo motor queimado em agua, com
69,94 cm? de area de deslocamento de 6leo (ODA).

Palavras-chave: bactéria Gram-negativa, 6leo de soja pOs-fritura, tensoativo,
bioemulsificante, disperséo.
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Abstract

The potential of producing a biomolecule with surfactant and emulsifying properties by
Stenotrophomonas maltophilia UCP 1601 was investigated by determining the hemolytic
activity, obtaining a halo of 9 mm in blood agar. Fermentation was carried out in saline
mineral medium supplemented with 10% post-fry soybean oil (OSPF) and different
concentrations of glucose, peptone, ZnCl, and MgSOs, according to a complete factorial
design 2%. The results showed that in the 6% of glucose, 1% peptone, 2.72% ZnCl, and
2.46% MgSOs), the best results were obtained with excellent surface tension reduction
to 27.1 mN / m and a higher emulsion index of 82.74% , with engine oil burnt. The
bioemulsifying property of the surfactant produced was confirmed by the emulsification
index of 78.57, 54.07 and 58.62%, using soybean oil, corn oil and diesel oil, respectively,
and stability at different pH, temperature and concentration of NaCl. In addition, the
surfactant presented a promising potential for bioremediation of hydrophobic
contaminants in the environment as it had the ability to reduce the viscosity of the
residual soybean oil and burned engine oil as well as excellent dispersion capacity of the
burned oil in Water. , with 69.94 cm? of oil displacement area (ODA).

Keywords: Gram-negative bacteria, waste soybean oil residue, tensoactive,
bioemulsifier, dispersion.

1. Introducéo

Os bioemulsificantes sdo moléculas anfipaticas com porc¢des hidrofébicas e hidrofilicas
gue atuam entre fluidos de diferentes polaridades (6leo/agua e agua/dleo), permitindo o
acesso a substratos hidrofobicos, aumentando a area de contato de hidrocarbonetos,
mobilidade, biodisponibilidade e biodegradacao de tais compostos (Jagtap et al., 2010;
Fracchia et al., 2015; Shama et al., 2017; Rahman et al., 2019). Eles tendem a alterar
as propriedades fisicas e quimicas dos fluidos ocasionando a capacidade de
detergéncia, lubrificacdo, espumante e solubilizacdo, emulsificacdo e reducdo na
viscosidade de liquidos (Santos et al., 2016; Rovina et al., 2018; Gaur et al., 2019).

Os bioemulsificantes sdo produzidos por uma extensa variedade de micro-organismos,
incluindo bactérias, leveduras e fungos filamentosos. Quando comparados com os de
origem sintética, os surfactantes microbianos apresentam diversas vantagens como
estabilidade frente a amplas faixas de pH, temperatura e salinidade, biodegradabilidade
e baixa toxicidade, as que os tornam promissores em diversas aplica¢des industriais
(Nooman et al. 2017). Os bioemulsificantes tém sido amplamente utilizados na
recuperacdo avancada de petréleo, biorremediagcdo de ambientes poluidos por
hidrocarbonetos, remocdo de metais pesados e compostos solventes clorados, etc.
(Nwinyi et al., 2018; Rocha e Silva, 2018).
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Devido ao crescimento da populagéo e os recentes padrdes de consumo, observou-se
um aumento da producédo dos sistemas agroindustriais e agropecuarios. Uma enorme
guantidade de residuos é gerada em decorréncia do aumento desacerbado da
produtividade, acarretando prejuizos de ordem econémica, social e ambiental (Silva et
al., 2017). O uso de residuos como substratos alternativos para formulacdo de meios de
cultura para produzir biosemulsificantes fornecem niveis de carboidratos e/ou lipidios
requeridos para suportar o crescimento e a biossintese do surfactante, favorecendo
crescimento do micro-organismo e produ¢do do metabdlito (Amaral et al., 2009; Sharma
et al., 2014).

Stenotrophomonas maltophilia € uma bactéria Gram-negativa que habita em plantas,
solo e 4gua. Por causa de intera¢gdes benéficas com plantas promovendo o crescimento,
tornou-se importante para aplicacdes biotecnolégicas em agricultura (Alavi et al., 2013;
Lira et al. 2017). Além disso, ha varios estudos na literatura sobre o potencial
biotecnoldgico de S. maltophilia pela producédo de enzimas como lipases e proteases
(Kuddus e Ramteke, 2011; Li et al., 2013). Mais recentemente, alguns investigadores
destacaram o potencial para produzir biossurfactantes/bioemulsificante, com efetivas
propriedades larvicida e/ou pesticida, efetivo na degradacdo de diesel e éleo motor
usado ou na solubilizacdo de fenantreno (Deepali et al., 2014; Gargouri et al., 2017;
Larik et al., 2018).

Neste contexto, o presente trabalho teve como objetivo a producdo de tensoativos por
S. maltophilia UCP 1601, usando 6leo de soja pés-fritura como substrato de baixo custo,
através de planejamento fatorial completo 2% Avaliou-se a estabilidade do
biossurfactante, seu efeito na viscosidade de compostos hidrofobicos e efetividade

como agente dispersante.

2. Materiais e métodos

2.1 Micro-organismo

O micro-organismo utilizado neste estudo foi a bactéria Stenotrophomonas maltophilia
UCP 1601, isolada de solo argiloso da margem do Rio Capibaribe, Pernambuco, e
identificada por Vilar Janior (2016). A bactéria foi depositada no Banco de Culturas da
Universidade Catodlica de Pernambuco, registrado na World Federation for Culture
Collection (WFCC) e vem sendo mantida no meio agar nutriente e em glicerol a 30%,

sob temperatura de 5°C.
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2.2 Materiais

O dleo de soja pos-fritura e detergente comercial utilizados neste estudo foram obtidos
do comércio informal na cidade de Recife, Brasil. Os reagentes glicose, peptona, ZnCl,,

MgSO, e Tween 80 foram adquiridos da Merck (Darmstadt, Alemanha).
2.3 Teste de hemolise

O potencial de S. maltophilia UCP 1601 na producédo de biossurfactante foi investigado
utilizando o teste de atividade hemolitica (Satpute et al. 2010). A bactéria foi inoculada
na parte central da placa de gar contendo 5% (v/v) de sangue de carneiro desfibrinado
e incubado a 37 °C por 24 h. A atividade foi avaliada pelo aparecimento de zona clara

ao redor da colbnia de S. maltophilia.

2.4 Producédo de biossurfactante por S. maltophilia
2.4.1 Preparacdao do in6culo

Uma coldnia de S. maltophilia UCP 1601 crescida em agar nutriente foi transferida para
50 ml de caldo nutriente e incubada a 37°C e 150 rpm em um agitador orbital, por 24 h.
Em seguida, a densidade 6ptica do meio de cultivo foi conferida em espectrofotdmetro
UV/Vis Libra S32 (Biochrom Ltd.) a 600 nm. O cultivo com densidade o6ptica 0,8-1,0 a

600 nm foi utilizada como inoculo.
2.4.2 Producéo de bioemulsificante

A producéo de tensoativos foi realizada em frascos Erlenmeyers contendo 100 ml de
meio mineral salino (MMS) [composicdo em g/l: (NH4),SO. (1,0), K;HPO4 (2,0), KH2PO4
(0,5), MgS04.7H20 (10,0), NaCl (5,0), FeSO4 (0,2) e CaCl (0,5)] (Hemlata et al. 2015),
suplementado com 10% 6leo de soja pds-fritura. O meio foi suplementado com glicose,
peptona, ZnCl, e MgSQ,, de acordo a um planejamento fatorial completo 24, com 16
experimentos em triplicata (se¢do 2.4.5). Os meios foram ajustados a pH 7 e
esterilizados em autoclave por 15 min a 121°C. Em seguida, foram inoculados a 10% e
incubados a 30°C sob rotacdo orbital (150 rpm), por 96 h. Passado esse periodo, 0s
meios foram submetidos a centrifugacdo a 10000 rpm e 10°C, durante 15 min. Os
liquidos metabdlicos livres de células obtidos foram utilizados para avaliar a producéo
de biossurfactante e/ou bioemulsificante, a través da determinagéo da tenséo superficial
e o indice de emulsificagdo, respectivamente, como se descreve posteriormente (se¢do
2.4.4e245).

2.4.3 Planejamento fatorial
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Neste estudo, se utilizou um planejamento fatorial completo 24 para avaliar a influéncia
de quatro variaveis (glicose, peptona, ZnCl, e MgS0O.). Cada variavel independente foi
investigada em dos niveis, minimo (-1) e maximo (+1), segundo se mostra na Tabela 1.
Foram realizados 16 ensaios experimentais em triplicata e a tensdo superficial e o indice
de emulsificacdo foram utilizados como varidveis resposta. Os dados experimentais
obtidos foram analisados pelo software Statistica®, version 10.0 (StatSoft Inc., USA) e

a significancia dos resultados foi testada (p<0.05).

Tabela 1. Variaveis e niveis utilizados no planejamento fatorial completo 24 para a produgéo de
tensoativos por Stenotrophomonas maltophilia UCP 1601.

Variaveis Nivel minimo (-1) Nivel maximo (+1)
Glicose (%, m/v) 1 2
Peptona (%, m/v) 0,5 1

ZnCl; (mM) 50 100

MgSO4 (MmM) 50 100

2.5.3 Determinacédo datenséo superficial

A tensdao superficial foi determinada no liquido metabdlico livre de células, utilizando um
tensidmetro automatico (modelo Sigma 70 KSV Ltd, Finlandia) e o método do anel Du
Nouy, tal como descrito por Kuyukina et al. (2001). As medi¢cdes foram realizadas em
triplicata.

2.5.4 Determinacdo do indice de emulsificacdo (IEz4)
O indice de emulsificacao (IE24) foi determinado de acordo a metodologia descrita por
Cooper e Goldenberg (1987). Brevemente, 1,0 ml de liquido metabdlico livre de células
e 1,0 ml de 6leo motor queimado foram misturados em um tubo de ensaio e
homogeneizados vigorosamente em vortex por 2 min a temperatura ambiente (25°C).
As misturas foram mantidas em repouso durante 24 h e apds esse tempo o indice foi
determinado através da seguinte equacao:
IE24 (%) = He/Ht x 100 (Eq. 1)

onde He = altura da emulsao; Ht = altura total da mistura.

2.5.5 Determinacdo da estabilidade do bioemulsificante

A estabilidade do bioemulsificante produzido por S. maltophilia UCP 1601 na condi¢cao
selecionada do planejamento foi determinada a través do indice de emulsificacao (El-a).

O liguido metabdlico livre de células foi submetido por separado a diferentes
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temperaturas (0, 5, 30, 37, 50 e 100°C), ajustado a diferentes valores de pH (2, 4, 6, 8,
10 e 12) ou concentragdes de NaCl (2, 4, 6, 8, 10 e 12 %). A continuagdo se determinou
o0 Elz4 usando 6leo motor queimado como substrato hidrofébico, seguindo a metodologia

descrita previamente na seccédo 2.5.4 (Souza et al., 2016; Maia et al., 2018).
2.5.6 Efeito na viscosidade de compostos hidrofébicos

O efeito do bioemulsificante produzido por S. maltophilia UCP 1601 na viscosidade de
compostos hidrofébicos (6leo de soja pés-fritura e 6leo motor queimado) foi investigado
usando a metodologia descrita por Andrade Silva et al. (2014) e Maia et al. (2018). A
viscosidade dos compostos hidrofébicos foi determinada em tubos de ensaio, antes e
depois de adicionar 2 ml do liquido metabdlico livre de células (bioemulsificante bruto)
da condicdo selecionada do planejamento, e a mistura ser homogeneizada
vigorosamente em vortex por 1 min. A determinagéo foi feita usando um viscosimetro
automatico (Brookfield (Middleboro, MA, USA) TC 500) e os resultados foram

expressados em centipoise (cP).

2.5.7 Ensaio de dispersao de 6leo em agua

Para determinar a capacidade de dispersdo do bioemulsificante produzido por S.
maltophilia UCP 1601 foi realizado o teste de disperséao de 6leo colocando 40 ml de
agua destilada em uma placa de Petri (10 cm de didmetro), seguido de adi¢édo de 1,0 ml
de 6leo de motor queimado na superficie da camada de agua. Em seguida, 0,5 ml do
liquido metabdlico livre de células (bioemulsificante bruto), detergente comercial, Tween
80 ou agua destilada foram colocados no centro do filme de 6leo (Ali Diab and EI Din,
2013; Andrade Silva et al., 2014). A capacidade de dispersdo do bioemulsificante foi
comprovada pela dispersao do 6leo, resultando na formacao de area do 6leo deslocado.
Os ensaios foram realizados em triplicata, os didmetros de zona clara foram medidos e
as respectivas areas de deslocamento de 6leo (ODA) foram determinadas e expressas
em cm?, usando a equacao abaixo (Andrade Silva et al., 2014):

ODA = 3,14 x r? (Eq. 2)

2.5.8 Extracéo de Bioemulsificante

O bioemulsificante produzidos por S. maltophilia UCP 1607 foi extraido do sobrenadante
pelo método de precipitagdo com solvente organico com alcool 70% e acetona na
proporcdo 1: 1 (v/v). A mistura foi deixada em repouso por 24 h a 4 °C, depois os

materiais precipitados foram centrifugados a 50009 por 15 min, a 5 °C. O sobrenadante
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foi descartado e o material isolado foi submetido a dialise contra 4gua deionizada, que
foi trocada a cada 3 h, por 96 h a5 ° C (Andrade Silva et al., 2014).

2.5.9 Caracterizagdo Bioquimica

As concentracdes de proteina no bioemulsificante foram determinadas usando o kit de
teste de proteina total da Labtest Diagnéstica S.A., Brasil. Os teores totais de
carboidratos foram estimados com o uso do método do acido fenol-sulfirico ( DuBois et

al., 1956). O conteudo lipidico determinado de acordo com Manocha et al. (1980).
2.5.10 Determinacéao da carga idnica

A carga ibnica das biomoléculas foi determinada usando um potenciémetro Zeta modelo
ZM3-D-G, Sistema Zeta Meter 3.0+, com imagens diretas para o video do Zeta Meter,
San Francisco, CA, EUA ( Andrade et al., 2015).

2.5.11 Aplicacéo do bioemulsificante

O teste do bioemulsificante para o processo de biorremediacéo foi realizado utilizando-
se 60 g de areia de praia com 5 mL de 6leo de motor queimado. O biossurfactante
produzido por S. maltophilia cultivado em melhor condi¢do de planejamento fatorial foi
utilizado nos testes de remocdo. Fracdes de 20 g da areia foram transferidas para
frascos Erlenmeyer de 250 mL, os quais foram submetidos aos seguintes tratamentos:
adicdo de 40 mL do liquido metabdlico isento de células e adicdo de 40 mL de &gua
destilada (controle). Os testes foram realizados em triplicata e as amostras foram
incubadas em um agitador rotativo (150 rpm) por 48 horas a 28 ° C. Em seguida, eles
foram centrifugados a 5.000 g por 10 min para separacdo da solugcdo de lavagem e do
sedimento de areia. A quantidade de 6leo que permaneceu foi determinada

gravimetricamente usando hexano (Luna et al., 2011).

3. Resultados e discussao

3.1 Caracterizacédo e atividade hemolitica de S. maltophilia UCP 1601

A Bactéria S. maltophilia UCP 1601 apresentou mobilidade flagelar apos periodo de

incubacdo de 24 horas a 37 °C. A motilidade bacteriana foi detectanda a partir da
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turbidez (observervacdo de uma zona de crescimento difuso) que partiu de uma linha

de inoculagéo feita com agulha de platina.

Figura 4 A bactéria S.maltophilia UCP 1601 apresentou mobilidade apés periodo de 24h.

A bactéria S. maltophilia UCP 1601 apresentou sensibilidade aos antibidticos
ceftazidina, levofloxacina, minociclina, clorofenicol, norfloxacina, eritromicina e

nitrofurantoina; e demonstrou resisténcia a clindamicina, cefdoxacina e amoxicilina.

Figura 5 Teste de antibiograma por S.maltophilia UCP 1601

A atividade hemolitica tem sido utilizada por varios pesquisadores como um dos critérios
para selecionar micro-organismos produtores de tensoativos (Satpute et al. 2010;
Hemlata et al., 2015; Pele et al., 2018; Gaur et al., 2019). Os micro-organismos com
atividade hemolitica positiva mostram uma zona clara nas placas de agar sangue, o que
se comprovou para S. maltophilia UCP 1601. Durante seu crescimento radial no meio a
bactéria formou um halo de 9 mm de didmetro, apds 24 h de incubacéo. Similarmente,
Hemlata et al. (2015) informaram a formacdo de um halo de 13,00 mm por S. maltophilia
NBS-11. Previamente, outros pesquisadores comprovaram a atividade hemolitica
positiva de cepas de Stenotrophomonas sp. produtoras de biossurfactantes (Patil et al.,
2012; Deepali et al., 2014).

3.2 Producao de bioemulsificante por S. maltophilia UCP 1601

A medicado da tensao superficial tem sido frequentemente utilizada como um método
rdpido para detectar agentes tensoativos no meio de cultura, mas apenas permite
identificar compostos que possuem capacidade significativa na reducdo da tenséo
superficial. Assim, o indice de emulsificagdo é visto como um método adequado para

identificar emulsificantes que sdo marcadamente caracterizados pela sua excelente
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capacidade de estabilizacdo da emulsdo sem necessariamente reduzir a tenséo
superficial. Por isso, ambas as técnicas tém sido utilizadas para a detec¢do adicional de
tensoativos em meios de cultura (Uzoigwe et al., 2015; Pele et al., 2018; Rahman et al,
2019).

Assim, a Tabela 2 apresenta os resultados de tensdo superficial e indice de
emulsificacdo do liquido metabdlico livre de células, produzido por S. maltophilia UCP
1601 ap0Os cultivo nas 16 condi¢des do planejamento (Tabela 1). Como se mostra, na
condicdo 6 (4% de glucose, 1% de peptona, 100 mM de ZnCl; e 50 mM de MgSOQ.,) foi
constatada a melhor atividade tensoativa, pelo menor valor de tensdo superficial (27,1
mN/m) e o maior indice de emulsificacéo (82,74%) usando 6leo motor queimado.

Tabela 2. Planejamento fatorial completo 24 utilizado para a producédo de biotensoativos por S.
maltophilia UCP 1601 ap6s 96 h de cultivo no meio contendo 10% 6leo de soja pos-fritura. Os
ensaios foram realizados em triplicata e se mostram os valores médios de tenséo superficial
(TS) e indice de emulsificagéo (IE), utilizadas como variaveis resposta.

Ensaios  Glicose Peptona Zncls Mgsos TS (mn/m) IE (%)
1 -1 -1 -1 -1 37,2 53,84
2 +1 -1 -1 -1 34,2 60,71
3 -1 +1 -1 -1 41,7 61,90
4 +1 +1 -1 -1 28,4 81,97
5 -1 -1 +1 -1 37,6 68,00
6 +1 -1 +1 -1 27,1 82,74
7 -1 +1 +1 -1 35,8 76,42
8 +1 +1 +1 -1 36,4 40,62
9 -1 -1 -1 +1 36,9 72,41
10 +1 -1 -1 +1 47,6 59,09
11 -1 +1 -1 +1 41,7 63,81
12 +1 +1 -1 +1 33,8 78,94
13 -1 -1 +1 +1 33,1 42,85
14 +1 -1 +1 +1 47,3 79,44
15 -1 +1 +1 +1 34,9 59,09
16 +1 +1 +1 +1 43,7 65,62

Micro-organismos produtores de biossurfactante sdo aqueles que excretam no
liquido metabdlico biomoléculas com capacidade de reduzir a tensao superficial da agua
de 72 para 40 mN/m, ou pelo menos, conseguir uma redugado = 20 mN/m (Rahman et
al., 2019). Segundo a literatura, os biossurfactantes bacterianos sdo mais eficazes na

reducdo da tensdo superficial. Particularmente, a bactéria Pseudomonas aeruginosa
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tem sido o micro-organismo mais estudado por produzir biossurfactante, com a
capacidade de reduzir a tensdo superficial para valores em torno de 28-27 mN/m
(Sekhon e Rahma, 2016; Varjani e Upasan, 2017; Liu et al., 2018). Contudo, nas ultimas
décadas outras bactérias vém sendo exploradas nesse sentido, como para Bacillus
subtilis, Serratia marcescens e Stenotrophomonas maltophilia (Gargouri et al., 2017;
Maia et al., 2018; Araujo et al., 2019). Os resultados obtidos com S. maltophilia UCP
1601 indicaram uma reduc¢éo da dgua para 27,1 mN/m, sendo valor de tenséo superficial
promissor para biossurfactantes, quando comparado aos estudos realizados por
Hemlata et al. (2015) e Larik et al. (2018). Os investigadores descrevem valores
inferiores para a tensdo superficial a 29,3 mN/m e 33,9 mN/m, respectivamente, para
biossurfactantes produzidos por S. maltophilia NBS-11 e S. maltophilia 5DMD (Belcher
et al., 2012; Cerqueira et al., 2012; Deepali et al., 2014;Hemlata et al., 2015).

A propriedade de estabilizacdo de emulsdo pode ser avaliada pela capacidade
de manter pelo menos 50% do volume original da emulsdo ap6s 24 horas de formacgao
(Limaetal., 2017). Assim, estudos realizados demonstram que tensoativo produzido por
S. maltophilia UCP 1601 apresenta propriedade emulsificante, quando utilizado 6leo
motor queimado, com IEz4 de 82,74%, como também com 6leo de soja, 6leo de milho e
diesel IE»4 de 78.57, 54.07 e 58.62 %, respectivamente, na condi¢cdo 6 do planejamento
(4% de glicose, 1% de peptona, 100 mM de ZnCl, e 50 mM de MgSO,) (Tabela 2). Desta

forma, se escolheu a condicéo 6 do planejamento para os estudos seguintes.

Figura 1. indice de emulsificacdo do biossurfactante bruto produzido por Stenotrophomonas
maltophilia UCP 1601 produzido nas condi¢bes 4 e 6 do planejamento fatorial completo 24,
utilizando diferentes substratos hidrofébicos.
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3.3 Anédlise estatistica
3.3.1 Tenséao superficial
Neste estudo, se utilizou um planejamento fatorial completo 2* para analisar a influéncia
de 4 componentes do meio de cultura (glucose, peptona, ZnCl, e MgSQO,) para a
producdo de biossurfactante/bioemulsificante por S. maltophilia UCP 1601. Uma das
variaveis resposta ou dependente utilizadas foi a tensdo superficial e a seguinte
equacdo foi usada para estabelecer sua relagdo com as variaveis independentes:
Y = bo + bix1 + b2Xz + baXa + baXs + D12X1Xo+ D13X1X3 + D1aXaXa + D23XaoX3 + D24X2Xs + D3aX3Xa
+ D123X1X2X3+ D124X1XaXa+ D134X1X3Xa+ D234X2X3Xs (EQ. 3)
onde Y es a variavel resposta (tensao superficial); bp € uma constante; bi, bz, bz € bs
sdo os coeficientes de regressédo para os efeitos lineares e biz, b1z, bia, b2z, b4, baa,
D123, D124, D134 € b234 SB0 0S coeficientes de interacdo.
Para analisar o modelo matemaético, ajustes foram feitos pelos métodos de regressao
no linear e na Tabela 1 do Material suplementar se mostram os valores obtidos
experimentalmente e os preditos pelo modelo, para obter o menor valor de tensdo
superficial. A Tabela 2 do Material suplementar mostra o analise de variancia (ANOVA)
dos efeitos das variaveis independentes e as interagdes entre elas sobre a tenséo
superficial e demostra que os dados experimentais obtidos ndo foram estatisticamente
significativos, quando analisados no nivel de confianga de 95%. Embora o coeficiente
de determinacdo deu acima de 0,90 (R?=0,9919), nem as variaveis testadas nem a
interacdo dentre elas demostraram efeito significativo sobre a tenséo superficial, nas
concentragdes utilizadas para cada nivel. Sugere-se entdo, que um outro planejamento

fatorial seja desenhado, com novas concentracdes de glicose, peptona, ZnCl, e MgSOQOa,
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para analisar a influéncia destes componentes do meio. Outros parametros como o pH,
temperatura, agitacdo ou periodo de incubacdo podem influenciar também na tenséo
superficial, segundo informado por Santos et al. (2014), Silva et al. (2018) e Rahman et
al. (2019).

3.3.2 indice de emulsificacéo
O planejamento fatorial completo 24 ilustrado na Tabela 1 também permitiu analisar a
influéncia de 4 componentes do meio de cultura (glicose, peptona, ZnCl, e MgSO.) no
indice de emulsificagdo, como variavel resposta. A seguinte equacao foi usada para
estabelecer sua relagdo com as variaveis independentes:
Y = bo + biXs + b2X2 + DaXs + DaXs + braXaXo+ D13X1Xs + D1aXaXs + D23XoXa + D2aX2X4 + D3aXaXs
+ D123X1X2X3+ D124X1XoXa+ D134X1X3Xat D23aX2X3Xs (EQ. 4)
onde Y es a variavel resposta (indice de emulsificacéo); bo € uma constante; b1, by, bs e
bs s@o os coeficientes de regressao para os efeitos lineares e biz, b1z, bia, b2z, b2a, D34,
D123, D124, D134 € b234 S0 OS coeficientes de interagao.
Para analisar 0 modelo matemaético, ajustes foram feitos pelos métodos de regressao
no linear e na Tabela 1 do Material suplementar se mostram os valores obtidos
experimentalmente e os preditos pelo modelo, para obter o maior valor do indice de
emulsificagdo. A Figura 1 do Material suplementar representa a relacdo dentre estes
valores, mostrando sua distribuicdo perto da linha, o que indica que a Equacéo 5
proposta pelo modelo matemético explica os valores de indice de emulsificagao obtidos.
Isto foi comprovado pelo elevado coeficiente de determinacdo (R?=0,9993) obtido na
analise de variancia (ANOVA) representado na Tabela 3 do Material suplementar. O
ajuste do modelo foi de 98,98% (R? ajustado=0,9898), demostrando que o modelo

matematico descrito esta de acordo aos dados experimentais.

Y = 65,46562 + 3,17562x; + 0,58062x, -1,11813x3 - 0,30937x4 - 2,43438x1X2 -
0,41813x1X3 + 2,44063X1X4 - 4,49062X2X3 + 1,12813%2X4 - 2,28812X3X4 - 7,64062X1X2X3 +
2,23312X1X2X4 + 5,58188x1X3X4+ 3,38688X2X3X4 (Eq 5)

A ANOVA indicou ainda que para os dados experimentais obtidos, apenas as intera¢cdes
de glicose, peptona e ZnCl, (1*2*3); glicose, ZnCl; e MgSO, (1*3*4); e peptona e ZnCl,
(2*3), foram estatisticamente significativas sobre o indice de emulsificacdo, quando
analisados no nivel de confianca de 95%. Apenas a interacao de glicose, ZnCl, e MgSOa4

(1*3*4) mostrou efeito positivo no indice de emulsificagao.

3.4 Estabilidade do bioemulsificante
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O uso dos tensoativos microbianos nas diversas areas industriais depende de sua
estabilidade em diferentes condi¢cfes de temperatura, pH e salinidade (Jain et al., 2013;
Perfumo et al., 2018). A Figura 2 ilustra os efeitos destes fatores no bioemulsificante
produzido por S. maltophilia UCP 1601.

Os resultados obtidos demonstram que o indice de emulsificacdo se manteve
praticamente inalteravel (acima de 80%) frente aos diferentes valores de pH e salinidade
testados, com apenas uma pequena diminui¢cdo a 2% de NaCl. No entanto, no caso da
temperatura, os valores extremos (0 e 100°C) afetaram a emulsificacdo, o que
provavelmente esteja causado pela precipitacdo parcial do bioemulsificante (Abouseoud
et al., 2008; Khopade et al., 2012). Resultados similares foram informados por Gargouri
et al. (2017) quando avaliaram a estabilidade do biossurfactante produzido por

Stenotrophomonas sp. B-2.

3.6 Efeito do bioemulsificante na viscosidade

Neste estudo, foi avaliado o efeito do biossurfactante produzido por S. maltophilia UCP
1601 na viscosidade de 6leo de soja e 6leo motor queimado. Os resultados mostraram
uma diminui¢do da viscosidade dos compostos hidrofobicos testados, de 380,1 a 21,6
cP, para o Oleo de soja, e de 148,9 para 46,9 cP para o 6leo motor queimado.
Similarmente, o biossurfactante produzido por Candida glabrata UCP 1556 diminui a
viscosidade de 6leo de soja a 18,5 cP (Lima et al., 2017) e os autores sugeriram sua
aplicacdo na formulag&o de cosméticos. Recentemente, Maia et al. (2018) reportaram a
diminuicdo da viscosidade de 6leo motor queimado pelo bioemulsificante produzido por
Bacillus subtilis UCP 0146. Esta propriedade de reducéo de viscosidade é desejavel nos
tensoativos com potencial de aplicacdo na industria petroleira, pois contribui na
recuperacdo melhorada de petréleo, na transportacdo de 6leos pesados ou na limpeza

de locais contaminados (Silva et al., 2014; Maia et al., 2018).

Figura 2. Estabilidade do bioemulsificante produzido por S. maltophilia UCP 1601 frente a
diferentes valores de pH (A), temperatura (B) e concentracdes de NaCl (C).
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3.7 Capacidade de dispersédo do bioemulsificante produzidos por S. maltophilia

Os dispersantes quimicos sao amplamente utilizados em diversas aplicacbes
industriais, tais como tintas e revestimentos, petrdleo e géas, construcdo, produtos
farmacéuticos, papel e celulose, produtos agricolas, detergentes e outros (Song et al.,
2013). No entanto, seu uso constante pode causar elevado impacto ambiental devido a
toxicidade e n&o-biodegradabilidade de alguns componentes da sua formulacédo
(Kleindienst et al., 2015; Lv et al., 2016). Portanto, ha uma demanda crescente por
dispersantes compativeis com o ambiente e de baixo custo e, neste contexto, 0s
tensoativos microbianos sao considerados candidatos promissores (Rongsayamanont
et al, 2017; Tripathi et al., 2018).

Neste estudo, a capacidade de dispersdo do biossurfactante produzido por S.
maltophilia UCP 1601 foi investigada através do teste de dispersdo de 6leo, usando
motor queimado. Como se evidencia na Figura 3, o tensoativo demonstrou excelente
potencial de dispersdo com 69,94 cm? de area de deslocamento de 6leo (ODA), valor
similar al Tween 80 (73,38 cm?) e superior ao do detergente comercial (24,49 cm?). A

atividade de dispersdo dos bioemulsificante estd diretamente relacionada com a
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capacidade de diminuir a tensdo superficial, uma vez que quanto menor a tensao
superficial, maior a ODA (Sari et al. 2014; Rahman et al., 2018).

Figura 3. Area de disperséo do 6leo motor queimado, de acordo com o composto dispersante utilizado:
agua destilada (A), detergente comercial (B), Tween 80 (C) e biossurfactante bruto produzido por
Stenotrophomonas maltophilia UCP 1601 (D).

O resultado obtido pelo biossurfactante produzido por S. maltophilia UCP 1601 foi
superior aos de outras linhagens de esta espécie (Hemlata et al., 2015; Larik et al.,
2018). Recentemente, Gargouri et al. (2017) informaram a formacdo de halo de
dispersdo de Oleo de 6 cm de diametro pelo biossurfactante produzido por
Stenotrophomonas sp. B-2, o que corresponde a uma ODA de 28,27 cm?2. Incluso,
biossurfactantes produzidos por bactérias de outros géneros obtiveram valores
inferiores de ODA, de acordo ao reportado por Diab e El Din (2013) para Pseudomonas
aeruginosa SH29 (63,0 cm?) e mais recentemente, por Brumano et al. (2017) e Maia et
al. (2018) para os biossurfactantes produzidos por Aureobasidium pullulans LB83 (50,90
cm?) e Bacillus subtiis UCP 0146 (55,38 cm?), respectivamente. Assim, o
biossurfactante produzido neste estudo mostra sua potencial aplicagdo como agente

dispersante em derramamentos de 6leo ou formulag@es industriais.
3.8 Carga l6nica e Composi¢cado Bioquimica do Bioemulsificante

A biomolécula produzidas por S. maltophilia UCP 1601 demonstra um carater aniénico
pelo medidor Zeta. O bioemulsificante com -33,97 + 0,23 ZPmv, 138 uS / cm a 28,3 °C,
escala completa e cabecas bioemulsionantes tém carga negativa e apresentaram perfil
aniénico quando submetidos a andlise do Zeta meter. O bioemulsificante isolado do
sobrenadante livre de células obteve melhor rendimento apo6s a extracéo do etanol (2,8
g/L), acetona (1,7 g/L) e HCI (0,9g/L). Signt et al., 2015, obtiveram 2,2 g/L extraido o
liguido metabdlico com HCI. As caracterizagdes bioquimicas preliminares
demonstraram que o bioemulsificante apresentou uma estrutura polimérica composta
por proteinas (28,2%), lipidios (37,6%) e carboidratos (14,7 %). O biopolimero de
Serratia  marcencens UCP 1549 apresentou lipideos (43%), proteinas
(32%),carboidratos(11%) (Araujo et al., 2019).
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3.9 Teste de biorremediacéo em solo arenoso

Os resultados obtidos para a remocdo do 6leo de motor queimado adsorvido em
amostras de solo arenoso por biossurfactante bruto de S. maltophilia UCP 1601. Em
comparagdo com a agua destilada (controle), resultados promissores foram obtidos pelo
bioemulsificante bruto de S. maltophilia com remocdo de 71,64%. Os resultados
descritos na literatura mostram que os biossurfactantes produzidos por cepas de
Pseudomonas aeruginosa retiraram de 49 a 54% do Oleo cru adsorvido na areia
(Bordoloi e Konwar, 2008). Os resultados obtidos no presente estudo demonstraram um
potencial consideravel de bioemulsificante bruto de S. maltophilia UCP 1601 para uso

em processos de biorremediagéo de 6leo.

4. Conclusao

Stenotrophomonas maltophilia UCP 1601 demostrou seu potencial na producdo de
bioemulsificante com excelentes propriedades emulsificante e dispersante, bem como
eficaz na reducdo da viscosidade de compostos hidrofébicos, o que sugere seu
potencial biotecnolégico na biorremediacdo de ecossistemas contaminados. S.
maltophilia UCP 1601 foi capaz de produzir um bioemulsificante de carater anidénico
com boa estabilidade térmica, ibnica e do pH a partir da bioconversao de 6leo de soja
residual como Unico componente do meio de cultivo. Além disso, o bioemulsificante foi
capaz de reduzir a viscosidade de petroderivado. A utilizacdo de 6leo de soja para a
producdo de bioemulsificante por S. maltophilia UCP 1601 € uma metodologia
ambientalmente adequada, uma vez que promove 0 aproveitamento de um residuo
gerado pela industria de alimentos. O bioemulsificante € uma biomolécula que apresenta
propriedades importantes com maior potencial biotecnoldgico para biorremediacdo de

poluentes.
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Material suplementar

Tabela 1. Valores de tensdo superficial e indice de emulsificagdo obtidos
experimentalmente e preditos pelo modelo estatistico utilizado para analisar o
planejamento fatorial completo 24.

Tensdo superficial (mN/m) indice de emulsificac&o (%)
Ensaios

Experimental Predito Experimental Predito
1 37,2 32,71 53,84 53,51
2 34,2 33,69 60,71 61,04
3 41,7 41,19 61,9 62,23
4 28,4 28,91 81,97 81,64
5 37,6 37,09 68 68,33
6 27,1 27,61 82,74 82,41
7 35,8 36,31 76,42 76,09
8 36,4 35,89 40,62 40,95
9 36,9 36,39 72,41 72,74
10 47,6 48,11 59,09 58,76
11 41,7 42,21 63,81 63,48
12 33,8 33,29 78,94 79,27
13 33,1 33,61 42,85 42,52
14 47,3 46,79 79,44 79,77
15 34,9 34,39 59,09 59,42
16 43,7 44,21 65,62 65,29
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Tabela 2. ANOVA obtida a partir do planejamento fatorial completo 2# para analisar a
influéncias das variaveis independentes (glucose, peptona, ZnCl, e MgSO,) na variavel
dependente (tensao superficial).

Efeito Soma Graus de Média F p
quadratica liberdade quadrética
.(1) 0,0100 1 0,0100 0,00238 0,968970
Glicose
(2) 1,3225 1,3225 0,31469 0,674540
Peptona
(3) ZnCl; 1,9600 1,9600 0,46639 0,618553
(4) 103,0225 103,0225 24,51457 0,126872
MgSO,

1
1
1
1x2 33,6400 1 33,6400 8,00476  0,216287
1x3 44,2225 1 44,2225 10,52290 0,190367
1x4 169,0000 1 169,0000  40,21416 0,099570
2x3 16,0000 1 16,0000 3,80726  0,301502
2x4 18,0625 1 18,0625 4,29804 0,286116
3x4 0,8100 1 0,8100 0,19274  0,736637
1x2x3 74,8225 1 74,8225 17,80428 0,148142
1x2x4 38,4400 1 38,4400 9,14694 0,203291
1x3x4 11,9025 1 11,9025 2,83224 0,341321
2x3x4 0,1600 1 0,1600 0,03807 0,877323
Erro 4,2025 1 4,2025
Total 517,5775 15

ANOVA; Var.: Biomassa; R?=0,99188; Adj.:0,87821; Média quadratica Erro residual= 4,2025

Tabela 3. ANOVA obtida a partir dos resultados obtidos no planejamento fatorial
completo 2* para analisar a influéncia das variaveis independentes (glucose, peptona,
ZnCl; e MgS0.) na variavel dependente (indice de emulsificag&o).

Efeito Soma Graus de Média F p
guadratica liberdade quadrética
.(1) 161,354 1 161,3535 94,3833 0,065299
Glicose
(2) 5,394 1 5,3940 3,1552 0,326425
Peptona
(3) ZnCl; 20,003 1 20,0033 11,7008 0,181065
(4) MgSO4 1,531 1 1,5314 0,8958 0,517506
1x2 94,819 1 94,8189 55,4640 0,084974
1x3 2,797 1 2,7973 1,6362 0,422411
1x4 95,306 1 95,3064 55,7492 0,084759
2x3 322,651 1 322,6514 188,7340  0,046258
2x4 20,363 1 20,3627 11,9111 0,179544
3x4 83,768 1 83,7683 49,0000 0,090334
1x2x3 934,066 1 934,0664 546,3795  0,027219
1x2x4 79,790 1 79,7896 46,6727 0,092528
1x3x4 498,517 1 498,5173 291,6062  0,037238
2x3x4 183,535 1 183,5348 107,3581  0,061252
Erro 1,710 1 1,7096

Total 2505,605

=
(&)
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ANOVA; Var.: Biomassa; R?=0,99932; Adj.:0,98977; Média quadratica Erro residual=
1,709556

Figura 1. Valores preditos vs. valores observados para a variavel resposta (indice de

emulsificacdo) a partir dos resultados obtidos no planejamento fatorial completo 24.
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CAPITULO I
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CONCLUSOES GERAIS

e Stenotrophomonas maltophilia UCP 1601 demonstra perfil de sensibilidade aos
maioria dos antimicrobianos utilizados na pratica médica ;

e Stenotrophomonas maltophilia UCP 1601 apresenta potencial biotecnoldgico na
producdo de bioemulsificante, a partir da bioconverséo de 6leo de soja residual
como Unico componente do meio de cultivo;

e O bioemulsificante produzido por S. maltophilia demonstra excelente
propriedades emulsificante e dispersante;

¢ O bioemulsificante apresenta carater anidnico com estabilidade térmica, ibnica
e do pH;

e O bioemulsificante € eficaz na redugdo da viscosidade de compostos
hidrofobicos, o que sugere seu potencial biotecnolégico na biorremediacdo de

ecossistemas contaminados.
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