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RESUMO

O Brasil encontra-se em terceiro lugar na producao mundial de alimentos, onde as industrias
sdo responsaveis por gerar toneladas de residuos sélidos, acarretando sérios problemas
ambientais. Nesse sentido, 0 uso de estratégias como a bioeconomia circular possibilita a
bioconversdo desses residuos em produtos com elevado valor agregado, como 0s
bioemulsificantes, esses compostos possuem propriedades como: detergéncia, atividade
emulsificante, lubrificacdo, capacidade molhante, capacidade de solubilizagdo e disperséo
de compostos hidrofébicos em fases aquosas, além de possuirem baixa ou nenhuma
toxidade, serem biodegradaveis, resistentes a forca ibnica, pH e temperatura e possuirem
especificidade . Estudos foram realizados com Rhodotorula mucilaginosa UCP 1551,
investigando o potencial de producédo de bioemulsificante, empregando como substratos
renovaveis 6Oleo de soja pos-fritura e milhocina. O cultivo foi realizado em frascos de
Erlenmeyers de 250mL contendo 100 mL de base de sais, com 10% de inéculo com
concentracéo de 108 cel/mL e os substratos de acordo com o planejamento fatorial completo
22, tendo como variavel independente o 6leo de soja pos-fritura e a milhocina, e como
variavel resposta, o indice de emulsificacdo (IEzs), , incubado a 28°C, sob agitacdo de 150
rpm por 96 h. As caracteristicas do bioemulsificante foram avaliadas em relagdo ao indice
de emulsificagdo, tamanho das gotas da emulséo, viscosidade, estabilidade frente a
variagbes de pH, concentracdo de NaCl e temperatura, determinacdo da CMC e
determinagdo da capacidade como agente molhante. Os resultados mostraram que o
bioemulsificante apresentou um indice de emulsificagdo de 95,65% para 0leo queimado de
motor na condigdol do planejamento (2,5% de milhocina e 1% de 6leo de soja pos-fritura),
com uma emulséo estavel frente a pH, salinidade e temperatura. A condigdo 1 apresentou
maior reducao de viscosidade do 6leo de motor queimado de 170 cP para 115,7 cP apés
24h de repouso da amostra, se matendo apés 96 h. A bioemulsificante apresentou uma
CMC de 2,5%, com uma composi¢cdo bioquimica de 78,66% de lipideos, de 14,65% de
proteinas e 6,69% carboidratos. O novo bioemulsificante produzido por Rhodotorula
mucilaginosa demonstrou ser um agente molhante, sugerindo aplicacées futuras na area do

petroleo, em especial, na recuperacao melhorada de petréleo (MEOR).

Palavras-Chave: Levedura do semi-arido, Emulsificante, Residuos agroindustriais.
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ABSTRACT

Brazil ranks third in world food production, where industries are responsible for generating
tons of solid waste, leading to serious environmental problems. In this sense, the use of
strategies such as circular bioeconomics allows the bioconversion of these residues in
products with high added value, such as bioemulsifiers. These compounds have properties
such as: detergency, emulsifying activity, lubrication, wettability, solubility and dispersion of
compounds hydrophobic in aqueous phases, as well as having low or no toxicity, are
biodegradable, resistant to ionic strength, pH and temperature and have specificity. Studies
were carried out with Rhodotorula mucilaginosa UCP 1551, investigating the bioemulsifier
production potential, using as renewable substrates post-fry soybean oil and corncina. The
culture was carried out in 250 ml Erlenmeyer flasks containing 100 mL of salt base, with 10%
of inoculum with concentration of 108 cells/mL and the substrates according to the complete
factorial design 22, with soybean oil and emulsification index (IEzs), incubated at 28 ° C,
under agitation of 150 rpm for 96 h. The characteristics of the bioemulsifier were evaluated in
relation to emulsification index, emulsion droplet size, viscosity, stability to pH variations,
NaCl concentration and temperature, determination of CMC and determination of the
capacity as wetting agent. The results showed that the bioemulsifier had an emulsification
index of 95.65% for burned engine oil in condition 1 of the planning (2,5% of corncina and
1% of soybean oil after frying), with a stable emulsion against pH, salinity and temperature.
Condition 1 had the highest viscosity reduction of the engine oil burned from 170 cP to 115.7
cP after 24 hours of sample rest, killing after 96 hours. The bioemulsifier had a CMC of 2.5%,
with a biochemical composition of lipids 78.66%, proteins 14.65% and carbohydrates 6.69%.
The new bioemulsifier produced by Rhodotorula mucilaginosa has been shown to be a
wetting agent, suggesting future applications in the oil field, in particular in improved oil
recovery (MEOR).

Key Words: Semi-arid yeast, Emulsifier, Agroindustrial wastes.
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1.1 INTRODUCAO

As industrias de alimentos séo responsaveis por gerar toneladas de residuos compostos
de cascas, sementes, carocos e polpa dependendo do tipo de fruta a ser processada,
acarretando sérios problemas ambientais devido a producdo de lixo organico. O Brasil
encontra-se em terceiro lugar do rank mundial em producdo na éarea de alimentos. O
reaproveitamento de residuos gerados pela agroindustria que hoje é um dos maiores polos de
investimentos, mesmo em paises com alto desenvolvimento tecnolégico como Franca e
Estados Unidos, tem sido alvo de varios estudos o que contribui para o acumulo de
informacdes sobre o seu grande potencial e seus valores nutricionais (FILHO; FRANCO, 2015).

Particularmente, a bioeconomia circular dos residuos agricolas e da industria de
alimentos estd recebendo crescente atencdo, uma vez que essas matérias residuais
representam recursos possiveis e utilizaveis para a sintese de produtos Uteis. Nesse contexto,
a fermentacdo desempenha um papel de destaque no aproveitamento de residuos solidos,
pois, em virtude do crescimento microbiano, ocorre a sintese de diversos compostos, dos quais
muitos apresentam grande interesse para segmentos industriais, além da producdo de
compostos de elevado valor agregado como biossurfactante, bioemulsificantes e diferentes
metabdlitos (PINTO et al., 2005; SATPUTE et al., 2017).

Bioemulsificantes sdo compostos anfipaticos com porc6es hidrofilicas (porcédo polar) e
hidrofébicas (porcdo apolar) que particionam preferencialmente entre interfaces liquidas com
diferentes graus de polaridade e pontes de hidrogénio, tais como interfaces Gleo/agua ou
agua/dleo. Esses compostos possuem propriedades como: detergéncia, atividade
emulsificante, lubrificagéo, capacidade molhante, capacidade de solubilizagéo e dispersdo de
compostos hidrofébicos em fases aquosas, além de possuirem baixa ou nenhuma toxidade,
serem biodegradaveis, resistentes a forca ibnica, pH e temperatura e possuirem especificidade
(FOOD INGREDIENTS BRASIL, 2013; SILVA et al., 2014; MAO et al., 2015; SANTOS et al.,
2016; SOUZA et al., 2018).

Uma variedade de microorganismos sdo produtores de biomulsificadores; alguns tém
maior capacidade de producdo, como bactérias e leveduras e, em menor grau, fungos
filamentosos. Em relacéo as leveduras, existe o género Rhodotorula que tem a capacidade de
produzir sophorolipideos, degradar alcanos de cadeia longa e reduzir a viscosidade dos
hidrocarbonetos (CHANDRA e DAS, 2011;KAWAHARA et al.,, 2013). Nos ultimos anos,
bioemulsificantes tém sido citados como principais biomoléculas no setor terapéutico e

biomédico, bem como na agricultura, produtos farmacolégicos, dermatologia, inddstrias de
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alimentos e cosméticos e biorremediacdo (ANDRADE et al., 2015; SAHA e RAO, 2017;
SATPUTE et al., 2017; MAIA et al., 2018).

Apesar das vantagens, os bioemulsificantes ainda ndo sdo competitivos com 0S seus
anélogos sintéticos devido ao seu alto custo de producdo. Por exemplo, em 2012, o mercado
global de surfactantes quimicos movimentou cerca de 12 milhdes de toneladas do produto em
comparagéo com 3,5 milhdes de toneladas de biossurfactantes (CAMPOS et al., 2015). Nesse
sentido, o desenvolvimento de processos mais econfmicos para a producdo de
bioemulsificantes tornou-se o0 ponto chave para reducdo dos custos e aumento da
competitividade. Os residuos industriais tém despertado grande interesse dos pesquisadores
como alternativa para o fornecimento de substrato de baixo custo para este fim, estima-se que
o0 mercado de bioemulsificantes crescera de 2011 a 2018 a uma taxa de 3,5% (SATPUTE et
al., 2017).

A escolha de substratos de baixo custo é importante para a economia global de um
bioprocesso, uma vez que eles representam cerca de 50% do custo final do produto (RUFINO
et al., 2014). Residuos tais como residuo de refinaria de 6leo de soja (RUFINO et al., 2014) e
milhocina (TAIWO et al.,, 2018) jA demonstraram excelentes resultados quando empregados
para a producdo de bioemulsificantes por micro-organismos.

Devido a procura por substancia sustentaveis, a producdo de biossurfactante vem
sendo muito estudada e discutida, sendo proposto como projeto de dissertacdo a necessidade
de maior conhecimento sobre o potencial biotecnolégico de fungos, como Rhodotorula
mucilaginosa na producao de biossurfactantes, além da busca por novas biomoléculas com
atividade antimicrobiana, bem como a minimizagcdo dos custos empregando como substratos

rejeitos agroindustriais.
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1.2 OBJETIVOS

1.2.1 Objetivo Geral

Investigar a producdo de bioemulsificante por Rhodotorula mucilaginosa, utilizando residuos
agroindustriais (milhocina e 6leo de soja pdés-fritura) como substratos alternativos, visando a
reducdo dos custos e minimizacao dos descartes dos residuos agroindustriais.

1.2.2 Objetivos Especificos

e Produzir bioemulsificante a partir da amostra de Rhodotorula mucilaginosa

e Investigar a produgdo de bioemulsificante utilizando substratos agroindustriais em
condicdes selecionados, através de um planejamento fatorial completo 2

e Avaliar o indice de emulsificacdo e a estabilidade obtidos nos processos realizados;

e Isolar e purificar o bioemulsificante produzido por R. mucilaginosa;

e Caracterizar o bioemulsificante através de métodos fisicos e quimicos;

e Avaliar estatiscamente os resultados obtidos.
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1.3 REVISAO DA LITERATURA

1.3.1 Bioeconomia circular

As industrias de alimentos sao responséaveis por gerar toneladas de residuos compostos
de cascas, sementes, carocos e polpa dependendo do tipo de fruta a ser processada,
acarretando sérios problemas ambientais devido a producdo de lixo organico. O Brasil
encontra-se em terceiro lugar do rank mundial em producdo na éarea de alimentos. O
reaproveitamento de residuos gerados pela agroindustria que hoje € um dos maiores polos de
investimentos, mesmo em paises com alto desenvolvimento tecnolégico como Franca e
Estados Unidos, tem sido alvo de varios estudos o que contribui para o acumulo de
informagdes sobre o seu grande potencial e seus valores nutricionais (FILHO; FRANCO, 2015).

Atualmente os residuos urbanos constituem uma das grandes preocupac¢des em matéria
de ambiente, quer em termos da quantidade em que séo produzidos, quer em termos da sua
diversidade. As industrias de alimentos sd@o responsaveis por gerar toneladas de residuos
compostos de cascas, sementes, carocos e polpa dependendo do tipo de fruta a ser
processada, acarretando sérios problemas ambientais devido a producdo de lixo organico
(FILHO; FRANCO, 2015; MARQUES, 2018).

Estima-se que haja perdas consideraveis de produtos agricolas nas diversas etapas da
cadeia produtiva, desde a producdo até o momento de seu consumo, que acarreta elevada
geracdo de residuos no processamento agroindustrial de produtos animais e vegetais,
existindo uma estimativa de que o aproveitamento das matérias-primas vegetais nao ultrapasse
cerca dos 85% e que os residuos gerados cheguem a 30%. O reaproveitamento dos residuos
além de contribuir com a preservagdo ambiental abrange questdes econdmicas e financeiras
(FILHO; FRANCO, 2015).

Residuos agroindustriais sdo tratados como subprodutos obtidos a partir do
processamento industrial de alimentos (LAUFENBERG et al., 2003) Como a quantidade de
residuos gerados pode chegar a muitas toneladas, agregar valor a este subproduto é de
interesse econémico e ambiental, havendo a necessidade da investigacdo cientifica e
tecnolégica que possibilite sua utilizacdo eficiente, econdmica e segura (SOUZA et al., 2011).

Sendo assim, surge a necessidade de se realizar propostas que se afastem do
tradicional modelo econémico linear de “fazer-uso-descarte”, em favor de um modelo circular e
de regeneracdo que use recursos de maneira inteligente e eficiente. Isso poderia transformar
os residuos em novos produtos com recursos, considerando sua sustentabilidade e circu-

laridade no design de produtos e processos. Uma etapa importante no sistema de bioeconomia
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circular é a provisdo de um fornecimento renovavel, consistente e regular de matérias-primas
(SATPUTE et al., 2017).

O potencial de valorizacao de residuos através de solugbes alternativas mais atraentes,
como a extracdo e recuperacdo de compostos de alto valor acrescentado e a producéo de
produtos quimicos ganharam muito interesse tanto na opinido cientifica quanto na opinido
publica. Sob esta abordagem, os conceitos de biorrefinaria podem ser um elemento chave para
a transicdo para a economia circular pelo desenvolvimento de processos integrados e
multifuncionais para a exploracdo da biomassa/residuos para a fabricacdo de intermediarios
comercializaveis e produtos finais. Um pré-requisito para o projeto de tais bioprocessos
considera a viabilidade econ6mica em paralelo com sustentabilidade demonstrada pela menor
pegada de carbono (THI et al., 2015; MAINA et al., 2017).

Particularmente, a bioeconomia circular dos residuos agricolas e da induastria de
alimentos estd recebendo crescente atencdo, uma vez que essas matérias residuais
representam recursos possiveis e utilizaveis para a sintese de produtos Uteis. Nesse contexto,
a fermentacdo desempenha um papel de destague no aproveitamento de residuos solidos,
pois, em virtude do crescimento microbiano, ocorre a sintese de diversos compostos, dos quais
muitos apresentam grande interesse para segmentos industriais, além da producdo de
compostos de elevado valor agregado como biossurfactante, bioemulsificantes e diferentes
metabdlitos (PINTO et al., 2005; SATPUTE et al., 2017).

1.3.2 Residuos agroindustriais

A escolha de substratos de baixo custo € importante para a economia global de um
bioprocesso, uma vez que eles representam cerca de 50% do custo final do produto (RUFINO
et al., 2014). Residuos tais como gordura animal do processamento de carne bovina (SANTOS
et al., 2016), residuo de refinaria de 6leo de amendoim (LUNA et al., 2013), 6leo de canola
residual obtido de restaurante (SILVA et al.,, 2013), residuo de refinaria de 6leo de soja
(RUFINO et al., 2014), glicerol (SILVA et al., 2010), dentre outros, jA demonstraram excelentes
resultados quando empregados para a producéo de bioemulsificantes por micro-organismos.

O 6leo de fritura é produzido em grandes quantidades para uso na industria de alimentos
e em escala doméstica. Eles podem atuar como matérias-primas eficazes e baratas para a
producdo de bioemulsificantes (PEKIN, 2005). Da mesma forma, varios 6leos vegetais, tais
como 6leos de girassol e soja (RAHMAN et al., 2002), tém sido utilizados para a producgéo de
agentes de superficie microbiana. Os residuos de Oleo das refinarias de Oleos vegetais e a

indastria alimenticia também tém sido utilizados como substratos apropriados para a producéao
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de bioemulsificantes. Além disso, os residuos industriais de 6leo, como o sebo, o caldo de
sabdo, os 6leos marinhos, a banha e os &cidos graxos livres tém potencial para induzir o
crescimento microbiano e levar a producdo de metabolitos. Os Oleos usados gerados a partir
de usos domésticos, refinarias de 6leos vegetais ou industrias de sabao também foram
considerados adequados para a producdo de bioemulsificantes através da fermentacéo
microbiana (BENINCASA, 2002; BEDNARSKI et al., 2004; NITSCHKE; PASTORE, 2003;
SAHARAN et al., 2011).

Os residuos de 6leos e gorduras comestiveis sdo considerados 6timas fonte de carbono
para a producdo de biossurfactante, tornando o seu descarte um desperdicio de fonte
energética contribuindo ainda para a poluicdo ambiental. Os éleos vegetais sdo uma fonte de
carbono lipidica e sdo na sua maioria compostos de acidos graxos saturados ou insaturados
com cadeias carbdnicas de 16 a 18 atomos (MAKKAR et al., 2011).

Campos, Stamford, Sarubbo (2014) obtiveram rendimento de 21,86 g/L de
bioemulsificante por espécies de Candida sp. Utilizando 6% de 6leo de canola residual com o
indice de emulsificagdo (IE24) de 73%. O bioemulsificante produzido por Rubio-Ribeaux et al.
(2016) foi capaz de formar IE24 de 67% utilizando 6leo de soja residual como fonte de carbono
para Candida sp. Souza et al. (2016) atingiu indices de emulsificacdo de 93,33% e 96,66%
utilizando 2% e 8% de 6leo de soja pos-fritura, respectivamente com Candida lipolytica.

A milhocina é um residuo agroindustrial gerado a partir da maceragao por via Umida do
milho para a fabricagdo da farinha de milho que é comercializada para diferentes setores
agroindustriais. Segundo Cardinal e Hedrick (1947) e Akhtar et al. (1997) a milhocina é uma
excelente fonte de carbono e/ou nitrogénio para micro-organismos, sendo sua composi¢ao
geral consistente em 21% a 45% de proteinas, 20% a 26% de acido latico, aproximadamente
8% de cinzas (contendo Ca+2, Mg+2, K+, etc.), 3% de carboidratos e baixo teor de gordura
(0,9% - 1,2%) (CARDINAL, HEDRICK, 1947; AKHTAR et al., 1997; SILVA et al., 2014).

O biossurfactante produzido por Candida sphaerica UCP0995 utilizando milhocina (9%) e
residuo de refinaria de 6leo de soja (9%) conseguiu produzir um rendimento de 9 g/L (LUNA et
al., 2011). Sobrinho et al. (2008) também utilizaram a milhocina como substrato de baixo custo
para a producdo de biossurfactante por Candida sphaerica, 0s resultados obtidos
demonstraram que o melhor rendimento (4,5 g/L) em biossurfactante isolado foi obtido em meio

de cultivo contendo 2,5% de milhocina e 5% de residuo de refinaria.

1.3.3 Micro-organismo produtores de bioemulsificante

Nas ultimas décadas, diversos micro-organismos tém sido relatados como potenciais
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produtores de varios compostos bioativos. Os bioemulsificantes se destacam entre e podem
ser obtidos por vérias fontes e sintetizados a partir de bactérias, fungos e leveduras. Os
bioemulsificantes sdo moléculas tensoativas anfipaticas que estabilizam as solucdes pela
formagdo de microemulsdes (ZHAO; SELVA, 2011; RUFINO et al., 2011; SANTOS et al.,
2016).

A maioria dos bioemulsificante € liberada no meio de cultura durante a fase estacionaria
ou na fase final de crescimento exponencial do micro-organismo produtor, sendo um metabdlito
secundario (RON; ROSENBERG, 2001) Entretanto, com relacdo a cinética, existem outros
diferentes sistemas relatados na literatura, sendo estes: a producdo associada ao crescimento,
sdo encontradas relagBes paralelas entre o crescimento, o uso do substrato e a producéo de
bioemulsificante (DESAI; BANAT, 1997; SANTOS et al., 2016).

Na literatura, a maior parte dos trabalhos relatam a producdo de
biossurfactante/bioemulsificante por bactérias, principalmente dos géneros Bacillus sp.,
Pseudomonas sp., Acinetobacter sp. e Arthobacter sp. (VATSA et al., 2010; CHEBBI et al.,
2017). Porém, a aplicacdo da maioria dos bioemulsificantes/biossurfactantes de origem
bacteriana possui limitacdes, pois ndo € adequada para utilizagdo na industria alimenticia e
farmacéutica, devido a sua possivel natureza patogénica (SHEPHERD et al., 1995; FONTES et
al., 2008; ELSHIKH et al., 2017).

Também existem, em menor propor¢cdo, relatos na literatura da producdo de
bioemulsificante/biossurfactante (Tabela 1) por algumas leveduras, principalmente dos géneros
Candida, Torulopsis e Rhodotorula (VAN-HAMME et al., 2006; GARAY et al., 2017), e fungos
filamentosos como Aspergillus sp. e Phialemonium sp. (MARTINS et al., 2008; CASTIGLIONI et
al., 2009). Porém, os fungos filamentosos, devido ao crescimento mais lento, levam mais
tempo para produzir o biossurfactante. Desta forma, as leveduras destacam-se por
apresentarem caracteristicas promissoras para a producao industrial de bioemulsificantes
(NITSCHKE; PASTORE, 2002).

As leveduras do género Rhodotorulas tém-se destacado, para utilizacdo nas industrias
em processos fermentativos, principalmente pela sua alta taxa de crescimento em matéria-
prima barata. A producdo de bioemulsificantes pelas leveduras do género Rhodotorula séo
evidenciadas por Alizadeh-Sani et a. (2018). Estudos realizados por Oloke e Glick (2005),
utilizando leveduras Rhodotorula glutinis demonstrou que o microrganismo produziu
bioemulsificante e apresentou niveis de emulsificacdo significativos em querosene e 06leo cru
(80%) e também pesquisas relacionadas a remoc¢édo de Oleo bruto de poluentes, apresentou
taxa acima de 76%. Coutinho (2016) produziu um biossurfactante do tipo ramninolipideo

utilizando 6leo de oliva com indice de emulsificacdo em querosene de 100 %.
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Tabela 1. Lista de bioemulsificantes produzidos por leveduras.

Microorganismos

Bioemulsificantes

Referéncia

Candida tropicalis

Acido graxo Manano

Miura, 2017

Candida sp.

Bioemulsificante

Rubio -Ribeaux et al.,
2016

Candida lipolytica

Bioemulsificante

Souza et al., 2016

Torulopsis petrophilum

Soforolipidios

Cooper e Paddock,

1983

Torulopsis apicola

Soforolipidios

Rau et al., 2001

Pseudozyma rugulosa

Manosileritritol lipidios

Morita et al., 2006

Pseudozyma aphidis

Manosileritritol lipidios

Rau et al., 2005

Kurtzmanomyces sp.

Manosileritritol lipidios

Konishi et al., 2007

Debaryomyces polymorphus

Complexo de carboidratos proteina-

lipidios

Amaral et al., 2010

Saccharomyces cerevisiae

Manoproteina

Cameron et al., 1988

Kluyveromyces marxianus

Manoproteina

Lukondeh et al., 2003

Rhodotorula glutinis

Bioemulsificante polimérico

Oloke e Glick, 2005

Candida lipolytica Y-917 Soforolipidio Shekhar et al., 2015
Candida utilis NDA Shekhar et al., 2015
Candida ingens Acido graxo Amezcua-Vega et al.,

2007

Candida lipolytica UCP0988

Complexo de carboidrato proteina-

Rufino et al., 2007

lipidio
Candida tropicalis Liposan Sarubbo et al., 1999
Candida bombicola Soforolipidio Cavalero e Cooper,

2003

Yarrowia lipolytica IMUFRJ | Complexo de carboidratos proteina- | Zinjarde e Pant, 2002
50682 lipideos

Yarrowia lipolytica NCIM 3589 | Bioemulsificante Zinjarde e Pant, 2002
Yarrowia lipolytica IMUFRJ | Yansan Coelho et al., 2010
50682

Fonte: Adaptado de Alizadeh-Sani et al., 2018.
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1.3.4 Emulsificantes

Os emulsificantes sdo compostos anfipaticos com por¢des hidrofilicas (porcao polar) e
hidrofébicas (porcdo apolar) que particionam preferencialmente entre interfaces liquidas com
diferentes graus de polaridade e pontes de hidrogénio, tais como interfaces 6leo/agua ou
agua/dleo. A porcdo apolar, insoluvel em &gua, € frequentemente uma cadeia de
hidrocarboneto, enquanto a por¢do polar, solivel em agua, pode ser ibnica (catibnica ou
anibnica), ndo-ibnica ou anfotérica, conforme ilustrado na Figura 1 (FOOD INGREDIENTS
BRASIL, 2013; SILVA et al., 2014; MAO et al., 2015; SANTOS et al., 2016).

Figura 1. Molécula de surfactante com porc¢des apolares (hidrofébicas) e polares (hidrofilicas).

Cauda de hidrocarboneto Cabeca
polar

Fonte: SANTOS et al., 2016.

Os emulsificantes possuem um grupo terminal polar que age mutuamente com as
moléculas de agua e um grupo hidrofébico que interage com a fase lipidica. A porgéo
hidrofébica da molécula é geralmente uma cadeia alquila longa, enquanto a hidrofilica consiste
em um grupo dissociavel ou grupos hidroxilados. Em funcdo dessas caracteristicas, 0s
emulsificantes reduzem a tensdo superficial na interface das fases imisciveis, permitindo,
portanto, que elas se misturem, formando a emulsdo. Os emulsificantes ndo necessitam de
reduzir a tenséo superficial, o surfactante pode ter atividade de reducdo da tenséo superficial e
emulsificacdo, mas para o emulsionante basta apenas ligar-se a substratos insolUveis em agua
para formar uma emulsédo (SATPUTE et al., 2010; FOOD INGREDIENTS BRASIL, 2013).

A classificacdo dos emulsificantes € de acordo com a distribuicdo de suas fases. A

Figura 2 demonstra graficamente as fases da emulséo.
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Figura 2. Distribuicdo do emulsificante entre as interfaces agua/éleo e 6leo/agua, formando
emulséo.

Emulséo agualdleo Emulsao dleo/dgua

Fonte: OLIVEIRA et al., 2004.

Sdo diferenciados também pela carga. Sendo os emulsificantes idnicos, sao
responsaveis por estabilizarem emulsées do tipo éleo/agua. Na interface, os grupos alquila
interagem com as goticulas de 6leo, enquanto os grupos finais carregados se projetam para a
fase aquosa. O envolvimento de ions contrarios forma uma camada dupla, que previne a
agregacéao das goticulas do 6leo (Figura 3-A). Os emulsificantes nédo idnicos séo orientados na
superficie das goticulas do 6leo com a proporcao polar projetada para a fase aquosa (Figura 3-
B) (FOOD INGREDIENTS BRASIL, 2013).

Figura 3. Atividade do emulsificante idnico O/A (A) e atividade do emulsificante ndo-ibnico A/O

(B).

H - Apolar

© " ® P~ _-_f Oleo ‘ifj:
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Fonte: FOOD INGREDIENTS BRASIL, 2013
Segundo Tadros (2016) as emulsdes também podem ser classificadas quanto a sua estrutura:

(1) Macroemulsdes O/A e A/O: geralmente tém uma faixa de tamanho de 0,1-5 um com

uma média de 1-2 um. Estes sistemas sdo geralmente opacos ou leitosos devido ao
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grande tamanho das gotas e a diferenca significativa no indice de refracdo entre as

fases de Oleo e 4gua.

(i) Nanoemulsdes: geralmente tém uma faixa de tamanho de 20 a 100 um. Como as
macroemulsdes, elas sdo apenas cineticamente estaveis. Eles podem ser
transparentes, translicidos ou opacos, dependendo do tamanho da gota, do indice de

refracdo diferente entre as duas fases e da fracao volumétrica da fase dispersa.

(iii) Emuls@es duplas e mdltiplas: sdo emulsdes-de-emulsdes, sistemas A/O/A e O/A/O. Eles
geralmente sé@o preparados usando um processo de dois estagios. Por exemplo, uma
emulsdo mdltipla A/O/A é preparada formando uma emulsdo A/O, que € entdo

emulsionada em agua para formar a emulsao mdltipla final.

(iv) EmulsBes mistas: sdo sistemas que consistem em duas goticulas dispersas diferentes

gue ndo se misturam em meio continuo.

(v) Emulsdes ou microemulsdes micelares: estas geralmente tém o tamanho variando de 5
a 50 nm. Eles sdo termodinamicamente estaveis e estritamente falando eles ndo devem
ser descritos como emulsdes. Uma melhor descri¢cdo é "micelas inchadas" ou "sistemas

micelares".

A relevancia econdmica dos surfactantes/emulsionantes é demonstrada pelos dados do
seu mercado global, que se encontram em expansao e deve chegar a aproximadamente U$
39,86 bilhbes em 2021, apresentando uma taxa de crescimento anual de 5,4% entre 2016 e
2021 (MARKETS AND MARKETS, 2017). Estes dados reafirmam a importancia dessas

moléculas, que sdo essenciais em diferentes setores industriais.

A maioria dos surfactantes/emulsionantes produzidos atualmente € quimicamente
derivado de petréleo. No entanto, estes agentes tensoativos sintéticos sao geralmente toxicos
e dificiimente degradados por micro-organismos. Eles sédo, portanto, uma fonte potencial de
contaminacado e danos para o meio ambiente. Estes perigos associados tém, nos ultimos anos,
atraido a comunidade cientifica a buscar alternativas de obtencdo de surfactantes mais
compativeis com o meio ambiente, como é o0 caso da produgdo microbiana de
surfactante/emulsionante (biossurfactante/bioemulsificante) (VIJAYAKUMAR; SARAVANAN,
2015).
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1.3.5 Bioemulsificantes

Bioemulsificantes e Biossurfactantes sdo compostos de superficie ativa que constituem a
emulsdo secretada por microrganismos para facilitar a captacdo de um substrato insoluvel, e
sdo moléculas anfipaticas contendo proteinas, polissacarideos ou lipideos capazes de
estabilizar emulsdes de 6leo em &gua. Estes compostos tém vantagens sobre 0s compostos
tensoativos quimicamente sintetizados como: i) menor ou nenhuma toxicidade, evitando a
acumulacdo nos ecossistemas naturais; ii) biodegradabilidade; iii) ampla gama de novas
caracteristicas estruturais; iv) propriedades fisicas como baixas tensdes interfaciais e
concentracdes criticas de micelas; vi) Pode ser modificado pela engenharia genética da
producdo de microrganismos utilizando técnicas bioldgicas ou bioquimicas; vii) pode ser
adaptado para atender a requisitos especificos; e viii) apresentam alta atividades a uma ampla
faixa de pH, em temperaturas extremas e altas variacdes de salinidade (MULLIGAN e GIBBS,
1990; FINNERTY, 1994; DESAI e BANAT, 1997; ROSENBERG e RON, 1997; KARANTH et al.,
1999; SHETE et al., 2006; SEKHON-RANDHAWA, 2014; DE et al., 2015).

Os bioemulsicantes sdo moléculas de alto peso molecular capazes de formar e
estabilizar emulsGes, mas isso ndo implica na reducdo da superficie superficial, como os
biossurfactantes, sao representados pelos exopolissacarideos, podendo ser misturas
complexas de heteropolissacarideos e lipopolissacarideos, lipoproteinas e proteinas
(SEKHON-RANDHAWA, 2014; UZOIGWE et al. 2015). Os biossurfactantes, diferentemente
dos bioemulsificantes s&@o representados por compostos de baixo peso molecular,
representados por lipopeptideos, glicolipideos e entre outros (SMYTH et al., 2010; FRANZETTI
et al., 2012).

O interesse sobre bioemulsificante tém aumentado progressivamente devido a sua
natureza ecoldgica, diversidade, possibilidade de producdo em larga escala, seletividade,
desempenho sob circunstancias criticas e suas futuras aplicagdes na fortificacdo ambiental (DE
et al.,, 2015). Um trabalho recente mostrou que dezessete empresas estdo atualmente
produzindo biossurfactante/bioemulsificantes em escala industrial em todo o mundo
(RANDHAWA e RAHMAN, 2014) e seu volume de mercado global foi estimado em cerca de
476.500 t atingindo US$ 2,210,5 milhdes até 2018 (TRANSPARENCY MARKET RESEARCH,
2013). Nos ultimos anos, os bioemulsificantes tém atraido cada vez mais a atencdo da

comunidade cientifica e industrial, suas principais vantagens e propriedades sé&o:
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a) Capacidade de emulsificacdo: Dispersdo de um liquido em outro (como goticulas
microscopicas) levando a mistura de dois liquidos imisciveis (Figura 4). Representa uma
solubilizacdo micelular; no entanto, as particulas solubilizadas resultantes sdo muito
maiores (SATPUTE et al., 2010).

Figura 4. Propriedade de emulsificagdo dos bioemulsificantes.

Fonte: SATPUTE et al., 2010.

b) Capacidade de desemulsificagcdo: Este processo quebra as emulsdes através da ruptura
da superficie estavel entre a fase de massa e a fase interna (Figura 5), que é importante
nos processos de producao de Oleo, onde agentes emulsionantes naturais dificultam os
processos de producdo (BOSCH e AXCELL, 2005). A de-emulséo é obtida perturbando
as condi¢cdes termodindmicas na interface. O equipamento utilizado na industria
petrolifera sofre, por conseguinte, principalmente da corrosado, antes do processamento
a jusante do 6leo, a acao de desemulsificacdo é importante. Diferentes setores como
mineracao, alimentos, reprocessamento de combustivel nuclear, cosméticos e produtos
farmacéuticos dependem dessa propriedade (KOSARIC et al., 1987). As capacidades
de desemulsificao da populao bacteriana mista foram usualmente testadas utilizando
um sistema de emuls de querosene-ua e petreo-eo, em que at96% de deemulsificao foi
conseguida. Os produtos de cultura mista exibem alta atividade desemulsificante em
comparagdo com a cultura pura mais eficaz (NADARAJAH, et al., 2002; SATPUTE et
al., 2010).
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Figura 5. Propriedade de desemulsificacdo dos bioemulsificantes.
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Fonte: SATPUTE et al., 2010.

c) Capacidade molhante: E o poder de propagacdo e penetracdo de uma substancia que
diminui o SFT, quando adicionado a um liquido. Reduz forgas atrativas de moléculas
semelhantes e aumenta a atracdo em direcéo a superficies diferentes. Os surfactantes
atuam como agentes umectantes ao penetrarem nos poros e fissuras ao invés de
conecta-los com o SFT (Figura 6). Um forte agente umectante é considerado pelo
aumento na capacidade de espalhar de um liquido sobre uma area de superficie e o
abaixamento do anjo de contato de superficies liquidas para soélidos. Isto é
extremamente importante quando se reconstituem poOs secos, pérolas secas ou
reagentes em dispositivos de fase solida. As propriedades de umectacao, emulsificacao
e solubilizacdo micelar de surfactantes ndo-idnicos, como Rokanol L10, Triton X-100 e
BS JBR 425, foram investigadas (PASTEWSKI, et al. 2006; SATPUTE et al., 2010).

Figura 6. Propriedade de capacidade molhante dos bioemulsificantes.
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Fonte: SATPUTE et al., 2010.

d) Capacidade espumante: os surfactantes/emulsificantes se concentram em uma
interface gas-liquido que leva a formacao de bolhas através do liquido e na interface,

resultando na formacdo de espuma (Figura 7). Técnicas de borbulhamento ajudam a
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estudar as propriedades espumantes da surfactina, do dodecil sulfato de sédio (SDS) e
da albumina sérica bovina (BSA). A surfactina exibe excelentes propriedades
espumantes quando comparada com a SDS (DUBEY, et al., 2005; SATPUTE et al.,
2010).

Figura 7. Propriedade de capacidade espumante dos bioemulsificantes.
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Fonte: SATPUTE et al., 2010.

e) Adsorcao: Esta propriedade funcional ajuda as moléculas de surfactante a adsorverem-
se em substratos hidrofébicos (Figura 8). Wei, et al. (2005) recuperaram o ramnolipideo
BS JBR215 da Jeneil BS Company, EUA, usando essa técnica. Mais de 95% do
biossurfactante podem ser recuperados com sucesso pela técnica de adsorcdo. A
propriedade de adsor¢do de um surfactante € um fator importante para melhorar a
recuperacdo de Oleo. A adsor¢éo facilita interacdes fortes de moléculas de superficie
ativa com a rocha do que com o 6leo e, portanto, pode aumentar a recuperacgéo de 0leo
das rochas (CURBELO et al., 2007; SATPUTE et al., 2010).

Figura 8. Propriedade de adsorg&o dos bioemulsificantes.

Fonte: SATPUTE et al., 2010.



Lins, A. B. Producéo de bioemulsificante por Rhodotorula mucilaginosa UCP1551 ....... 29

f)

9)

h)

)

)

K)

Disperséo: Um dispersante é um material que reduz a atragdo coesiva entre particulas
semelhantes. Esta propriedade do emulsificante mantém as particulas insolGveis em
suspensdo impedindo as particulas insollveis de se agregarem umas as outras. Essa
propriedade também leva a dessorcdo de moléculas hidrofébicas das superficies
rochosas, aumentando a mobilidade e a recuperacéo, e tem aplicagdo na quimica do
campo petrolifero (SATPUTE et al., 2010).

Detergéncia: A atividade de lavagem e limpeza estd associada a detergéncia.

Biossurfactantes e bioemulsificantes agem de maneira semelhante a dos detergentes.

Floculagdo: E um processo, onde as goticulas da emulsdo se unem para formar um
aglomerado que pode ser quebrado por agdo mecanica, restaurando a emulsédo a sua
forma original. MedigcBes de microeletroforese e testes de microscopia Optica sao
usados para avaliar a floculacdo. Um trabalho interessante sobre a floculagdo de
particulas finas de fluorita pela bactéria Corynebacterium xerosis foi relatado por Haas
et al. (1999). As células de C. xerosis aderem as superficies de fluorita e promovem a
agregacao das particulas para obter bandos de alta qualidade (SATPUTE et al., 2010).

Separacgédo de fases: Uma vez que o surfactante é adicionado a liquidos imisciveis, leva
a formacdo de emulsdo. No entanto, apds algum periodo, a goticula de emulsdo de
moléculas semelhantes comeca a se reunir e se unir, levando a separacdo das duas

fases. Este processo é chamado de separacao de fases (SATPUTE et al., 2010).

Reducéo de viscosidade: Devido a alta viscosidade do 6leo cru, ele resiste ao fluxo e se
torna muito dificil para o transporte. Oleo cru pesado (alta densidade) contribui com
teores significativos de nitrogénio, oxigénio, compostos de enxofre e contaminantes de
metais pesados. Essa viscosidade de Oleos pesados € reduzida usando
surfactantes/emulsificantes para aumentar a mobilidade e facilitar o transporte
(SATPUTE et al., 2010).

Solubilizagéo: Os surfactantes aumentam a solubilizacdo do material insolavel. Em alta
concentracdo de surfactante, estruturas micelares sdo formadas. Moléculas insoltveis
sdo encapsuladas em uma estrutura micelar e levadas a solugdo em um nivel mais alto.
Esta propriedade é importante para formar substancias insolliveis em agua em solucdes
aquosas, ou substancias soliveis em agua em solventes organicos.
Biossurfactantes/bioemulsificantes sdo mais eficazes que os surfactantes sintéticos
para solubilizar a mistura de compostos complexos em uma solugdo aquosa. Perfumo

et al. (2010) relataram os papéis de biossurfactantes e bioemulsificantes no acesso a
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substratos hidrofébicos enquanto Wong et al. (2004) também relataram observacdo
semelhante sobre 0s efeitos de surfactantes sintéticos e
biossurfactante/bioemulsificantes (SATPUTE et al., 2010).

Inibicdo de Corrosao: Os inibidores de corrosdo sdo materiais que protegem contra o
desgaste das superficies dos aparelhos. Silicato de s6dio é um inibidor de corrosdo que
€ comumente usado em detergentes e constréi sabdo para produtos de lavanderia,
maquina de lavar louca para evitar sob corrosao de depdsito solido. Li e Mu (2005)
investigaram um surfactante ndo-iénico Tween-40 e relataram um nivel satisfatorio de
inibicdo da corrosdo do aco laminado a frio em &cido sulfarico 0,5-7,0 M, detectado
pelos métodos de perda de peso e polarizacdo potenciodinamica (SATPUTE et al.,
2010).

m) Temperatura, pH e tolerancia a forga i6nica: Os surfactantes/emulsificantes sdo estaveis

em vérias temperaturas e pH. A liquenisina obtida de B. licheniformis JF-2 é estavel até
50 °C, pH de 4,5 a 9,0 e em NaCl (50 g/L) e concentragbes de Ca (25 g/L)
(MCINERNEY, et al., 1990). Similarmente, o lipopéptido de B. subtilis LB5a é altamente
estavel a 121 °C/20 min e mesmo apés 6 meses foi considerado estavel a -18 °C. A
atividade superficial deste lipopeptideo permanece inalterada na faixa de pH de 5-11 e
NaCl (20%). Outro biossurfactante produzido por Arthrobacter protophormiae foi
observado como sendo termoestavel (30-100°C) e pH (2 a 12) estavel. Como os
procedimentos industriais incluem extremos de temperatura, pH e peso, é importante
separar novos itens microbianos que estejam prontos para funcionar nessas condi¢des
(NITSCHKE e PASTORE, 2006; DAS; MUKHERJEE, 2007; SATPUTE et al., 2010
ROY, 2017).

Biodegradabilidade: Os compostos derivados microbianos podem ser facilmente
degradados quando comparados aos surfactantes sintéticos e apropriados para
aplicacdes naturais como a biorremediacdo/biossorcdo (DESAI; BANAT, 1997;
EDWARDS; HAYASHI, 1965; ROY, 2017). A crescente preocupacdo ecoldgica nos
obriga a procurar itens eletivos, por exemplo, biossurfactantes (GAUTAM; TYAGI, 2006;
ROY, 2017). Surfactantes quimicos sintéticos impdem questdes ecoldgicas e, assim,
biossurfactante biodegradaveis de microorganismos marinhos foram utilizados para a
biossorcdo de hidrocarbonetos policiclicos ineficientes e solventes, fenantreno
contaminado em superficies aquaticas (GHARAEI-FATHABAD, 2011; ROY, 2017).

Baixa toxicidade: Embora ndo haja muitas obras escritas acessiveis em relacdo a

gqualidade venenosa dos biossurfactantes, elas sdo em geral consideradas itens baixos
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ou ndo prejudiciais e adequadas para os empregos farmacéuticos, corretivos e de
sustento. Poremba et al. mostrou que a maior toxicidade do surfactante derivado de
produtos quimicos que apresentou uma CL50 contra o Photobacterium phosphoreum e
foi 10 vezes menor do que a dos ramnolipideos. O perfil de baixa toxicidade do
biossurfactante, soforolipideos da Candida bombicola, o0s tornou (teis em
empreendimentos nutricionais (HATHA et al., 2007; ROY, 2017).

p) Utilizacdo de substratos alternativos na producdo por via fermentativa: Os
biossurfactantes podem ser produzidos a partir de substratos renovaveis e residuos
agroindustriais (soro de leite, agua de maceracdo de milho, manipueira). A utilizacao
dessas matérias-primas como alternativa a meio de cultura sintético encoraja acfes de
gerenciamento ambiental (MULLIGAN et al., 2014; FELIPE; DIAS, 2017).

1.3.6 Fatores que afetam a producéo de bioemulsificante

A producdo de bioemulsificante ndo depende apenas da linhagem produtora, mas
também das condi¢bes de cultivo. Assim, muitos parAmetros afetam ndo apenas a quantidade
de bioemulsificante, mas também o tipo de produto produzido (SALIHU et al., 2009; DE et al.,
2015).

1.3.6.1 Fatores Ambientais

Para ter uma grande quantidade de bioemulsificantes, é sempre essencial otimizar o
bioprocesso, pois o produto pode ser influenciado por mudangas no pH, temperatura, aeragéo

e velocidade de agitagéo.

pH: O efeito do pH em relacdo a producdo de bioemulsificante por Candida antarctica foi
estudado utilizando-se tampao fosfato em diferentes pHs (4-8). Todos os tampdes utilizados
resultaram em uma diminuicdo do rendimento da produgdo do biossurfactante, quando
comparados com a agua destilada (KITAMOTO et al., 2001; FONTES et al., 2008). Zinjarde e
Pant (2002) estudaram a influéncia do pH inicial na producdo do biossurfactante por Yarrowia
lipolytica. Observaram que a maior producdo foi obtida em pH inicial igual a 8,0, que

corresponde ao pH natural da 4gua do mar (FONTES et al., 2008).

Temperatura: Varios processos microbianos para a producdo de bioemulsificante dependem

da temperatura e sdo afetados por uma pequena mudanca. A maioria das producbes de



Lins, A. B. Producéo de bioemulsificante por Rhodotorula mucilaginosa UCP1551 ....... 32

bioemulsificantes relatadas até agora foram realizadas no intervalo de temperatura de 25 a
30°C (DESAI; BANAT, 1997; DE et al., 2015).

Aeracdo e agitacdo: sado dois fatores importantes que influenciam na produgdo de
bioemulsificante, pois facilitam a transferéncia de oxigénio da fase gasosa para a fase
aguosa.66 Adamczak e Bednarsk (2000) avaliaram a influéncia da aeracdo na sintese de
biossurfactante por Candida antarctica. A maior producdo de bioemulsificante (45,5 g/L) foi
alcancada quando a levedura foi cultivada em meio com uma taxa de aeracdo de 1 vvm
(volume de ar por volume de meio por min) e a concentracdo de oxigénio dissolvido controlada
em 50% do valor da saturacdo. Entretanto, quando se alterou a aeracao para 2 vvm, houve
uma producao intensa de espuma e a producdo de bioemulsificante decaiu 84%. A formacéao
de espuma ndo € um fator desejado na producao, uma vez que retira do meio reacional parte
do bioemulsificante, biomassa e lipideos (SCHIMIDELL, 2001; FONTES et al., 2008).

1.3.6.2 Fatores Nutricionais

O tipo, qualidade e quantidade de bioemulsificante produzido sao afetados e

influenciados por diversos fatores nutricionais.
a) Fonte de Carbono:

A influéncia da fonte de carbono na producdo de bioemulsificante por diferentes cepas
de microorganismos tem sido bastante estudada. A literatura aponta uma ampla diversidade
entre as fontes de carbono. Pareilleux (1979) isolou compostos emulsificantes a partir da
levedura Candida lipolytica em meio contendo n-alcanos como fonte de carbono, mas quando
foi cultivada em meio contendo glicose a levedura ndo produziu nenhum bioemulsificante. Em
um estudo similar, Zinjarde e Pant (2002) mostraram que a biossintese de emulsificante por Y.
lipolytica NCIM 3589 utilizando como fonte de carbono substratos sollveis (glicose, glicerol,
acetato de sodio e alcool) ndo é viabilizada. Entretanto, em meio contendo 6leo cru e alcanos
(C10 - C18) detectou-se a producéo de bioemulsificante (FONTES et al., 2008).

Os bioemulsificantes sdo incapazes de competir de forma barata com compostos
guimicamente sintetizados, devido aos seus elevados custos de produgdo e sistema de
recuperacdo. Estes custos podem ser significativamente reduzidos pelo uso de fontes
alternativas de nutrientes. Sarubbo et al. (2001) identificou pela primeira vez um
bioemulsificante produzido por Y. lipolytica IA 1055 usando glicose como fonte de carbono e
concluiu que a indugdo da producdo de biossurfactante ndo é dependente da presenca de
hidrocarbonetos (SAHARAN et al., 2011).



Lins, A. B. Producéo de bioemulsificante por Rhodotorula mucilaginosa UCP1551 ....... 33

Cavalero e Cooper (2003) mostraram que o rendimento de soforolipideo de Candida
bombicola ATCC 22214 aumenta com o comprimento da cadeia de n-alcano (de C12 a C15).
Isso indicou que diferentes micrébios respondem de maneira diferente as fontes de carbono. O
melaco de soja, um subproduto da producéo de éleo de soja, mais acido oleico foram testados
como fontes de carbono para a producgéo de soforolipidios pela levedura Candida bombicola.
Os SLs purificados foram obtidos a 21 g/L e foram 97% em forma de lactona (FONTES et al.,
2008).

b) Fonte de nitrogénio

O nitrogénio € necessario para o crescimento microbiano, pois as sinteses de proteinas
e enzimas dependem dele. Portanto, o nitrogénio € importante no meio de producao de
biossurfactante. Varios compostos de nitrogénio, como extrato de levedura, nitrato de aménio,
sulfato de amoénio, peptona de ureia, nitrato de sédio, extratos de carne e malte tém sido
utilizados para a produgdo de bioemulsificantes. Verificou-se que o extrato de levedura é a
fonte de nitrogénio mais utilizada na producédo de bioemulsificante (DE et al., 2015).

Durante a producdo de bioemulsificante pela levedura Rhodotorula glutinis 11P30, o uso de
nitrato de potassio da melhores rendimentos em comparagdo com outras fontes de nitrogénio,
como o sulfato de aménio ou ureia. Lukondeh et al. (2003) investigaram a producédo de
bioemulsificante por K. marxianus FIl 510700 utilizando extrato de levedura (2 g/L) e sulfato de
amonio (5 g/L) como fontes de nitrogénio (FONTES et al., 2008).

c) Concentracdo de ions metélicos

As concentragfes de ions metalicos desempenham um papel muito importante na
producdo de alguns bioemulsificantes, pois formam cofatores importantes de muitas enzimas.
A superproducédo de biossurfactante de surfactina ocorre na presenca de Fe?* em meio de sal
mineral. As propriedades da surfactina sdo modificadas na presenca de céations inorganicos,
como superproducédo (SAHARAN et al., 2011).

1.3.7 Aplicagdes dos bioemulsificantes

Os bioemulsificantes estdo ganhando muito ritmo com relagdo ao seu uso em escala
comercial. Nao s6 encontraram aplicacdo em industrias como a lavanderia, a biorremediacao, a
recuperacao de petréleo, mas também séo usadas para fins terapéuticos. Novas tendéncias
em suas aplicagbes mostraram seu uso para combater o efeito de gases de efeito estufa. Dada

a seguir sdo algumas das aplica¢c6es de bioemulsificante (MIR et al., 2017).
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1.3.7.1 Biorremediacao

O termo biorremediacao refere-se ao fenbmeno em que as atividades metabdlicas dos
microorganismos sao utilizadas para remover poluentes. A biorremediacdo, além de ocorrer
naturalmente, pode ser ativada pela adicdo de certos compostos bioativos produzidos por
varios microorganismos. Os biorremédios sdo 0s microorganismos que podem ser usados para
a biorremediacdo. A biorremediacdo pode ser classificada principalmente em duas: in situ ou
ex situ. Durante a biorremediacdo in situ, o material contaminado é tratado no préprio local,
enguanto no procedimento ex situ a remoc¢ao do material contaminado € feita em outro local e

n&o no proéprio local de coleta (MIR et al., 2017).

A biorremediacéo in situ reduz, assim, a exposi¢cao ao risco para o pessoal de limpeza e
a exposicao potencialmente mais ampla como resultado de acidentes de transporte. Além
disso, este processo tem um impacto minimo no ambiente, uma vez que quase nenhum
produto residual € acumulado devido a completa degradacdo dos contaminantes por microbios
capazes de produzir compostos bioativos, e bioemulsificantes. Essas caracteristicas tornam as
técnicas de biorremediacdo potencialmente ideais para a desintoxicagdo de poluentes
quimicos. Micrébios que produzem os bioemulsificantes e outros compostos bioativos que sao
capazes de degradar os contaminantes, sdo encontrados em maior nimero quando o
contaminante esta presente. No entanto, quando o contaminante é degradado, a populagéo de
microrganismos diminui. Apds o tratamento, os residuos deixados para trds sdo geralmente
subprodutos inofensivos como diéxido de carbono, agua e biomassa celular (KUMAR et al.,
2011).

1.3.7.2 Bioemulsificantes na industria de 6leo

Os bioemulsificantes sdo usados para aumentar a recuperagdo de 6leo devido ao uso
potencial na indastria do petréleo com pureza e especificagdo minimas, para que o caldo
celular inteiro possa ser usado. Em comparagdo com os surfactantes quimicos, eles sdo muito
seletivos e necessarios em pequenas quantidades e séo eficazes sob ampla faixa de
condi¢bes de Oleo e reservatorio. Eles estdo envolvidos em um numero infinito de diferentes
processos industriais e fenébmeno fisico-quimico aumentando a mobilidade, aumentando a

solubilidade, lubrificacéo, remoc¢éo de solo ou limpeza (PEI et al. 2009; LAI et al. 2009).

Bacillus licheniformis JF 2 foi isolado a partir de agua de injecdo em campo de petrdleo,
gue foi um dos mais eficientes bioemulsificantes anaerobios, halotolerantes e termotolerantes
(DESAI e BANAT, 1997). Makkar e Cameotra (1997) observaram uma boa recuperacdo do

Oleo de areia usando as cepas de Bacillus subtilis a 45 °C. Eles utilizam o melago barato fonte
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de aditivo nutriente. O bioemulsificante produzido por duas estirpes de Bacillus subtilis
(MTCC1427 e MTCC2423) representou 56% e 62% de Oleo recuperado a partir de uma coluna
de areia saturada com o6leo. Bacillus subtilis € hermotolerante e estavel em uma ampla gama
de pH (4,5-10,5), o que torna essas cepas adequadas para a recuperacdo microbiana de 6leo
aprimorada in situ (SUDHANSHU et al., 2014).

1.3.7.3 Recuperacado Microbiana de Petroleo Aprimorado (MEOR)

A adicdo de bioemulsificantes reduz a superficie, bem como as tensdes interfaciais do
Oleo, o que ajuda a facilitar o fluxo de 6leo e, assim, facilita as operacdes de recuperacao
(KOSARIC, 1992). Este método também é conhecido como Recuperacdo Microbiana de
Petréleo Aprimorado (MEOR) (MIR et al., 2017).

Os bioemulsificantes utilizados poderiam reduzir a tenséo interfacial entre o 6leo e a
superficie da rocha ou da agua, o que resultaria na emulsificagéo e, por sua vez, melhoraria o
deslocamento da incrustacdo dos poros e alteraria a molhabilidade, tornando o processo de
recuperacdo mais eficiente. De acordo com uma avaliagdo estatistica realizada nos EUA em
1995, 81% de todos os projetos MEOR mostraram um aumento positivo na producdo de
petroleo, sem resultados adversos ou qualquer diminuicdo da produgédo de petréleo. Esse
processo é economicamente viavel, pois 0 processo precisa apenas de pequenas modificaces
nas instalacdes ja existentes. A instalacdo do processo € menos dispendiosa e facil de aplicar
(MIR et al., 2017).
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RESUMO

Neste trabalho, foram realizados estudos com Rhodotorula mucilaginosa UCP 1551,
investigando o potencial de produgdo de bioemulsificante, utilizando como substrato 6leo de
soja apos fritura e milhocina. A cultura foi realizada em Erlenmeyers contendo 100 mL de base
salina e substratos segundo o esquema fatorial completo 22, contendo 10% de inoculo numa
concentracdo de 108 células/ml, a 28°C, sob agitacdo de 150 rpm por 96 h. As caracteristicas
bioemulsificantes avaliadas foram IE24, tamanho das gotas, viscosidade, estabilidade frente ao
pH, NaCl e temperatura, CMC, carga i6nica e molhabilidade. Os resultados mostraram que o
bioemulsificante de carater aniénico apresentou 95,65% |IE24 para 6leo de motor na melhor
condigéo (2,5% de milhocina e 1% de 6leo de soja pos-fritura),, apresentando emulsdo estavel
em relacdo ao IE24 nas concentracdes de NaCl% -12 %. Em relacdo ao pH e temperatura, um
IE24 observado foi de 100%. A melhor condi¢cdo do IE24 reduziu a viscosidade do 6leo do
motor de 170 cP para 115,7 cP por 96 horas. A CMC foi de 2,5%. E a caracterizagéo
bioguimica mostrou que o bioemulsificante possui: proteinas 6,69%, carboidratos 14,65% e
lipidios 78,66%, Rhodotorula mucilaginosa apresentou a capacidade de produzir
bioemulsificadores utilizando a conversdo metabdlica do residuo agroindustrial e grande

potencial em aplica¢ces biotecnoldgicas.

Palavras-Chave: Levedura, Residuos, Valorizagéo.
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ABSTRACT

In this work, studies were carried out with Rhodotorula mucilaginosa UCP 1551, investigating
the potential of bioemulsifier production, using as soybean oil substrate after frying and
corncina. The culture was carried out in Erlenmeyers containing 100 mL of saline and
substrates according to the complete factorial scheme 22 containing 10% of inoculum at a
concentration of 108 cell/ ml at 28°C under agitation of 150 rpm for 96 h. The bioemulsifying
characteristics evaluated were IE24, droplet size, viscosity, stability against pH, NaCl and
temperature, CMC, ionic charge and wettability. The results showed that the anionic
bioemulsifier presented 95.65% IE24 for motor oil in the best condition (2.5% cornmeal and 1%
post-fry soybean oil), presenting a stable emulsion in relation to IE24 in the % -12% NaCl
concentrations. Regarding pH and temperature, an observed IE24 was 100%. The best |IE24
condition reduced the engine oil viscosity from 170 cP to 115.7 cP for 96 hours. The CMC was
2.5%. The biochemical characterization showed that the bioemulsifier had: proteins 6,69%,
carbohydrates 14,65% and lipids 78,66%, Rhodotorula mucilaginosa presented the capacity to
produce bioemulsifiers using the metabolic conversion of agroindustrial residue and great

potential in biotechnological applications.

Keywords: yeast, waste, appreciation
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1.INTRODUCAO

As industrias de alimentos s@o responsaveis por gerar toneladas de residuos
agroindustriais, acarretando sérios problemas ambientais devido a producéo de lixo orgéanico.
O Brasil encontra-se em terceiro lugar do rank mundial em producdo na area de alimentos. O
reaproveitamento de residuos gerados pela agroindustria que hoje € um dos maiores polos de
investimentos tem sido alvo de varios estudos o que contribui para o acimulo de informagfes
sobre o seu grande potencial e seus valores nutricionais (FILHO; FRANCO, 2015).

Particularmente, a bioeconomia circular dos residuos agricolas e da industria de
alimentos esta recebendo crescente atencdo, uma vez que essas matérias residuais
representam recursos possiveis e utilizaveis para a sintese de produtos Uteis. Nesse contexto,
a fermentacdo desempenha um papel de destague no aproveitamento de residuos solidos,
pois, em virtude do crescimento microbiano, ocorre a sintese de diversos compostos, dos quais
muitos apresentam grande interesse para segmentos industriais, além da producdo de
compostos de elevado valor agregado como biossurfactante, bioemulsificantes e diferentes
metabdlitos (PINTO et al., 2005; SATPUTE et al., 2017).

Bioemulsificantes sdo compostos anfipaticos com porcdes hidrofilicas (porcéo polar) e
hidrofébicas (por¢éo apolar) que particionam preferencialmente entre interfaces liquidas com
diferentes graus de polaridade e pontes de hidrogénio, tais como interfaces 6leo/agua ou
agua/dleo. Esses compostos possuem propriedades como: detergéncia, atividade
emulsificante, lubrificacdo, capacidade molhante, além de possuirem baixa ou nenhuma
toxidade, serem biodegradaveis, resistentes a forca idnica, pH e temperatura e possuirem
especificidade (FOOD INGREDIENTS BRASIL, 2013; SILVA et al., 2014; MAO et al., 2015;
SANTOS et al., 2016; SOUZA et al., 2018).

Uma variedade de microorganismos séo produtores de biomulsificadores; alguns tém
maior capacidade de producdo, como bactérias e leveduras e, em menor grau, fungos
filamentosos. Em relagéo as leveduras, existe o género Rhodotorula que tem a capacidade de
produzir sophorolipideos, degradar alcanos de cadeia longa e reduzir a viscosidade dos
hidrocarbonetos (CHANDRA e DAS, 2011; KAWAHARA et al., 2013).

Apesar das vantagens, os bioemulsificantes ainda ndo sdo competitivos com 0s seus
anélogos sintéticos devido ao seu alto custo de producéo. A escolha de substratos de baixo
custo é importante para a economia global de um bioprocesso, uma vez que eles representam
cerca de 50% do custo final do produto (RUFINO et al., 2014). Residuos tais como residuo de
refinaria de Oleo de soja (RUFINO et al, 2014) e milhocina (TAIWO et al.,, 2018) ja
demonstraram excelentes resultados quando empregados para a producdo de

bioemulsificantes por micro-organismos.
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O obijetivo principal deste trabalho foi utilizar Rhodotorula mucilaginosa UCP 1551 para
produzir um bioemulsificante aplicando uma metodologia ecologicamente correta que utiliza
6leo de soja poés-fritura e milhocina como substrato, a fim de melhorar nossa compreenséo da

estabilidade das propriedades da emulséo e da aplicabilidade desta biomolécula.

2. METODOLOGIA

2.1 Micro-organismo

Rhodotorula mucilaginosa UCP 1551 isolada de solos preservados da Caatinga de
Pernambuco, pertencente a Cole¢do de Cultura da Universidade Catdlica de Pernambuco
(UCP) e registrada no World Federation for Culture Collection (WFCC). A cultura foi mantida
em Agar Malte de Levedura (3,0 g/L extrato de levedura, 3 g/L extrato de malte, 5 g/L peptona,
10 g/L glicose e 20 g/L agar) a temperatura de 5°C e transferida para o caldo de malte de

levedura (3,0 g/L extrato de levedura, 3 g/L extrato de malte, 5 g/L peptona e 10 g/L glicose).

2.2 Substratos agroindustriais

Os residuos agroindustriais utilizados foram a milhocina, cedida pela empresa Corn
Products, e 6leo de soja pos-fritura, obtido do comércio informal.

2.3 Producéo do bioemulsificante

O in6culo foi preparado transferindo células de R. mucilaginosa do meio sélido para o
caldo de malte de levedura, que foi mantido a 28 °C durante 24 h a 150 rpm. Entdo 10% do
inéculo contendo 108 (UFC)/mL foram transferidos para frascos de Erlenmeyers com
capacidade de 250 mL com o meio de producdo do bioemulsificante, que continha meio base
(0,02% KH2PO4, 0,02% MgS04.7H,O e 1% de glicose) com concentragBes diferenciasa de
residuos agroindustriais (6leo de soja poés-fritura e milhocina) estabelecidas pelo planejamento
fatorial completo (Tabela 1) (RUFINO et al., 2013). Durante a fermentacdo submersa, os
frascos foram mantidos sob agitacao orbital a 150 rpm por 96 horas a 28 °C. Apos este tempo,
as amostras foram centrifugadas a 8000 rpm por 10 min a 10 °C e filtradas para separacédo do

sobrenadante livre de células.
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2.4 Planejamento experimental

Foi utilizado um planejamento fatorial completo de 22, 4 pontos centrais e 4 pontos axiais
(Tabela 1). Para analisar os efeitos principais e interac6es das varidveis concentracdes dos
residuos agroindustriais foi utilizado o software STATISTIC verséo 6.0 da Statfoft®.

Tabela 1. Planejamento fatorial completo 22.

Fatores -1 0 1
Milhocina (%) 2,5 5,0 7,5
*Qleo de soja pds 1,0 3,0 5,0
fritura (%)

2.5 Determinacéo do pH

Foi utilizado o potencidmetro Orion (modelo 310) para a determinacdo do pH das

aliquotas coletadas dos meios de producéo livre de células.

2.6 Determinacéo do indice de emulsificagao

O indice de emulsificacdo do sobrenadante livre de células foi analisado de acordo com
Cooper e Goldenberg (1987). Os substratos hidrofébicos utilizados foram 6leos vegetais (soja,
milho e soja pos-fritura) e derivados de petréleo (diesel, 6leo de motor e éleo de motor
gueimado), foram adicionados 1,0 mL do liquido metabdlico livre de células a 1,0 mL de 6leo e
a mistura foi agitada em voOrtex por 2 minutos. Apés 24 horas de repouso das emulsdes
formadas foi calculada a altura da emulsdo pela altura total da mistura multiplicada por 100,

sendo o resultado expresso em porcentagem (IEzq).
2.7 Curva de crescimento da Rhodotorula mucilaginosa

Foram observados os bioemulsificantes produzidos por Rhodotorula mucilaginosa nos
periodos de 24 h, 48 h, 72 h e 96 h nas temperaturas de 21°C, 28°C e 35°C, analisando-se a
densidade Optica, o indice de emulsificacdo e o pH.

2.8 Andlise da microscopia Optica das emulsdes

A analise das emulsdes foi realizada apos a adicdo de 1 mL de substratos hidrofobicos e

1 mL de sobrenadante livre de células coletados em tubos de ensaio de 24 h, e em seguida
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foram agitados em voértex em alta velocidade por 2 min. As emulsdes foram observadas através
de um microscopio 6ptico com uma ampliagcdo de 40x, e uma camera digital foi usada para

capturar as imagens.

2.9 Determinacdao da viscosidade

O efeito do bioemulsificante na viscosidade da melhor emulsificagéo foi investigado em
tubos de ensaio contendo 6 mL dos respectivos 6leos e 2 mL de solucdo de bioemulsificante.
Em seguida, os tubos foram agitados por 1 min e a viscosidade foi medida a 25 °C em um
viscosimetro automatico (Brookfield Middleboro, Middleborough, MA, EUA; TC 500). O
surfactante aniénico dodecil sulfato de sédio (SDS) foi utilizado como controle. Os resultados

da viscosidade foram expressos em centipoise (Cp) e em percentagem (%).

2.10 Estabilidade do bioemulsificante

A estabilidade do bioemulsificante foi avaliada no sobrenadante livre de células
submetido a diferentes pHs (2, 4, 6, 8, 10 e 12), concentracdes de NaCl (0%, 2%, 4%, 6%, 8 %,
10% e 12%) e temperaturas (0, 5, 28, 37, 50 e 100 ° C) por 10 min (BARROS et al., 2008).

2.11 Extracao e rendimento do bioemulsificante

O bioemulsionante de R. mucilaginosa foi extraido do sobrenadante isento de células
utilizando o método de precipitacdo com etanol de acordo com Techaoei et al. (2007). Apés a
extracdo, o bioemulsificante bruto foi lavado duas vezes com &gua destilada e o rendimento

expresso em g/L.

2.12 Determinagéo da carga ionica

A carga ibnica do bioemulsificante foi investigada usando 100 mg da biomolécula
solubilizada em 5 mL de &gua destilada. O carater ibnico foi determinado com um
potencidmetro Zeta ZM3-D-G, Sistema Zeta Meter 3.0+, e as imagens diretas foram registradas

em um video Zeta Meter, San Francisco, CA, EUA.
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2.13 Caracterizacao preliminar do bioemulsificante

A concentracdo de proteina no bioemulsificante isolado foi estimada usando o kit de
teste de proteina total da Labtest Diagndstica S.A., Brasil. O teor total de carboidratos foi
estimado pelo método do acido fenol-sulfurico (Figura 1) (DUBOIS et al., 1956). O contetdo
lipidico foi determinado de acordo com Manocha et al. (1980): 0,5 g do material isolado foi
extraido com cloroférmio: metanol em diferentes propor¢des (1: 1 e 1: 2, v/v). Os extratos
organicos foram entdo evaporados sob vacuo e o teor de lipidios determinado por estimativa

gravimétrica.

Figura 1. Curva de Calibracdo para determinacdo de carboidratos.

y =0,0575x-0,5358
R?=0,9882

Absorbancia
=

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45
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2.16 Determinacdo da Concentragcdo Micelar Critica — CMC

O bioemulsificante isolado foi solubilizado em agua em diferentes concentracbes (0,625
mg/mL, 1,25 mg/mL, 2,5 mg/mL, 5mg/mL, 10 mg/mL e 20 mg/mL) e depois seus indices de
emulsificagdo foram medidos. A CMC foi alcancada depois de observar um valor constante do

indice de emulsificacao.
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2.17 Aplicacédo da propriedade de molhabilidade do bioemulsificante

A molhabilidade foi testada em tecido de poliéster (2x2) cm, utilizando-se o teste de
umedecimento em disco de lona por gravimetria e microscopicamente, onde o controle foi a
agua (PRADHAN; BHATTACHARYYA, 2017).

3. RESULTADOS E DISCUSSOES

3.1 Producdo de um bioemulsificante por R. mucilaginosa UCP 1551 em um meio
contendo rejeitos agroindustriais

A producgédo de bioemulsificante é detectada pela medi¢cdo da emulsificacdo (MAKKAR e
CAMEOTRA, 1998). O indice de emulsificagdo de diferentes substratos hidrofébicos do
bioemulsificante produzido por Rhodotorula mucilaginosa nas condi¢cdes do planejamento
fatorial completo é apresentado na Tabela 2. Rhodotorula mucilaginosa demonstrou habilidade
de produzir bioemulsificante nos ensaios 1 (2,5% de milhocina e 1% de 6leo de soja poés-
fritura), 2 (7,5% de milhocina e 1,0% de 6leo de soja pos-fritura) e 4 (7,5% de milhocina e 5,0%
de 6leo de soja pés-fritura).

Nestas condi¢Bes, foram obtidos os valores mais elevados do indice de emulsificagao,
de 95,65% e 95,45% com o 6leo de motor queimado no ensaio 1 e 4, respectivamente e de
95,45% com 6leo de motor in natura nas condigdes 2 e 4 apds 96 horas de cultivo (Tabela 2).
De acordo Ahmad et al. (2016) uma emulsao é considerada estavel se IEz4 for igual ou maior
gue 50%. A propriedade de biossurfactantes para formar emulsdes estaveis com misturas de
hidrocarbonetos e dgua tem demonstrado aumentar a degradacao de hidrocarbonetos e sugere
sua potencial aplicacdo no gerenciamento de derramamentos de 6leo e na recuperacdo
aprimorada de petréleo (NETO et al., 2008).

Observou-se que os percentuais de indice de emulsificacdo para o 6leo de milho (Tabela
2), Oleo diesel (ndo formou emulsdo), 6leo de soja (hdo formou emulsado), 6leo de soja pos-
fritura (ndo formou emulséo) ndo foram semelhantes ao 6leo de motor queimado e 6leo de
motor, sugerindo que a atividade de emulsificacdo depende da afinidade do bioemulsificante
com os substratos hidrocarbonados, que segundo Luna et al. (2013) essa afinidade envolve a
interacdo direta com o préprio hidrocarboneto. Resultado inferior do indice de emulsificacao foi
obtido por Rubio-Ribeaux et al. (2016) com a Candida sp., utilizando 6leo de motor in natura
(67%) e 6leo de motor queimado (50%) e com a Candida tropicalis 59% de emulsificacao
obtido por Verma et al. (2015).
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Tabela 2. Planejamento fatorial de 22 para avaliar a influéncia do 6leo de soja pds-fritura e da
milhocina na producg&o de um bioemulsificante por R. mucilaginosa UCP 1551, avaliados
durante 24 h pelo indice de emulsificagao IE24 (%).

ENSAIOS Milhocina ~ Oleo de soja Oleo de milho Oleo de motor  Oleo de motor
(%) pos-fritura in natura gueimado
(%)
1 2,5 1,0 58,14 54,17 95,65
2 7,5 1,0 54,76 95,45 54,17
3 2,5 5,0 50,00 66,67 66,67
4 7,5 5,0 53,66 95,45 95,45
5 5,0 3,0 53,49 62,07 62,07
6 5,0 3,0 52,50 66,67 66,67
7 5,0 3,0 51,28 65,52 65,52
8 5,0 3,0 53,12 61,42 61,42

3.2 Influéncia dos residuos agroindustriais na producdo de bioemulsificadores por
Rhodotorula mucilaginosa UCP1551

O efeito das variaveis independentes 6leo de soja poés-fritura e milhocina no indice de
emulsificacdo (IE.4), utilizando 6leo de motor queimado como substrato hidrofobico, €
representado no Diagrama de Pareto (Figura 2) com um nivel de confianca de 95%. De acordo
com esse diagrama, o aumento da interacao entre milhocina e 6leo de soja pos-fritura exerceu
efeito estatisticamente positivo no aumento do IEz4, enquanto que os substratos isoladamente
nao influenciaram significativamente o indice de emulsificacdo. O ponto no qual os efeitos
estimados sdo estatisticamente significativos (p = 0,05) esta indicado pela linha vertical
vermelha tracejada.

Assim como no Diagrama de Pareto (Figura 2) pode-se verificar na Figura 3 que para
produzir um bioemulsificante com elevado indice de emulsificacdo, o importante é a interacéo
entre os substratos agroindustriais 6leo de soja pos-fritura e milhocina, ou seja, concentracdes
proporcionais, pois o grafico de superficie de resposta (Figura 3) indica que tanto
concentracdes maiores destes substratos quanto concentracbes menores desses substratos

em conjunto forma uma melhor variavel resposta (IE24).
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Figura 2. Diagrama de Pareto para determinar a influéncia dos residuos agroindustriais (6leo

de soja pos-fritura e milhocina) na producao do bioemulsificante.

Pareto Chart of Standardized Effects; Variable: IE24 (%)
2**(2-0) design; MS Residual=103,8609

DV: IE24 (%)
1by2 3,447087
(1)Milhocina (%) -,623086
(2)Oleo de soja pos-fritura (%) 6034609

p=,05
Standardized Effect Estimate (Absolute Value)

,

Figura 3. Gréfico de superficie resposta para analise da influéncia das variaveis independentes

(substratos agroindustriai) na variavel resposta (I1E24).

Fitted Surface; Variable: IE24 (%)
2**(2-0) design; MS Residual=103,1589
DV: IE24 (%)
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Assim como este estudo, Souza et al., (2016) utilizaram do 6leo de soja pds-fritura e a
milhocina, para a producéo de biossurfactante por uma levedura (Candida lipolytica), porém por
meio de planejamento fatorial demonstraram que a interagdo da milhocina com o 6leo de soja
pos-fritura apresentam um resultado negativo e os residuos avaliados individualmente que
obtiveram resultados positivos.

Almeida et al., (2006) utilizaram 6leo de soja residual e a milhocina, para a producéo de
biossurfactante por Candida tropicalis, mas diferente deste estudo demonstraram que apenas a

milhocina obteve resultado positivo no indice de emulsificagao.



Lins, A. B. Producéo de bioemulsificante por Rhodotorula mucilaginosa UCP1551 ....... 56

Vale destacar que, em muitos estudos a interacdo da milhocina com 6leo de soja pos-
fritura vém demonstrado ser uma fonte promissora para o crescimento de micro-organismos,
sendo incluida em meios de producdo de bioemulsificante/biossurfactante (SOBRINHO et al.,
2008, LUNA et al.,, 2011, SANTOS et al., 2013). Esses dados obtidos s&o bastante
promissores, considerando que a producgdo biotecnoldgica de bioemulsificantes depende do
desenvolvimento de processos mais baratos, o que economicamente viabiliza o processo, uma
vez que o meio de cultivo representa aproximadamente 50% do custo final do produto
(MAKKAR e CAMEOTRA, 1998; RODRIGUES et al. 2006; SOUZA et al., 2016).

3.3 Curva de crescimento da Rhodotorula mucilaginosa

De acordo com a Figura 4 pode-se observar que a Rhodotorula mucilaginosa apresentou
melhor crescimento na temperatura de 28°C no periodo de 96 h com uma DO de 17,07,
verifica-se que quanto maior a densidade éptica maior a atividade emulsificante, assim como
Santos et al. (2018) constatou com a Candida Guilliermondii. Sendo assim, o maior indice de
emulsificagcdo foi a 28°C, no periodo de 96 h. Analisando-se o pH, houve aumento de acordo
com o aumento da densidade Optica, evidenciando que a Rhodotorula mucilaginosa eleva o pH
do meio ao produzir o bioproduto.

Figura 4. Curva de crescimento da Rhodotorula mucilaginosa UCP 1551 através da densidade

Optica avaliando o pH e o indice de emulsificacao.
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A influéncia da temperatura na produgéo do bioemulsificante é facilmente identificada na
figura 5, tornando-se evidente que 28°C é a temperatura Otima de producdo do
bioemulsificante, apresentando um indice de emulsificacao de 95,65%.

Figura 5. Influéncia da temperatura na producdo do bioemulsificante.

100
95 -|-
90
. I !

. AT L
70 /
65 { 7/

60 //
I

——H ——

indice de Emulsificagiio (%)

55

50
24 48 72 96

Tempo (h)

) 1° C 28° C 35°C

3.4 Caracterizacdo de Gotas de Emulsdo Usando Oleo de Motor Queimado

As emulsdes formadas usando como substrato hidrofébico o 6leo de motor queimado e
Oleo de motor in natura pelo bioemulsificante obtido das melhores condi¢cbes (ensaio 1 e 4,
respectivamente) do planejamento fatorial (2,5% de milhocina e 1% de 6leo de soja pOs-fritura;
7,5% de milhocina e 5% de 6leo de soja pés-fritura, respectivamente) estao ilustradas na figura
3.

Para a emulsdo formada apés 24 h com o liquido metabdlico fermentado (Figura 6-A)
verifica-se que as gotas apresentam aspecto nitidamente globular, com gotas de tamanhos
variaveis e com floculagdo com tendéncia a coalescer para volumes maiores. Segundo Elias et
al., (2006) este comportamento indica que ocorreu falta de estabilidade na emulsao logo apés a
sua formagéo.

Para a emulsao formada em 24 h pelo liquido metabdlico com fermentacdo, a maioria
das goticulas foram menores (Figura 6-B), além de terem sido observados insignificantes
espacos vazios em relacdo a condicdo anterior e ainda apresentou uma maior homogeneidade
entre as fases e, portanto, maior tendéncia a estabilidade, o mesmo observa-se na emulsdo

com o surfactante sintético (SDS).
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Figura 6. Observacdes microscépicas das gotas formadas a partir do bioemulsificante apos 24
h: (A) liquido metabdlico do ensaio 4 com emulsédo formado com 6leo de motor in natura, (B)
liguido metabdlico do ensaio 1 com emulsdo formada a partir do 6leo de motor queimado e (C)

surfactante sintético (SDS) com emulsao formada a partir do 6leo de motor queimado.

De acordo com Jillavenkatesa et al., (2001), a analise da emulsdo necessita de dois
parametros importantes: o tamanho de gota da fase dispersa e sua concentracdo. Estes fatores
influenciam a viscosidade, estabilidade e coalescéncia. As goticulas formadas da emulséo
variam em tamanho, gerando uma distribuicdo de tamanhos de gotas. Na tabela 3 pode-se
verificar a interagéo desses resultados neste estudo.

Comparando a distribuicdo do tamanho das gotas e o indice de emulsificagdo (IE24) do
bioemulsificante nos ensaios demonstrados na tabela 3, as goticulas variaram em tamanho e
este fato influenciou na estabilidade da emulsdo, como pode-se verificar 0 ensaio 1 apresentou
gotas de tamanhos menores que as do ensaio 4, influenciando na viscosidade. Dickinson et al.,
(2009) estudaram experimentalmente a coalescéncia de gotas de tamanho milimétrico em
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interface 6leo/dgua e observou que as gotas maiores estouraram mais rapido que as menores.
Os autores afirmaram que a variedade de tamanhos das gotas depende do comportamento de
coalescéncia com a deformabilidade da superficie da gota.

Segundo Langervin, 2004, uma emulsdao estavel é aquela que mantém suas gotas
dispersas na fase continua por um tempo consideravel, sem que haja separacdo de fases,
levando em consideragédo também que concentrag6es maiores de bioemulsificante garantem o

aumento da estabilidade, reduzindo a coalescéncia das gotas.

Tabela 3. Caracterizacdo macro e microscopica de emulsées formadas em 6leo de motor

gueimado do bioemulsificante em 24 h.

Ensaios Substrato Caracteristicas Didametro  Viscosidade
hidrofobico das emulsdes das gotas (cp)
(Hm)
1 Oleo de motor  Homogénea com
gueimado abundéancia de 1,5-13,5 115,7
gotas menores
4 Oleo de motor  Heterogénea com
in natura abundéancia de 2,4-14 130,4
gotas grandes
SDS Oleo de motor  Homogénea com
gueimado gotas pequenas 2,5-12 1141

3.5 Efeito do Bioemulsificante de Rhodotorula mucilaginosa na Viscosidade do Oleo
Queimado de Motor

O liquido metabdlico livre de células contendo o bioemulsificante foi capaz de formar um
sistema estavel com o 6leo queimado de motor e reduzir a viscosidade deste 6leo de 170 cP
para 115,7 cP apds 24h de repouso da amostra. Esta condi¢do foi acompanhada durante 96h
para identificar a capacidade do bioemulsificante em manter estavel a viscosidade da emulséo
formada. Os resultados demonstraram pequenas varia¢cdes durante 96h, ficando evidente que
o bioemulsificante da Rhodotorula mucilaginosa manteve a estabilidade da viscosidade em até
96h.
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3.6 Estabilidade do bioemulsificante através de pH, temperatura e salinidade

Varios fatores como a salinidade, pH e temperatura afetam a atividade de
bioemulsificantes (ILORI et al., 2005; ROCHA et al., 2006). Neste trabalho foi estudada a
estabilidade do bioemulsificante produzido pela Rhodotorula mucilaginosa no ensaio 1
utilizando 6leo de motor queimado como substrato hidrofobico e no quesito salinidade o
bioemulsificante demonstrou manter sua estabilidade emulsificante em todas as concentracdes
salinas de NaCl testadas, obtendo um indice de 98% (Figura 7-B). Obtendo melhores
resultados que Souza et al. (2016) que conseguiu manter sua estabilidade emulsificante
apenas até 2% de NacCl.

Avaliando a estabilidade do bioemulsificante através das variagcbes de temperatura,
observou-se que a emulsdo suporta a estabilidade emulsificante até 37°C, perdendo a
propriedade quando exposto a maiores temperaturas (Figura 7-C). Por outro lado, apés o
liquido metabdlico ter sido submetido a variagbes de pH (Figura 7-A), observou-se que 0
bioemulsificante manteve sua propriedade nas faixas de pH neutro e basico com excelentes
porcentuais de emulsdes (98% e 100%) em pH 6, 8, 10 e 12 durante sete dias. Estes
resultados foram similares aos obtidos por Santos et al.,, (2013) que obtiveram 90% de
emulsificacdo em pH basico.

Figura 7. A estabilidade do bioemulsificante produzido por Rhodotorula mucilaginosa UCP

1551 de acordo com o indice de emulsificacao (IE24): pH (A); NaCl (B); e temperatura (C).

3.7 Concentracao Micelar Critica do Bioemulsificante

A concentracdo micelar critica (CMC) é a concentracdo do surfactante que favorece a
formacdo de micelas, uma agregacgéo entre 50 e 100 moléculas de surfactante forma micelas.
Micelas sdo formadas quando a parte lipofilica do surfactante ndo é capaz de formar pontes de
hidrogénio com a soluc¢do aquosa, causando um aumento da energia livre do sistema (BUENO
et al., 2010).
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Através da Figura 8 foi determinada a CMC para a levedura R. mucilaginosa, através
deste é possivel observar que o CMC foi de 2,5 mg/mL. Quanto mais baixa a CMC melhor é o
bioemulsificante, o biossurfactante de Rufino et al. (2009) produzido por Candida glabrata
também apresentou uma CMC de 2,5 mg/mL e é considerado um 6timo biossurfactante. A
figura 8 mostra que enquanto a CMC do bioemulsificante produzido é de 2,5 mg/mL o
surfactante sintético SDS apresentou uma CMC de 10 mg/mL.

Figura 8. Concentracdo micelar critica do bioemulsificante produzido por Rhodotorula

mucilaginosa em comparacdo com o surfactante sintético (SDS).
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3.8 Rendimento, caracterizagao preliminar e cargaiénica do bioemulsificante

Os testes realizados para determinacdo da composi¢cao bioquimica da biomolécula
revelaram a presenca de 78,66% de lipideos, de 14,65% de proteinas e 6,69% carboidratos e
com rendimento de 0,74 g/L. Estes estudos sugerem que o biossurfactante sintetizado por
Rhodotorula mucilaginosa seja provavelmente classificado como um lipopetideo

O potencial zeta determina a funcéo da carga superficial da particula que serve para
prever e controlar a estabilidade de emulsGes e suspensdes coloidais (SARAFIN et al., 2014;
CORTES-CAMARGO et al., 2016). O biemulsificante estudado apresentou carater aniénico.
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3.9 Aplicacdo da capacidade molhante do bioemulsificante

Analisando por gravimetria foi possivel verificar que o poliéster foi capaz de absorver
0,16740 g de 4gua e 0,16185 g do bioemulsificante, evidenciando a capacidade molhante do
bioemulsificante. De acordo com a figura 9 pode-se verificar microscopicamente esta
constatagdo, onde a fibra de poliéster seco (Figura 9B) apresenta uma coloracao cinza clara e
a fibra com bioemulsificante (Figura 9C) uma coloracdo cinza escura similar a fibra com agua

absorvida (Figura 9A).

Figura 9. Microscopia Optica da fibra do poliéster com agua (A), seca (B) e com

bioemulsificante (C).

4. Conclusodes

A levedura Rhodotorula mucilaginosa UCP 1551 conseguiu degradar os residuos
agroindustriais, 6leo de soja pos-fritura e milhocina e bioconverté-los em bioemulsificante. O
bioemulsificante produzido apresentou excelentes propriedades de emulsificacdo, estabilidade,
reducdo da viscosidade e capacidade molhante podendo ser utilizado futuramente para
tratamentos ambientais como biorremediagdo e devido a sua propriedade umectante para

recuperacao microbiana de petrdleo aprimorado.
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CONCLUSOES GERAIS

e Rhodotorula mucilaginosa UCP 1551 foi capaz de metabolizar a milhocina e 6leo de
soja residual como fontes nutricionais para a producdo de bioemulsificante com
excelente estabilidade salina e em pH basico;

¢ O bioemulsificante produzido possui importante propriedade na reducdo da viscosidade
de 6leo queimado de motor;

e O uso de um planejamento experimental demonstrou ser uma ferramenta importante e
aplicavel para avaliar o comportamento das variaveis independentes sobre o indice de
emulsificagdo do bioemulsificante produzido pela Rhodotorula mucilaginosa,
apresentando influéncia dos parametros independentes do processo;

e O bioemulsificante produzido através da bioconversdo dos residuos agroindustriais
tornam o bioprocesso econémico e sustentavel, pois duas finalidades foram cumpridas:

a valorizacéo dos residuos agroindustriais e producéo de bioemulsificante.



