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RESUMO

Biossurfactantes sdo compostos de superficie ativa produzidos por micro-organismos,
constituidos por uma porgéo hidrofilica e outra hidrofébica, com potencial de reduzir a tenséo
superficial e interfacial da agua e ou de formar emulsdes a partir de liquidos com duas fases,
e que tém recebido crescente interesse nas Ultimas décadas pelas vantagens como
biodegrabilidade, baixa toxicidade, producao a partir de fontes renovaveis, funcionalidade sob
condicbes extremas de pH e temperatura, estabilidade, entre outros. Neste sentido,
investigacdes foram realizadas com Syncephalastrum racemosum UCP 1302 avaliando a
temperatura ideal para producdo simultdnea de biossurfactante e bioemulsificante,
empregando monitoramento digital computadorizado, através de plataforma do arduino e o
sensor de temperatura a prova d'agua DS18B20. A bioconversdo de residuos renovaveis
(6leo de soja residual, manipueira e milhocina) por S. racemosum foi estudada aplicando um
planejamento experimental do DCCR de 23, tendo como variavel resposta producédo de
biossurfactante e ou bioemulsificante. Os resultados obtidos demonstraram que o S.
racemosum UCP 1302 produziu biossurfactante no ensaio 7 (3,5% de milhocina, 6,5% de
Oleo de soja residual e 3,5% de manipueira), reduzindo a tenséo superficial da agua de 72
para 30,9 mN/m. A maior producédo de bioemulsificante foi observada no ensaio 3 (6,5% de
milhocina, 6,5% de 6leo de soja residual e 3,5% de manipueira), apresentando indice de
emulsificacdo de 97,58%. A composicao bioquimica preliminar do biosurfactante mostrou ser
um composto constituido de lipidios (53,56%) e proteinas (37,88%), com valores reduzidos
de carboidratos (8,56%). O bioemulsificante apresentou na sua composi¢cdo proteinas
(45,72%) e lipidios (42,19%), com baixo valor de carboidratos (12,09%), sugerindo que
ambos biossurfactante e bioemulsufucante apresentam caracteristicas de lipopeptideos.
Ambas as biomoléculas demonstraram carater anibénico, com uma concentracdo micelar
critica (CMC) de 2,5%. As biomoléculas foram avaliadas e mostraram eficiéncia quanto ao
tamanho das particulas, viscosidade, estabilidade as variagdes de pH, concentragéo de NaCl
e temperatura, além de excelente capacidade como agente molhante, indicando possivel
aplicabilidade para o processo de Recuperagdo Melhorada do Petréleo (MEOR). S.
racemosum apresentou excelente capacidade de producdo de bioemulsificantes, como
também a capacidade de producao de biossurfactantes, utilizando conversdo metabdlica de
residuos agroindustriais, tornando o bioprocesso viavel e com potencial na aplicagédo

biotecnoldgica.

Palavras-Chave: Bioprocesso, Arduino, Surfactante, Fungo Filamentoso, Biorremediacg&o.
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ABSTRACT

Biosurfactants are active surface compounds produced by microorganisms, consisting of a
hydrophilic and a hydrophobic portion, with the potential to reduce the surface and interfacial
tension of the water and to form emulsions from two-phase liquids, which have received
increasing interest in the last decades for the advantages such as biodegradability, low toxicity,
production from renewable sources, functionality under extreme conditions of pH and
temperature, stability, among others. In this sense, investigations were carried out with
Syncephalastrum racemosum UCP 1302 evaluating the ideal temperature for the
simultaneous production of biosurfactant and bioemulsifier, using computerized digital
monitoring, through the arduino platform and the temperature sensor DS18B20. The
bioconversion of renewable residues (residual soybean oil, manipueira and maize) by S.
racemosum was studied by applying an experimental design of the DCCR of 23, having as a
variable response biosurfactant and / or bioemulsifier production. The results showed that S.
racemosum UCP 1302 produced biosurfactant in assay 7 (3.5% maize, 6.5% residual soybean
oil and 3.5% mango), reducing the water surface tension of 72 to 30.9 mN / m. The highest
production of bioemulsifiers was observed in assay 3 (6.5% of corncine, 6.5% of residual
soybean oil and 3.5% of mango), with an emulsification index of 97.58%. The preliminary
biochemical composition of the biosurfactant was composed of lipids (53.56%) and proteins
(37.88%), with reduced carbohydrate values (8.56%). The bioemulsifier presented proteins
(45.72%) and lipids (42.19%), with a low carbohydrate value (12.09%), suggesting that both
biosurfactant and bioemulsifante have lipopeptide characteristics. Both biomolecules showed
anionic character, with a critical micellar concentration (CMC) of 2,5%. The biomolecules were
evaluated for efficiency in terms of particle size, viscosity, stability to pH variations, NaCl
concentration and temperature, as well as excellent wetting capacity, indicating a possible
applicability to the Improved Oil Recovery (MEOR) process. S. racemosum presented
excellent bioemulsifiers production capacity, as well as biosurfactant production capacity,
using metabolic conversion of agroindustrial residues, making the bioprocess viable and with

potential in the biotechnological application.

Key Words: Bioprocess, Arduino, Surfactant, Filamentous Fungus, Bioremediation.

Xi
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1.1 INTRODUCAO

O mercado mundial dos surfactantes atingiu cerca de 30,65 bilhdes de doélares em 2015,
e estima-se que a demanda mundial de surfactantes atingird 39,69 bilhées de dblares até o ano
de 2021. A maior parte dos surfactantes disponiveis comercialmente € sintetizada a partir de
derivados do petroleo; entretanto, a crescente preocupag¢do ambiental entre os consumidores
associado as novas legislacbes de controle do meio ambiente, tem levado procurar por
surfactantes naturais, como alternativa aos produtos existentes (ACMITE, 2013; GUIDI et al.,
2018).

Os surfactantes quimicos derivados de petréleo sao estruturas moleculares anfifilicas, ou
seja, a mesma molécula possui uma porcao polar, soluvel em 4gua, também chamada de porcéao
hidrofilica, e uma por¢ao apolar, insolivel em agua, também chamada de lipofilica ou hidrofébica.
Em funcéo dessas caracteristicas, os surfactantes reduzem a tenséo superficial na interface das
fases imisciveis, permitindo, portanto, que elas se misturem, formando a emulsdo (SOUZA et al.,
2015; PUNNIYAKOTTI, 2017).

Os biossurfactantes sdo compostos de origem microbiana com varias vantagens sobre
os surfactantes sintéticos. As moléculas anfipaticas com diferentes graus de polaridade, o que
significa que podem ser usadas para reduzir a tenséo superficial e formar emulsées onde o
hidrocarboneto pode ser solubilizado em agua e € assim chamado um bioemulsificante
(UZOIGWE et al., 2015; MAIA et al., 2018).

Os termos biossurfactantes e bioemulsificantes foram utilizados com referéncia ao
mesmo nivel de bioatividade. No entanto, compostos de elevado peso molecular e capazes de
formar e estabilizar emulsdes sao referidos como bioemulsionantes ou bioemulsantes. Estes s&o
polimeros de polissacarideos, lipo-polissacarideos, proteinas e lipoproteinas, enquanto os
biossurfactantes sao representados por compostos de baixo peso molecular, dentre os quais
estdo incluidos lipopeptideos e glicolipidios (FRANZETTI et al.,2012; SOUZA et al; 2016;
PUNNIYAKOTTI, 2017).

Os compostos anfifilicos ambientais extracelulares: biossurfactantes e bioemulsificantes
sdo produzidos por uma grande variedade de micro-organismos, principalmente, por bactérias,
seguido de leveduras e de forma mais escassa por fungos filamentosos. Esses compostos tenso-
ativos apresentam diferentes estruturas quimicas e umas eficiente e ampla condi¢des extremas,
como temperatura, pH e salinidade, demonstrando diferentes funcdes e aplicacdes. Neste
sentido, justificam-se as inUmeras aplicac6es em diferentes setores industriais, tais como, de
cosméticos, alimentos, detergentes, agricultura e medicina, sendo sua biodegradabilidade, um

dos seus ativos mais importantes, pois evita problemas de toxicidade e acumulacdo nos
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ecossistemas naturais. (SEKHON-RANDHAWA et al.,2014; DECESARO et al., 2015; SANTOS
et al., 2016, MAIA et al. 2018).

No entanto, os biossurfactantes ainda ndo permitem uma competitividade com os
emulsificantes quimicos, pois seu custo de producéo ainda é elevado em funcéo da utilizacéo de
substratos, que elevam os custos acima de 30 a 40% do seu valor. Assim, 0 sucesso no
desenvolvimento industrial da producédo de biossurfactantes depende do uso de substratos
alternativos e de baixo custo, empregando residuos agroindustriais, tornando-se assim uma
importante estratégia para reducdo dos custos de producdo (SILVA, 2012; ARAUJO, 2016;
SATPUTE et al., 2017).

Assim, o0 aproveitamento biotecnoldgico de residuos agroindustriais vem se apresentando

como uma alternativa atrativa para exploragdo, como fonte nutricional para a produgédo de
insumos de elevado valor agregado. Neste contexto, os residuos de natureza hidrofilica sdo
considerados vantajosos, tendo em vista a possibilidade de bioconversdo por fungos
filamentosos o que possibilita maior rendimento de bioprodutos (MONTERO-RODRIGUEZ, et al.,
2016).
Além das fontes nutricionais, para atingir um maior rendimento do biossurfactantes é necessario
empregar estratégias para encontrar condicbes mais eficiente processos. Para um eficiente
processo fermentativo e posterior otimizagéo € necessario conhecer pH, aeracéo, temperatura e
tamanho do inéculo 6timos para o desenvolvimento do micro-organismos (FRANCO e
LANDGRAF, 2003; CERQUEIRA, 2007; BEZERRA, 2012; CHEN et al 2015; ROCHA, 2017).

Neste sentido, considera-se a temperatura um fator fisico importante na producao de
biossurfactantes e bioemulsificantes, ativando as vias metabdlicas na utilizacdo dos substratos
hidrofilicos e ou hidrofébicos (FONTES et al.,, 2012). Portanto, o carater inovador do
monitoramento da temperatura computorizado empregando Arduino, contribuira para o
conhecimento da melhor temperatura no processo de producéo do biossurfactantes, tornando o
micro-organismo mais eficiente no uso dos substratos agroindustriais.

O Arduino trata-se de uma placa de microcontrolador que pode ser energizada por um
computador, através do plugue USB (universal serial bus) que permite a ligagdo com um
computador ou por uma bateria de 9 V, ou ainda, por uma fonte de alimentacdo. O Arduino
recebe a programagcéo realizada no seu software (plataforma digital), através de um computador,
apo6s envio de dados a informagdo memorizada e pode realizar a funcéo independentemente de
estar conectado a um computador (MONK, 2015).

Os biossurfactantes aumentam a interacdo superficial 4gua/dleo, e dessa forma,
aceleram a degradacao de varios 6leos por micro-organismos e promovem a biorremediagéo de
aguas e solos (LIMA, 2016).
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A biorremediacdo baseia-se na degradacéo bioquimica dos contaminantes por meio da
atividade de micro-organismos presentes ou adicionados no local de contaminacdo (BERNOTH
et al., 2000). Onde os biossurfactantes e bioemulsificantes, ao serem excretados durante o
crescimento microbiano, auxiliam o transporte e a translocagéo de substratos insolUveis através
da membrana celular. Estes biotensoativos podem ser encontrados como moléculas
intracelulares, serem secretados pelas células microbianas, ou ficarem aderidos a superficie
dessas células com a fungéo de facilitar a entrada de compostos pela membrana celular ou para
aumentar a biodisponibilidade das substancias hidrofébicas (MARIANO et al., 2006; CAMEOTRA
e SINGH, 2009; CAMARA, 2016).

Assim, a proposta de investigacdo do potencial biotecnolégico do fungo filamentoso
Syncephalastrum racemosum na producdo de biossurfactantes e bioemulsificante esta
fundamentada na utilizacdo de recursos renovaveis como substratos, bem como sua converséo
em produtos com elevadoo valor agregado e de baixo custo. Adicionalmente, considera-se ainda,
0 uso de tecnologia inovadora com o uso do Arduino, como um microcontrolador do bioprocesso

de producao do biossurfactante, além da aplicagédo na biorremediag&o de poluenteshidrofébicos.
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1.2 OBJETIVOS

1.2.1 Objetivo Geral

Investigar o potencial biotecnologico do Syncephalastrum racemosum UCP 1302 na

producdo de bioemulsificante, utilizando residuos agroindustriais como substratos alternativos

(milhocina, manipueira e 6leo de soja pés-fritura) por meio de monitoramento computadorizado

da temperatura.

1.2.2 Objetivos Especificos

Investigar o uso de diferentes substratos agroindustriais como fontes de Carbono e
Nitrogénio na producéo do bioemulsificante;

Utilizar diferentes concentrac¢des dos residuos agroindustrais, utilizando um planejamento
fatorial, visando a maximizacao da producao de bioemulsificante

Produzir bioemulsificante a partir da cepa de Syncephalastrum racemosum,;

Realizar a producéo do bioemulsificante com os residuos e concentragdes selecionadas,
utilizando 6leo de soja pés-fritura, manipueira e milhocina, sob diferentes temperaturas
usando o Arduino e o sensor DS18B20, empregando planejamento delineamento central
composto rotacional (DCCR 23);

Avaliar os indices de emulsificagéo e dispersao, a estabilidade e a tenséo superficial.
Isolar e purificar o bioemulsificante produzido por S. racemosum;

Caracterizar o bioemulsificante através de métodos fisicos e quimicos;

Avaliar estatiscamente os resultados obtidos.
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1.3 REVISAO DA LITERATURA

1.3.1 Surfactantes

Tensoativos ou surfactantes (contracao do termo surface active agent) sdo compostos organicos
anfipaticos que apresentam em sua molécula uma por¢ao polar e outra apolar. A porcéo apolar,
também denominada de cauda, é constituida por uma ou duas cadeias carbbnicas, ou
fluorocarbénicas, ou siloxanicas. Enquanto a por¢ao polar, ou cabeca, pode apresentar grupos
ibnicos (cations ou anions), ndo ibnicos ou anféteros, que se comportam como acido ou base
dependendo do pH do meio (Figura 1) (DALTIN, 2011; FELIPE et al., 2017).

Figura 1. Representacdo esquematica dos surfactantes catibnicos (A), anidnicos (B), anfoteros

(C) e ndo ibnicos (D). A cauda corresponde a porgdo apolar e a cabeca a porgéo polar.

]
Cauda i Cabeca
|

Fonte: DIAS et al., 2017.

Quando a concentragdo de surfactante no meio atinge uma faixa estreita especifica, chamada
concentracdo micelar critica (CMC), as moléculas tendem a se autoassociar com as caudas
agregando-se para dentro em uma estrutura micelar montada que ¢é favorecida
termodinamicamente em solventes polares. As micelas formadas tém um centro de porgéo
hidrofébica (cauda) e uma porcéo de cabeca externa (hidrofilica), ocorre em uma fase continua
geralmente observada em fase aquosa (Figura 2). Por outro lado, quando a porgéo externa das
micelas € composta pela por¢ao da cauda (hidrofobica) e a por¢éo da cabega montada no centro
das micelas é chamada de micela reversa que é formada na fase oleosa (YOUNG, 2013;
RUCKENSTEIN, 1975; BHAISARE, 2015).



Bione, A. P, M. Producéo de bioemulsificante por Syncephalastrum racemosum UCP 1302 19

Figura 2. llustracdo esquematica do agente tensoativa e formacao da micela.

Fonte: SANTOS et al., 2016.

As propriedades do surfactante dependem da sua concentragéo até a obtencdo da concentragédo
micelar critica (CMC). Acima da CMC, as moléculas de manémero do surfactante se associam
para formar micelas, bicamadas e vesiculas (Figura 3). Essa propriedade permite que os
surfactantes minimizem a tensdo superficial e interfacial e aumentem a solubilidade e a
biodisponibilidade de compostos organicos ndo polares. O CMC é geralmente usado para medir
a eficiéncia do surfactante. Tensoativos mais eficientes tém menor CMC, ou seja, menos
surfactante é necessario para diminuir a tensdo superficial (DESAI; BANAT, 1997; WHANG et
al., 2008; DE et al., 2015).

Figura 3. llustrac@o das regides em que ocorre a formacéo de micelas (concentragdo micelar
critica CMC).

»
»>

Tensdo superficial (mN/m)

Concetracdo de biossurfactante (g/L)

Fonte: SANTOS et al., 2016.
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A maioria dos surfactantes produzidos é quimicamente sédo derivados do petroleo. No
entanto, 0s agentes tensoativos sintéticos sédo geralmente toxicos e dificeis de decompor através
da agdo de micro-organismos. Nos ultimos anos, tais problemas tém motivado a comunidade
cientifica a buscar surfactantes mais amigos do meio ambiente, como os obtidos pela producgéo
microbiana, conhecidos como biossurfactante. Além disso, as preocupag¢des com 0 meio
ambiente por parte dos consumidores e a nova legislacdo de controle ambiental levaram ao
desenvolvimento de surfactantes naturais como uma alternativa aos produtos existentes
(VIJAYAKUMAR; SARAVANAN, 2015; SANTOS et al., 2016).

1.3.2 Biossurfactantes

Os compostos de origem microbiana que exibem propriedades surfactantes como a diminuigdo
da tensdo superficial e a capacidade emulsificante sdo chamados de biossurfactantes e
consistem em subprodutos metabdlicos de bactérias, fungos e leveduras (CAMEOTRA;
MAKKAR, 1998).

Os biossurfactantes constituem uma das principais classes de surfactantes naturais e
apresentam inimeras vantagens em relagcdo aos compostos quimicos, entre elas a alta atividade
superficial e interfacial, tolerdncia a temperatura, pH e forga i6nica, alta biodegradabilidade na
agua e no solo e baixa toxicidade (BOGNOLO, 1998; LIN, 1996; BANAT et al., 2010). Tem-se
observado um grande aumento do interesse nesses produtos devido as suas caracteristicas
sustentaveis (MAKKAR et al., 2011).

Podem ser classificados de acordo com a sua origem microbiana e composi¢cdo quimica, sendo
gue as principais classes incluem glicolipidios, lipopeptidios e lipoproteinas, fosfolipidios e acidos
graxos, surfactantes poliméricos e surfactantes particulados (DESAI; DESAI, 1993; DESAI;
BANAT, 1997; BANAT et al. 2000). A composi¢cdo e as caracteristicas dos biossurfactantes
produzidos por microrganismos sdo influenciadas pela natureza das fontes de carbono e
nitrogénio utilizadas, assim como pela presenca de fosforo, ferro, manganés e magnésio no meio
de producéo, pH do produto, tamanho das particulas do substrato, permeabilidade do composto,
composicao dos indutores, substratos e CMC. (FONTES et al., 2008; CZAPLICKA; CHMIELARZ,
2009). Esses produtos podem ser obtidos utilizando-se procedimentos relativamente simples e

substratos baratos, por meio de processos de fermentagdo (BUENO et al, 2010).

Apesar das inUmeras vantagens desses tensoativos frente aos compostos quimicos, um grande
problema ainda esté relacionado com o aumento de escala de produgdo e barateamento da
produgao. O biossurfactante surfactina, produzido pela empresa “Sigma Chemical Company”,

custa aproximadamente 153 délares o frasco contendo 10 mg. Este valor é ainda muito elevado,
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quando comparado ao surfactante quimico, que custa aproximadamente dois délares por kilo
(MAKKAR et al., 2011). Segundo Kosaric e colaboradores (1984) este barateamento deve ser
focado na selecdo de microrganismos, adaptados ao processo ou geneticamente modificados
para este fim; adaptacbes do processo para que possua baixos custos de aplicacdo e
manutencéo; selecdo de substratos de baixo custo para o crescimento microbiano e utilizagédo
de metodologias de extracdo e purificacdo do bioproduto com baixo custo (MAKKAR;
CAMEOTRA, 2002).

Czaplicka e Chmielarz (2009) propdem trés principais mecanismos de acao dos biossurfactantes:
aumento da area superficial de substratos hidrofobicos para o crescimento microbiano; aumento
da biodisponibilidade de substratos hidrofébicos por meio do aumento da solubilidade aparente,
ou adsorvendo-os nas superficies, e regulacdo do ataque de microrganismos as superficies dos

substratos.
1.3.3 Comparacéo entre biossurfactantes e surfactantes sintéticos

Os biossurfactantes apresentam caracteristicas que representam vantagens sobre o0s

surfactantes sintéticos, sdo elas:

a) Biodegradabilidade
Os biossurfactantes sdo facilmente degradaveis na agua e no solo, o que 0s torna para
aplicacdes como biorremediagéo, tratamento de residuos e derramamento de 6leo (Whanga et
al., 2008; Das & Mukherjee, 2007; Kosaric, 2001).

b) Diversidade quimica
Os biossurfactantes tém uma grande variedade de compostos de superficie ativa com

propriedades intimamente relacionadas com as aplicacdes especificas (Gautam & Tyagi, 2006).

c) Biocompatibilidade e baixa toxicidade
O aumento de preocupacdo da populacdo com os alérgicos dos produtos as biossurfactantes
tém sido desenvolvidas por leveduras, possuem baixa toxicidade, O uso de alimentos,
cosméticos e produtos farmacéuticos (Cohen et al., 2010; Kosaric, 2001; Cameotra & Makkar,
1998).

d) Disponibilidade de matéria prima para uma sintese
Os biotensoativos podem ser sintetizados a partir de fontes inesgotaveis de primas de baixo
custo (Rahman et al., 2002), os residuos agroindustriais, sendo de interesse particular para uma
producao em grande escala (ex: industria do petroleo).

e) Uso em controle ambiental
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Biossurfactantes podem ser usados de forma eficiente na manipulagdo de emulsdes industriais,
controle de vazamentos de petréleo, biodegradacgéo, e desintoxicacdo de efluentes industriais e

na biorremediacdo (Franzetti et al., 2006; Noordman e Janssen, 2002).
f) Elevada eficacia em condi¢Bes extremas

Em condicbes de alta temperatura, salinidade ou variacdes de pH, os biossurfactantes
geralmente ndo perdem sua capacidade de emulsionar ou de reduzir a tenséo superficial do
meio. Alguns tensoativos bioldgicos sdo capazes de suportar concentragcéo de até 10% de NacCl,
enquanto uma concentragéo salina de 2-3% é suficiente para inativar surfactantes quimicos

convencionais (Bognolo, 1999).
g) Maior eficiéncia e efetividade

Os biossurfactantes sdo os menores superficiais em menores quando comparado aos

surfactantes sintéticos (Cooper & Paddock, 1984).
1.3.4 Emulsificantes

O mercado global de emulsificante esta destinado a atingir 2,3 milhées de toneladas em 2018,
devido ao uso consideravel de emulsificantes em alimentos e bebidas, e pelo uso crescente em
produtos de cosméticos. Os avangos tecnoldgicos na industria de processamento de alimentos
também vém impulsionado o crescimento da utilizagdo desse. Todos os emulsificantes séo
moléculas anfifilicas (Figura 4), ou seja, a mesma molécula possui uma porc¢éo polar, solivel em
agua, também chamada de porcao hidrofilica, e uma por¢ao apolar, insolivel em agua, também
chamada de lipofilica ou hidrofébica (Figura 1). Em funcdo dessas caracteristicas, 0s
emulsificantes reduzem a tenséo superficial na interface das fases imisciveis, permitindo que
elas se misturem formando a emulsdo (CERQUEIRA e COSTA, 2009; FOOD INGREDIENTS
BRASIL 2013; SOUZA et al., 2016).

Figura 4. Caracteristica anfifilica do emulsificante
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cadela apolar
capaz de interagir extramidede polar,

com o bleo capaz de interagir

com a dgua

Fonte: Santos et al. (2008).
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A sua solubilidade em 6leo é conferida pela cadeia carbbnica enquanto que o grupo polar, por
sua afinidade com a &gua, € capaz de formar uma cadeia carbdnica e produzir uma solucao
aquosa. Quando estas substanclas sdo colocadas em meio Oleo-4gua ou agua-ar elas se
orientam de modo manter os grupos hidrofillicos na fase aquosa e as cadeias carbdnicas na fase
oleosa, conforme a figura 5. Em funcdo dessas caracteristicas, os emulsificantes reduzem a
tensdo superficial na interface das fases imisciveis, permitindo, portanto, que elas se misturem,
formando a emuls&o (CIRIGLIANO & CARMAN,1985; INES- DHOUHA, 2015; UZOIGWE, 2015;
SHARMA et al., 2016).

Os emulsificantes podem agir como emulsificante lipofilico formando emulsées nas misturas de
agua em 6leo e como emulsificante hidrofilico formando emuls@es nas misturas de 6leo em agua,

conforme a figura 5.

Figura 5. Tipos de emulsificantes.

Emulsificante Lipofilico
(mistura de agua em dleo)

Emulsificante Hidrofilico
(mistura de 6leo em agua)
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Fonte: Van der Graaf, 2016.

Os agentes emulsificantes sdo moléculas que ao serem adicionadas as emulsfes aumentam a
sua estabilidade cinética tornando-as razoavelmente estaveis e homogéneas, sendo a emulsao
um sistema coloidal disperso no qual as fases sao liquidos imisciveis ou parcialmente misciveis
(OLIVEIRA et al., 2004; FRANGE; GARCIA, 2009; CAMPOS et al., 2013). Em quase todas as
emulsdes uma das fases €é agua (fase continua) e a outra é um liquido ndo miscivel chamado de
Oleo (fase dispersa) e os glébulos do liquido disperso apresentam, geralmente, diametros entre
0.1 um e 10 um. Se o 6leo for a fase dispersa, a emulsdo é chamada emulséo 6leo em agua
(O/A); se o meio aquoso for a fase dispersa, é chamado de emulsdao de agua em 6leo (AlIO)
(SHAW, 1975; KALE, 2017).

Analises internacionais do mercado indicam que a Europa, a Asia-Pacfico e os Estados Unidos

detém a maior parte do mercado global de emulsificantes. Nos proximos anos, é a regido Asia-
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Pacifico que devera apresentar a maior taxa de crescimento anual com Compound Annual
Growth Rate (CAGR), de 8,0 %. Além da crescente demanda no setor de alimentos, bebidas e
produtos para cuidados pessoais, os emulsificantes estdo encontrando mercado também na
forma de micro-emulséo no setor farmacéutico e na biorremediacdo. O mercado de
emulsificantes € um exemplo claro de um mercado estavel, com crescimento revivido através da
implementacdo de inovacdes estratégicas e novas tecnologias (FOOD INGREDENT BRASIL,
2013).

Os emulsificantes podem ser classificados pela carga, sendo os emulsificantes ibnicos
responsaveis por estabilizarem emulsdes do tipo 6leo/agua (Figura 6 A). Na interface, o grupo
alquila interage com as goticulas de 6leo, enquanto os grupos finais carregados se projetam para
a fase aquosa. O envolvimento de ions contrérios forma uma camada dupla, que previne a
agregacdo das goticulas do 6leo. Os emulsificantes néo idnicos sdo orientados na superficie das
goticulas do 6leo com a proporgéo polar projetada para a fase aquosa (Figura 6 B) (TADROS,
2013).

Figura 6. Atividade do emulsificante ibnico O/A (A) e atividade do emulsificante ndo-ibnico A/O

(B).
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Fonte: INGREDIENTS BRASIL, 2013

Segundo Tadros et al., (2013) a estrutura das emulsdes também é uma forma de classificar o

sistema;

1. O/A (6leo/dgua) e A/O (agual/dleo) /macro-emulses: normalmente possuem uma faixa de

tamanho de 0,1 - 5um com uma média de 1-2 pm.

2. Nano-emulsfes: geralmente apresentam muitos tamanhos de 20-100 nm. Igualmente as

macro-emulsdes, eles sdo apenas cineticamente estaveis.
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3. Emulsdes ou micro-emulsdes micelares: estes geralmente possuem uma faixa de tamanho de

5-50 nm. Eles sao termodinamicamente estaveis.
4. Duplas e multiplas emulsdes: sdo emulsdes-de-emulsdes, A/O/A.

5. EmulsBes mistas: sistema constituido por duas gotas de dispersantes diferentes que nao se

misturam de uma forma continua.

Por serem instaveis termodinamicamente as emulsdes ndo se formam espontaneamente, sendo
assim necessario fornecer energia para forma-las através de processos fisico-quimicos como:
agitacao e a utilizacdo de substancias homogenizadoras. A propriedade mais importante de uma
emulsdo 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 tensdo superficial (CIRIGLIANO & CARMAN, 1984; JANEK et al., 2012; UZOIGWE et al.,
2015; SOUZA, 2016).

1.3.5 Estabilidade das emulsdes

A estabilidade de emulsfes de substancias ndo misciveis entre si permite a obtencao de produtos
estaveis cuja homogeneizacao possibilitara o processo industrial. Quando ocorre a adigdo de um
emulsificante a uma emulséo contendo agua e 6leo é formado na interface dos dois componentes
um filme pelas moléculas do emulsificante orientadas de acordo com a sua polaridade. Esta nova
condigdo ir4 reduzir a tensdo interfacial entre os liquidos. Desta forma os liquidos imisciveis
poderdo ser dispersos um no outro, através da agitacéo e formagéo de micelas. Segundo Wong
(1995) a estabilidade coloidal da emulsdo considera que as particulas dispersas estédo

submetidas a acdo de duas forcas independentes, sendo estas:

1- Atracdo de Van der Waals: esta forca atrativa se origina nas flutuagcbes da densidade
eletrbnica em um atomo neutro. A distribuicdo desigual da densidade eletrbnica
momentaneamente um dipolo que pode induzir a formag¢do de uma estrutura similar em um

atomo vizinho

O potencial atrativo entre as particulas € igual a soma de todas as for¢as sobre todos os atomos,

aumenta com o tamanho das particulas e diminui com a distancia entre elas.

2- Repulsao eletrostatica: uma particula com uma superficie carregada uniformemente pode
causar uma distribuicdo desigual dos ions da solucéo, formando uma dupla camada elétrica
sobre sua superficie. Os ions com carga oposta a da particula se acumulam em torno da

superficie, em uma concentracdo que decresce com a distancia. Os mecanismos que favorecem
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0 processo de instabilidade das emulsdes séo de acordo com Ordofiez (2005), como demonstra

a Figura 7:

a) Separacdo das fases por sedimentacdo: As gotas dispersas tém densidade diferente da fase
dispersante, e, por isso, pode haver sedimentacdo separacdo das fases devido a forca da
gravidade. A velocidade com que se produz a emulséo € diretamente proporcional ao tamanho
das gotas da fase dispersa e inversamente proporcional a viscosidade da fase continua ou

dispersante

b) Floculagcdo das gotas devido a supressao das cargas elétricas, com a consequente inibicdo
das repuls@es eletrostéticas: As gotas se unem umas as outras, ficando separadas por uma
camada finissima da fase continua. Mediante a floculagdo, aumenta-se o tamanho aparente das
gotas e, portanto, a velocidade de sedimentagdo. Os glébulos movem-se como um conjunto, em
vez de individualmente. A floculagéo ndo implica na ruptura da pelicula interfacial que envolve o

glébulo e, portanto, ndo se deve esperar mudanga no tamanho dos glébulos originais.

c) Coalescéncia das gotas: Aumenta-se se tamanho real, podendo-se chegar a separagéo das
duas fases em duas camadas por uma interface de superficie minima. Implica, portanto, ruptura
da pelicula interfacial.

Figura 7. Esquema dos possiveis mecanismos desestabilizacdo da emulsao
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Fonte: Ordofiez, 2005.

Com o objetivo de diminuir o risco da desestabilizacdo rapida das emulsdes, é frequente a
utilizacdo de emulsificantes que possibilitam propiciar de forma significativa a Gtil das emulsées.
Podemos citar como exemplos: a) Eletrélitos minerais, que proporcionam cargas eletrostaticas

as gotas dispersas para elevar a repulsdo. b) Moléculas tensoativas, como proteinas, que se
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orientam de tal forma que seus extremos hidrofébicos e hidrofilicos se colocam nas superficies
da interface Oleo/adgua, respectivamente. O acimulo dessas moléculas na interface reduz tenséo
superficial. c) 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).
1.3.6 Bioemulsificantes

Os termos biossurfactantes e bioemulsicantes sdo referidos como biomoléculas
tensoativas, porém os trabalhos recentes conseguiram identificar diferencas nas
caracteristicas fisico-quimicas dessas moléculas, passando assim a serem reconhecidas
como compostos diferentes, os biossurfactantes séo representados por compostos de
baixo peso molecular, sendo classsificados por lipopeptideos, glicolipideos e entre
outros (CIRIGLIANO & CARMAN, 1984; SMYTH et al. 2010; FRANZETTI et al. 2012;
PEREZ et al., 2017; SILVA, et al., 2017).

Os bioemulsificantes sédo capazes de estabilizar as emulsées, sdo moléculas de elevado
peso molecular, como exopolissacarideos, podendo ser misturas complexas de
heteropolissacarideos e lipopolissacarideos, lipoproteinas e proteinas. Apresentam uma
reducao da tensao superficial menos pronunciada quando comparado ao biossurfactante
logo métodos como a medicdo de superficie e tenséo interfacial, colapso de gota e testes
de hemdlise muitas vezes ndo sao suficientes para a identificacdo e diferenciacéo entre
o bioemulsificante do biossurfactantes, ocasionando assim o descarte de
bioemulsificante por ndo apresentarem alteracdes significativas da tenséo superficial, em
relacédo ao biossurfactante (CIRIGLIANO & CARMAN, 1985; JAGTAP et al., 2010)

Desta forma, os métodos de indice e atividade de emulsificacdo sdo os mais indicados
para avaliar capacidade de emulsificacdo de biomoléculas empregando substratos
hidrofobicos (PACWA-PLOCINICZAK et al, 2011; UZOIGWE et al. 2015). No
bioemulsificante o processo de solubilizacdo de substratos é elevado devido ao seu
acesso e disponibilidade para a biodegradacao, possibilitando a formacéo de emulsdes
estaveis, sendo considerada uma propriedade de grande interesse industrial (SEKHON-
RANDHAWA, 2014).

A demanda industrial de emulsificantes vem sendo crescente no mercado de cosmeético,

alimento, farmacéutica e de petréleo, para atender a essas solicitagdes os emulsificantes
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sintéticos sao usados gerando danos ao meio ambiente através da descarga residuos
aguosos ou pela aplicacao direta, causando toxicidade a microflora, peixes e bactérias em
concentragdes de 1mgn (SMYTH et al. 2010; NITSCHKE, 2016).

Assim, a producado do bioemulsificante gerou o interesse industrial por apresentar caracteristicas
semelhantes aos sintéticos, no entanto com superioridade em relacdo a baixa toxidade,
biodegradabilidade, especificidade e um numero elevado de estruturas funcionalidade sob
condicbes extremas de pH, salinidade e temperatura, estabilidade, entre outros
(CHANDANKERE et al., 2013, SEKHNON-RANDHAWA,2014), conforme Tabela 1.

A utilizacéo de hidrocarbonetos para a producéo do bioemulsificante eleva o custo de producao
por serem compostos ndo misciveis com agua, havendo a necessidade da utilizagdo de
equipamentos especiais e gerando um baixo rendimento. O primeiro bioemulsificante produzido
comercialmente a partir de hidrocarbonetos foi o "Emulsan" pela bactéria Acinetobacter
cafcoaceticus RAG-1 (ATCC 31012). O "emulsan" € um heteropolissacarideo polionico com peso
molecular d 9,8 x10 5D, os polissacarrideos que o constituem sdo trés amino-acucares: D-
galactosamina, acido-galactosamina urdnico e um nao identificado (SOEMO, 2013; GUDINA et
al., 2015).

Outro bioemulsificante com alto peso molecular € o "alasan”, um complexo anidénico, composto
por um polissacarideo e uma proteina, isolado da bactéria Acinetobacter radioresistens (NAVON-
VENEZIA et al., 1995). O género Streptomyces sp. produziu um bioemulsificante composto de:
proteina (82%), a acUcar (1%) e polissacarideo (17%), que apresenta alta atividade emulsificante
e atividade superficial (KOKARE et al., 2007), conforme a Tabela 2.

Tabela 1. Classificacao, exemplo e produ¢cdo mundial dos surfarfactates/bioemulsificante

Classificacdo Exemplos Produgdo Mundial (%)
Anidnicos Dodecil Sulfato de Sadio (SDS) ~50
Catidnicos Brometo de cetiltrimetilaménio (CTBA) ~5-6

Nao-idnicos Polissorbato (Tween) ~40
Anféteros Betainas (aminoacidos de cadeia longa) -

Fonte: SOEMO, 2013

Tabela 2. Principais tipos de bioemulsificantes e micro-organismos produtores
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Grupo Subgrupo Classe Micro-organismo
Biossurfactantes Glicolipideos Rhamnolipideos  Pseudomonas aeruginosa
Baixo peso molecular Pseudomonas sp.
Sophorolipideos Torulopsis bombicola, T.
apicola

Rhodococcus erythropolis
Trehalolipideo , Mycobacterium sp

Cellobiolipideos Ustilago zeae, U. maydis

Lipopeptidios e Surfactina Bacillus subtilis P.
lipoproteinas Viscosina fluorescens B.

Peptidio licheniformis
Acido-graxo, lipidio Acidos graxos Corynebacterium lepus

neutro e fosfolipideos

Lipidios neutros ~ C. lepus

Fosfolipideos T. thiooxidans
Bioemulsificante Surfactantes Emulsan Acinetobacter
poliméricos calcoaceticus
Alto peso molecular Biodispersan A. calcoaceticus
Alasan A. radioresistens
Liposan Candida lipolytica
Surfactantes Vesiculas e A.calcoaceticus Varias
Particulados fimbrias Células  bactérias

inteiras

Fonte: BENTO, CAMARGO, GAYLARDE (2008); SOURAV et al. (2015); UZOIGWE et al. (2015).

1.3.7 Micro-organismos produtores de bioemulsificantes

Muitos micro-organismos tem a capacidade de produzir compostos anfifilicos, como
biossurfactantes e bioemulsificantes, que exibem atividades de superficie e interfacial, formacéo
de micelas e macro e micro-emulsfes entre liquidos de fases imisciveis (CHEN et al., 2010;
PENFOLD et al., 2011; FRANZETTI et al., 2012). Satpute et al., (2008) e Satpute et al., (2010),
investigaram micro-organismos marinhos que apresentavam a capacidade de produzir
biossurfactante e bioemulsificante, dentre esses micro-organismos foram identificados varios
géneros de bactérias: Acinetobacter, Arthrobacter, Pseudomonas, Halomonas, Bacillus,
Rhodococcus, Enterobacter, e leveduras, entre os 56 isolados, 35 produziram bioemulsificante e
apenas 16 produziram biossurfactantes. Um bioemulsificante mais comercializado e disponivel
no mercado, é o emulsan, patenteado por Gutnick et al. (1980), um lipopolisacarideo extracelular
associado a proteina produzido pela bactéria Acinetobacter calcoaceticus RAG-1 ATCC 31012,
com alto peso molecular (em torno de 1000 kDa), ndo reduz a tenséo interfacial, protege as gotas
de 6leo da coalescéncia e um forte estabilizante de emulsdo (ROSENBERG et al., 1979;
CHAMAKH et al., 2008; SUTHAR et al., 2008).

Ha outros bioemulsificantes com alto peso molecular, como o alasan, um complexo aniénico,
composto por um polissacarideo e uma proteina, isolado da bactéria Acinetobacter

radioresistens (NAVON-VENEZIA et al.,, 1995). O género Streptomyces sp. produz um
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bioemulsificante composto de proteina (82%), acuUcar (1%) e polissacarideo (17%), que
apresenta alta atividade emulsilficante e atividade superficial (KOKARE et al., 2007). Fungos
unicelulares também s&o conhecidos como produtores de bioemulsificantes, como o liposan,
produzido pela levedura Candida lipolytica e mannan produzida pela levedura Saccharomyces
cerevisiae (BANAT et al., 2010). O bioemulsificante produzido por Candida utilis, por exemplo,
tem sido utilizado em molhos prontos para salada (SHEPHORD et al., 1995; NITSCHKE &
PASTORE, 2010).

Na literatura, a maior parte dos trabalhos relatam a producao de biossurfactante/bioemulsificante
por bactérias, principalmente dos géneros Bacillus sp., Pseudomonas sp., Acinetobacter sp. e
Arthobacter sp. (PIROLLO, 2006; BUENO, 2008; BUGAY, 2009; VATSA et al., 2010; CHEBBI et
al., 2017). Porém, a aplicacdo da maioria dos bioemulsificantes/biossurfactantes de origem
bacteriana possui limitagcdes, pois ndo € adequada para utilizacdo na industria alimenticia e
farmacéutica, devido a sua possivel natureza patogénica (SHEPHERD et al., 1995; FONTES et
al., 2008; ELSHIKH et al., 2017).

Sendo assim, comecaram a aparecer maiores relatos na literatura da producdo de
bioemulsificante/biossurfactante (Tabela 3) 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).

Tabela 3. Fungos produtores de bioemulsificantes.

Micro-organismos Bioemulsificante Referéncias
Cunninghamella echunulata Bioemulsificante Maia et al., 2018
Penicillium 8CC2 Bioemulsificante Sena et al., 2014
Penicillium chrysogenum Derivado de policeteto Gao et al., 2010
Ustilago maydis Lipidos Celobiose Teichmann et al., 2007
Candida tropicalis Acido graxo Manano  Miura, 2017

Candida lipolytica Y-917 Soforolipidio Shekhar et al., 2015
Yarrowia lipolytica IMUFRJ 50682 Yansan Coelho et al., 2010

Fonte: Alizadeh-Sani et al., 2018.

1.3.8 Importancia e funcao fisioldgica dos bioemulsificantes para os micro-organismos
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Em estudo recente proposto por Butt et al., (2016), mostrou que uma das principais funcdes dos
emulsificantes de origem microbiana esté relacionada a aderéncia das células em diferentes
interfaces. Estd adeséo é um mecanismo fisiolégico necessario para o crescimento e emergéncia
das células em ambientes. Um caso especial de adesao é o crescimento de micro-organismo em
hidrocarbonetos insolliveis em agua, a adesdo microbiana as superficies abibticas € atribuida a

interacdes entre as moléculas e o0 meio no qual estdo inseridos.

Quando os bioemulsificantes sintetizados séo excretados na agua, essas moléculas tensoativas
causam uma deformacdo da estrutura tetraédrica da agua vigor existentes das ligacdes de
hidrogénio entre as moléculas da &gua, levando numa as diferencas nas interacdes entre as
marcas do meio. Uma vez que as enzimas necessarias para uma degradacao do hidrocarboneto,
alimentacdo deve entrar em contato com o substrato. O crescimento dos direitos em certas
superficies é influenciado pelo biossurfactante, o qual forma uma pelicula sobre uma interface,
estimulando certos micro-organismos anexarem-se a essas interfaces, enquanto inibem a
ligagcéo de outros (HUA et al., 2003). Além disso, os bioemulsificantes podem ser utilizados para
regular as propriedades de celular, a fim de agregar ou desagregar as superficies de acordo com
a sua responsabilidade (ROSENBERG e RON, 1999). Minerais micro-organismos agentes
emulsificantes extracelulares para auxiliares uma degradagéao de hidrocarbonetos, contando uma
importante fung@o no crescimento estes organismos em substratos imisciveis a 4gua. Ha algum
tempo entre uma producao de emulsificante e crescimento em hidrocarbonetos. Organismos que
produziam emulsificantes foram capazes de crescer em substratos insollveis em agua, em
contrapartida, os mutantes, que ndo € emulsificante, tem uma inibicdo de crescimento em
ambientes contendo hidrocarbonetos. Para o crescimento de micro-ambientes, uma area de
superficie interfacial entre a agua e a alimentacao pode ser um fator limitativo emulsdo é um
processo natural provocado por agentes extracelulares é indireta. Devido a isso é importante
para a compreensdo de como o processo da emulsificacdo pode ser uma vantagem evolutiva

para o micro-organismo que produz o emulsionante (BARKAY et al., 1999; KHAN; BUTT, 2016).

Um dos principais motivos para uma persisténcia prolongada de hidrofébicos com peso
molecular € a baixa solubilidade em agua, o que aumenta a sua sor¢cado em superficies e limita
sua disponibilidade de biodegradacdo por micro-organismos. Os bioemulsificantes podem
facilitar o crescimento de um processo atuando no processo de dessor¢cdo destes compostos
hidrofébicos contido em superficies, ou aumentando a sua solubilidade em agua. Ultimamente,
foi avaliado que Alasan (um bioemulsificante polimérico) aumenta a solubilidade de

Hidrocarbonetos Aromaticos Policiclicos (HAP) de 5 a 20 vezes e, portanto, aumenta significativa
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a sua velocidade de biodegradacdao (ROSENBERG e RON, 1999; JORDAN et al., 1999). Além
das principais funcbes dos bioemulsificantes (aumento da disponibilidade de substratos
hidrofébicos e fixos nas superficies) essas biomoléculas podem ser separadas como uma
estratégia de defesa evolutiva dos micro-organismos. Um exemplo pode ser evidenciado pela
atividade antifiingica do biossurfactante produzido pelo fungo Clavulina humicola. Analogias
Similares Podem Ser Feitas Para o Biossurfactante Lipopeptidico Sintetizado por Bacillus
subtilis, o lipopeptidico com acédo antibidtica teria forte influéncia sobre a sobrevivéncia de B.
subtilis em seu habitat natural, solo e rizosfera (COOPER, 1986; PUCHKOV et al., 2002)

1.3.9 Fatores que influenciam na producao de bioemulsificante

Os parametros do meio de cultivo irdo favorecer ou reprimir a sintese do bioemulsificante. O
efeito sobre a producao esta relacionado a fonte de carbono, nitrogénio, sais, concentracdo de
NaCl, pH, temperatura, agitacdo, aeracdo e 0 proprio micro-organismo produtor
(SYAHRIANSYAH et al., 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. A produg&o de origem microbiana exige uma
combinacdo de fontes de carbono hidrofilica (glicose, lactose, alcanos) e hidrofobica (6leo de
soja, 6leo de milho, 6leo de linhaca, azeite de oliva e seus efluentes obtidos da producao
industrial) (SAJNA et al, 2013; RUFINO et al., 2014)

Makkar, Cameotra (2002) observaram a producéo por Bacillus subtilis onde a glicose, a sacarose
e o0 piruvato de sodio foram favoraveis na produg¢éo do bioproduto, enquanto o n-hexadecano

favoreceu apenas o crescimento da cultura durante a fermentagéo.

Aparma et al. (2012) analisaram diferentes substratos de baixo custo, tais como melago, glicerol,
soro de leite e meio de fermentacdo composto sem fonte de carbono, rendimento da producéo

de raminolipideos (0.22 g/L) foi inferior se comparada as demais fontes.

Utilizando fontes de carbono hidrofébico, Bhangale et al. (2014) relacionaram diferentes acidos

graxos oriundos do 6leo de mamona e glicerol com a estrutura do soforolipideo produzido.

As fontes organicas e inorganicas de nitrogénio sdo consideradas o segundo fator que mais
influéncia na producgéo de surfactantes bioldgicos. O extrato de levedura combinado aos sais de
KH.PO4elou (NH4)S0O4 séo as fontes mais utilizadas, pois as variagdes das suas concentracdes
influenciam diretamente na relagcdo C/N (TILAY ANNAPURE, 2012).
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Essa razdo é avaliada em muitos estudos, pois estd diretamente relacionada ao metabolismo
microbiano, geralmente a producdo ocorre em concentragdes limitantes de nitrogénio, na fase

estacionaria de crescimento do microrganismo (DECESARO et al., 2013).

Kiran et al. (2009) concluiram que a adicdo de 10 % (NaNOs) e 25 % de extrato de levedura
produziu um pequeno aumento na producdo de biotensoativo por Aspergillus ustus, sendo,
portanto necessaria apenas adicdo da fonte orgénica de nitrogénio ao meio. Os parametros
fisico-quimicos temperatura, agitacdo, aeracédo e pH sao fatores que influenciam no rendimento
da producdo, assim como os fatores bioquimicos. A temperatura pode favorecer o decréscimo
ou aumento da sintese, pois 0 aumento da biomassa favorece a liberacdo dos produtos
metabdlitos da célula microbiana (SAHOO et al., 2011).

O pH do meio influencia o crescimento celular e a sintese de metabdlitos secundarios. O
rendimento da producdo de lipopeptideos por Bacilus amyloliquefaciens foi estavel sobre
condicdes alcalinas e neutras (ZHAO et al, 2013). Khopade et al. (2012) otimizaram a produgéo
do biossurfactante por Nocardiopsis sp. em pH 7,0 a temperatura de 30°C, reduzindo a tenséo
superficial para 30 mN/m. A producédo de raminolipideos por Pseudomonas aeruginosa ocorreu
0 aumento do rendimento entre a faixa de pH 7,0-7,15 (AL-ARAJI et al, 2007) e a temperatura
otima foi de 37°C (JAYACHANDRAN, 2013).

A agitacdo e a aeracdo possuem efeitos combinados, pois ambos facilitam a transferéncia de
oxigénio no meio de fermentacdo (AQUARONE, 2001). Estes fatores também auxiliam a
producdo de bioemulsificantes, pois possibilitam a solubilizacdo de substratos insolUveis em
agua e consequentemente o transporte de nutrientes no meio de fermentacdo para o
microrganismo (RAMKRISHNA et al.,2010). Willenbacher et al. (2015) observaram um acréscimo
do rendimento durante a producao de surfactina aplicando o processo fermentativo anaerébico

para controlar formacéo de espuma.
1.3.10 Classificag&o dos biossurfactante/bioemulsificantes

Os bioemulsificantes podem ser classificados de acordo com algumas de suas caracteristicas
como, por exemplo, seu peso molecular, carga idnica e tipo de secrecdo. Contudo, o principio
fundamental de classificacdo continua a ser sua estrutura quimica, o que eles permitem serem
divididos nas seguintes classes: glicolipidicos, lipopeptidicos, surfactantes acidos graxos,

fosfolipidios, lipidios neutros e biossurfactantes poliméricos (LUKIC et al., 2016).

Ao contrario dos surfactantes sintetizados quimicamente, onde sdo classificados pela natureza
do seu grupo polar, bioemulsificantes sdo classificados por sua composi¢cdo e também pela
origem microbiana (FATHABAD, 2010).
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Alguns dos surfactantes bioldégicos e seus respectivos micro-organismos produtores séo

representados na Tabela 4.

Tabela 4 - Biossurfactantes produzidos por micro-organismo:

Glicolipideo Micro-organismo

Ramnolipideo Pseudomonas sp.
P. aeruginosa
Rhodococcus erythropolis
Trealolipideo Nocardia eritrofia
Mycobacterium sp.
Torulopsis candida
Soforolipideo T. bombicola
T. petrophilium

Lipopeptideo e Lipoproteina

Peptideo-lipideo Bacillus licheniformis
Serrawettina Serratia marcescens
Viscosina P. fluorescens
Surfactina B. subtilis
Gramicidinas B. brevis
Polimixinas B. polymyxa

Acidos Graxos, Lipideos Neutros e

Fosfolipideos

Acidos Graxos Candida lepus
Lipideos Neutros Nocardia eritrofia
Fosfolipideos Thiobacillus thiooxidans

Surfactantes Poliméricos

Emulsan Acinetobacter calcoaceticus
Biodispersa A. calcoaceticus
Manana-lipideo-proteina Candida tropicalis
Liposan C. lipolytica

Fonte: Nitschke et al., (2002)
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a) Glicolipideos
E uma classe mais conhecida dos biossurfactantes (Mercade & Manresa, 1994). S&o
carboidratos combinados com cadeias longas de acidos alifaticos ou hidroxialifaticos. Entre os
glicolipideos, os mais conhecidos sdo os raminolipideos, trealolipideos, soforolipideos e
manosileritritol lipideos (SANTOS et al., 2016).

* Raminolipideo - Os raminolipideos séo os glicolipideos mais estudados. Sao formados por uma
ou duas moléculas de raminose ligadas a uma ou duas moléculas de acido B-hidroxidecandico.
A producdo de glicolipideos por Pseudomonas aeruginosa contendo ramnose foi primeiro
descrito por Javis & Johnson em 1949 (citado por Desai & Banat, 1997). Os principais
glicolipideos sintetizados por P. aeruginosa sao os ramnolipideos dos tipos 1 e 2, L-ramnosil- (3-
hidroxidecanoil- B- hidroxidecanoato e L-raminosil-L- raminosil- B -hidroxidecanoil- B -
hidroxidecanoato (Figura 8), respectively. UMA formacéo de ramnolipideos do tipo 3, contendo
uma molécula de acido - hidroxidecandico; do tipo 4, com uma ou duas unidades de ramnose;
metil-ésteres derivados dos raminolipideos 1 e 2 e, ramnolipideos com outras cadeias de acidos
graxos também ja foram previamente citadas (Kronemberger et al., 2007; Desai & Banat, 1997).
Os raminolipses mostram filhotes com a comparagédo de outros biossurfactantes em diversas
fontes de materiais renovaveis, como por exemplo, 6leos e residuos agroindustriais (Sanchez et
al., 2007), além de residuos de toxicidade dez vezes menor quando comparados a surfactantes
sintéticos (SANTA ANNA et al., 2002).

Figura 8 - Estrutura do biossurfactante/bioemulsificante L-ramnosil-L-ramnosil- -

hidroxidecanoil- B — hidroxidecanoato
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Fonte: Mulligan (2005).

+ Trealolipideo - Desai (1987) definiu trealolipideos como compostos formados pela liga¢cdo do
dissacarideo trealose ligado a duas moléculas de &cido hidroxicarboxilico de cadeia longa e
ramificada. Trealolipideos s@o produzidos por uma série de micro-organismos diferentes, tais

como Mycobacterium, Nocardiae Corynebacterium and its composition is influenciada por
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condi¢des de cultivo (Banat etal., 2010). No entanto, mais extensivamente composto estudado

na classe sao dimicolatos trealose (Figura 9) produzido por Rhodococcus erythropolis.

Figura 9 - Estrutura do biossurfactante/bioemulsificante dimicolato trealose
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Fonte: Banat et al. (2010)

+ Soforolipideos - sao formados por molécula de soforose ligada a uma longa cadeia de acido
graxo hidroxilado (Figura 10). Esses biossurfactante/bioemulsificantes s&o sintetizados
principalmente por leveduras tais como Candida bombicola, também conhecida como Torulopsis
bombicola, Centrolene petrophilum, Candida apicola e Rhodotorula bogoriensis, Pseudozyma,
Pseudozyma afhidis, Pseudozyma antartica e Pseudozyma rugulosa (KURTZMAN et al., 2010;
INES; DHOUHA, 2015). Estudos realizados por Shin e colaboradores (2010), utilizando o 6leo
de cozinha Como fonte de carbono e levedura Candidade bombicola ATCC 22214 como micro-
organismo, obtiveram em seus resultados um vaso de biodegradabilidade e uma alta

produtividade.

Figura 10 - Estrutura do biossurfactante/bioemulsificante soforolipideo acido.
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Fonte: Banat et al. (2010).
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b) Lipoproteinas ou lipopeptideos
Micro-organismos diversos, tais como, fungos filamentosos do género Aspergillus ou bactérias
dos géneros Bacillus e Pseudomonas séo capazes de sintetizar lipopeptidicos. Essas moléculas
caracterizam-se por um pequeno oligopepitidico, linear ou circular, acoplado a um acido graxo
B-hidroxilo (GEYS; SOETAERT; VAN BOGAERT, 2014).

Biossurfactantes/bioemulsificantes lipopeptidicos possuem uma ampla diversidade estrutural, o
que Imposto para as varidveis de inundacdo. Essas biomoléculas podem ser utilizadas como
emulsionantes, dispersantes, formadores de espuma, redutores de viscosidade, agentes
solubilizantes e mobilizadores. (MNIF e GHRIBI, 2015; LUKIC et al., 2016).

Lipoproteinas sao peptideos ciclicos de ocorréncia natural que contém uma Unica cadeia de
acidos graxos, sendo uma classe de biossurfactante mais descrita por sua atividade
antimicrobiana (KANMANI et al., 2013). O lipopeptideo mais conhecido é Surfactina denominada
(Figura 11), produzido por Bacillus sp., um dos biossurfactantes mais potente, capaz de reduzir
a tenséo superficial da agua de 72 para 27 mN/m, com uma concentragdo menor que 0,005%
(RAHMAN; GAKPE, 2008).

Uma aplicacdo de bioemulsificantes lipopeptidicos tém sido estudados cosméticos como, por
exemplo, produtos de limpeza facial, antienvelhecimento, cosméticos para clareamento como
agentes de branqueamento e, por ultimo, como um potente antimicrobiana, garantindo a
preservacdo do produto (MUKHERJEE, 2007; MANDAL; BARBOSA; FRANCO, 2013).

Figura 11- Estrutura da surfactina.

3
, &
Fonte: Lang (2002).

c) Acidos graxos, fosfolipidicos e espécies neutros
Diversas bactérias e leveduras para grandes quantidades de &cidos graxos e fosfolipideos como

tipo de biossurfactante em seu crescimento em substrato contendo n- alcanos. Os acidos graxos
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séo produzidos a partir de alcanos, como resultado de oxida¢des microbianas. Além dos acidos
graxos de cadeia linear, os micro-organismos grupo de e-mails com base OH e ramos alquil
(RAHMAN; GAKPE, 2008; SHAH et al., 2016). De acordo com Desai e Banat (1997), uma
producdo de fosfolipideos também sdo as calorias de cultivo, bem como a fonte de carbono
substrato e assim, diferentes tipos podem ser sintetizados. Os principais tipos de fosfolipideos

sdo: fosfatidiliossol (Figura 12), fosfatildiglicerol e acido fosfatidico.

Figura 12 - Estrutura do biossurfactante fosfatidiliositol.
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(Fonte: http://themedicalbiochemistrypage.org/spanish/lipid-synthesis-sp.html, acessado em
17/10/2018)

d) Surfactantes/emulsificantes poliméricos

Emulsan, lipomanan, alasan, liposan e outros complexos de proteinas e polissacaridos sdo os
biossurfactantes poliméricos mais relatados. Essa classe de biossurfactante/bioemulsificantes
apresenta alta afinidade por interfaces o6leo/agua, facilitando uma formacdo de emulsbes
estaveis, fazendo com que mesmo em baixas padrdo sao ricos em aumentos de emulsificacdes
(Borges, 2011). O Emulsan (Figura 13) € um emulsificante de com base em 0,001% a 0,01%
(LANG, 2002; HATHA; EDWARD; RAHMAN, 2007). Liposan € um emulsificante solivel em agua
extracelular sintetizado por Candida lipolytica sendo constituido por 83% de carboidratos e 17%
de proteinas (CIRIGLIANO; CARMAN, 1984; SANTOS et al., 2016).

Figura 13 - Estrutura do biossurfactante Emulsan.
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e) Surfactantes particulados
Surfactantes particulados geralmente sao sintetizados pela bactéria Acinetobacter sp. Com base
em um mecanismo de particdo da membrana dando origem a vesiculas extracelulares, como
quais formam microemulsdes. Esse composto formado um papel fundamental na absorcdo do
hidrocarboneto alcano pela célula microbiana (DESAI; BANAT, 1997; SHAH et al., 2016).

1.3.11 Producéao de bioemulsificante

Apesar das vérias propriedades atrativas e das numerosas vantagens comparadas aos
surfactantes/emulsificantes quimicos, como maior biodegradabilidade, baixa toxicidade, maior
compatibilidade com o meio ambiente, e estabilidade mesmo sob condigbes extremas de
temperatura, pH e salinidade (CAMEOTRA et al., 2010; CHEN; JUANG; WEI, 2015), a producéo
de bioemulsificante em escala industrial ndo tem sido realizada devido aos elevados custos de
investimento (MAKKAR; CAMEOTRA, 2002; RAHMAN; GAKPE, 2008), ndo sendo capaz de
competir economicamente com os sintéticos (JOSHI; DESAI, 2010). Em 2015, tanto Hausmann
e Sydatk, quanto Chen, Juang e Wei, reafirmaram que o alto custo de producdo dos
bioemulsificantes tem impedido o seu desenvolvimento em nivel industrial, em 2010, Joshi e
Desai revelaram que sua producgéo é pelo menos 50 vezes mais cara, dependendo do tipo de

biossurfactante e de sua pureza.

Saharan, Sahu e Sharma (2011) relataram que existe uma estratégia basica para reduzir os altos
custos da producgéo de bioemulsificante que tem sido aplicada em todo o mundo para tornar o
processo mais rentavel. Esta alternativa consiste na redugdo do custo inicial com matérias-
primas, através do uso de substratos de baixo custo e residuos como meios fermentativos. Uma
outra estratégia seria desenvolver de bioprocessos eficientes e otimizados quanto as condicfes
de cultivo e nos processos de recuperacdo meis econdmicos, maximizando a producéo e

recuperacao do biossurfactante.
1.3.12 Substratos agroindustriais

Diversos residuos  agroindustriais tém  sido descritos para producdo de
biossurfactante/bioemulsificante, como soro de leite (DUBEY; JUWARKAR, 2001; NITSCHKE;
PASTORE, 2006), residuos de batata (THOMPSON et al., 2001; NOAH et al., 2002; NOAH et
al., 2005), manipueira (NITSCHKE; PASTORE, 2006; BEZERRA, 2006; AL-BAHRY et al., 2013),
Oleos de fritura (SAHARAN; SAHU; SHARMA, 2011; SANTOS et al., 2016), milhocina () que sao

fontes de carbono renovaveis e de baixo custo.
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1.3.12.1 Oleos de fritura

Oleos de fritura sdo produzidos em larga escala tanto nas inddstrias como no ambiente
doméstico, e podem atuar efetivamente como um substrato de baixo custo para a producéo de
biossurfactante, uma vez que sdo excelentes fonte de carbono (SAHARAN; SAHU; SHARMA,
2011; SANTOS et al.,, 2016). Os 6leos vegetais sdo constituidos por lipideos, geralmente
compreendendo &cidos graxos saturados e insaturados, com cadeias entre 16 e 18 atomos de
carbono (MAKKAR; CAMEOTRA; BANAT, 2011). Na literatura, diversos tipos de Oleos de
refinarias e da industria alimenticia tém sido avaliados para a producdo de biossurfactante.
Conforme Saharan, Sahu e Sharma (2011) relataram o0 uso de 6éleos industriais como sebo,

banha, 6leos marinhos e acidos graxos livres para este fim.

Lima et al. (2009) demonstraram que Pseudomonas aeruginosa PACL foi capaz de produzir
bioemulsificante/biossurfactante utilizando residuos da producdo do 6leo de soja em
fermentacé@o submersa. O uso de residuos da fabricacéo do 6leo de oliva e de 6leos de fritura
obtida do girassol, também promoveram a producdo de rhamnolipideos por P. aeruginosa 47 T2,
e, cerca de 8,1 mg gmL (ZHANG et al., 2009).

1.3.12.2 Milhocina

Agroindustrializagdo de produtos a base de milho através de processamento Umido resulta em
subprodutos solidos e liquidos, que dispostos de forma inadequada tornam-se fontes de
contaminacdo e agressdo ao meio ambiente. A milhocina é um rejeito da agua de lavagem e
embebucgéo dos graos de milho quando do fracionamento em amido e gérmen (6leo), contendo
40% de sélidos. Possui entre 21% a 45% de proteinas, 20% a 26% de acido latico, cerca de 8%
de cinzas (contendo Ca?*, Mg?*, K* etc), cerca de 3% de carboidratos e baixo teor de gordura
(0,9% - 1,2%) (AKHTAR et al., 1997; CARDINAL et al., 1948; HELMY et al., 2011).

A milhocina é um residuo de refinaria de petréleo relatado como nutrientes de baixo custo para
a producdo de um biossurfactante glicolipidico de Candida sphaerica (UCD 0995). O
bioemulsificante recuperou cerca de 95% de 6leo de motor adsorvido em amostra de areia e
apresentou vastas aplicacdes em processos de biorremediacéo (LUNA et al., 2011; 2013; 2015).
Silva et al. (2014b) mostraram também a producdo de um novo bioemulsificante de
Pseudomonas cepacia cultivada em meio mineral suplementado com 2,0% de milhocina e 2,0%

de 6leo de soja pos fritura.
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1.3.12.3 Manipueira

A manipueira é o efluente resultante da industrializacdo da mandioca, decorrente da prensagem
da mandioca ralada e lavada no processo da obtencado da farinha (COSTA et al., 2009). Esse
residuo possui um elevado teor de matéria organica e um glicosideo chamado linamarina que é
facilmente hidrolisado a cianeto, composto toxico ao metabolismo, sendo na maioria das vezes
descartada in natura nos cursos d’agua acarretando em problema ambiental (COSTA et al., 2009;
CORDEIRO, 2006). Alguns estudos utilizando manipueira com substrato tém sido realizados:
Nitschke e Pastore (2004) utilizaram a manipueira como fonte de carbono para producéo de
surfactina por duas linhagens de Bacilus subtilis, a qual observaram uma reducdo da tensao

superficial de 49,5 para 26,6 e 25,9 mN/m.

Barros et al., (2008) em seu trabalho sobre a producdo de bioemulsificante por B. subtilis
obtiveram um rendimento de 2,4 g/L de surfactina. Concluindo que em fun¢éo da sua composi¢cao
e da produtividade, a manipueira foi identificada como sendo um bom substrato para a producao
de bioemulsificante.

1.3.13 Aplicacdes dos biossurfactantes e bioemulsificantes
1.3.13.1 Biossurfactantes e Bioemulsificantes em Processos de Biodegradacao

A aplicacdo mais significativa de biossurfactantes foi estudada em biorremediacéo, por exemplo,
na remoc¢ao de metais pesados (FRAZETTI et al. 2009; ASCI et al. 2010) e hidrocarbonetos dos
locais contaminados (KOSARIC et al., 1987). Os biossurfactantes e bioemulsificantes podem
melhorar a biorremediacdo de hidrocarbonetos por dois mecanismos. Em primeiro lugar,
aumentando a biodisponibilidade do substrato para micro-organismos, enquanto o outro envolve
a interacdo com a superficie celular, que aumenta a hidrofobicidade da superficie, permitindo
substratos hidrofébicos para se associar mais facilmente com as células bacterianas (MULLIGAN
E GIBBS, 2004). Ao reduzir as tens@es interfaciais, os bioemulsificantes aumentam as areas
superficiais dos compostos insollveis, levando a uma maior mobilidade e biodisponibilidade dos
hidrocarbonetos. A capacidade de bioemulsificantes e cepas bacterianas produtoras de
bioemulsificante para aumentar a disponibilidade de contaminantes organicos e as taxas de
biodegradacéo foi relatada por muitos autores (RAHMAN et al. 2003; INAKOLLU et al. 2004;
SHEKHAR et al., 2014).

Obayori et al. (2009) investigaram as propriedades biodegradativas do biossurfactante produzido
por Pseudomonas sp. Kang et al. (2010) utilizaram o soforolipidio em estudos de biodegradacéo
de hidrocarbonetos alifaticos e aromaticos e petréleo iraniano, cru em condigfes de laboratorio.

A adicao deste biossurfactante ao solo também aumenta a biodegradacao dos hidrocarbonetos
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testados com a taxa de degradacdo variando de 85% a 97% da quantidade total de
hidrocarbonetos. Seus resultados indicaram que o soforolipideo pode ter potencial para facilitar
a biorremediacdo de locais contaminados com hidrocarbonetos com limitada solubilidade em
agua e aumentar a biodisponibilidade de consorcios microbianos para biodegradacao. A utilidade
de cepas produtoras de bioemulsificante na biorremediacdo de sitios altamente contaminados
com hidrocarbonetos de petréleo bruto foi confirmada por Das e Mukherjee (2007) e Elsheshtawy
et al. (2013).

Os biossurfactantes e 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 remocéo subsequente (GUTIERREZ et al., 2008; COLIN et
al., 2013). Portanto, o0 método de lavagem com biossurfactantes e aumenta a dessor¢édo de
metais em solos e sedimentos, tornando esses poluentes para a captacdo microbiana, que sdo
degradados em produtos in6cuos (ANISZEWSKI et al., 2010; BANAT et al., 2010; ACIKEL 2011,
COLIN et al., 2013).

1.3.13.2 Biossurfactantes na industria farmacéutica

Kakugawa et al. (2002) e Mukherjee et al. (2006) demonstraram que os bioemulsificantes
poderiam ter uma ampla gama de aplicacfes em campos farmacéuticos, como entrega de genes,
agentes para insuficiéncia respiratéria, adjuvantes imunol6gicos, agentes antiadesivos em
cirurgias, inibicdo da adeséo de organismos patogénicos a superficies sélidas, recuperacéo de
produtos intracelulares, atividade antimicrobiana, atividade antiviral, atividade anticancerigena e

agentes para a estimulacdo do metabolismo de fibroblastos da pele (SHEKHAR et al., 2014).
1.3.13.3 Biossurfactantes e na industria de pesticidas

Os surfactantes séo obrigatérios como adjuvantes com fungicidas, inseticidas e herbicidas. O
surfactante sintético atualmente utilizado nas industrias de pesticidas atua como emulsificante,
dispersante, espalhante e agente umectante e aumenta a eficiéncia dos pesticidas. Além disso,
esses surfactantes sdo usados como inseticidas na agricultura moderna, pois possuem
propriedades defensivas (ROSTAS et al. 2009). Diferentes tipos de surfactantes/emulsificantes
como anibnico, catibnico, anfétero e ndo-idnico estdo sendo usados atualmente em vérias
indastrias de manufatura de pesticidas (MULQUEEN, 2003). H4 um relatério sobre bactérias
pertencentes a Pseudomonas sp. e Burkholderia sp. do campo de arroz para degradar os
surfactantes (NISHIO et al. 2002). Agricultura produtos importantes como pesticidas formados
com a ajuda de biossurfactante podem ser amplamente utilizados em campos agricolas. A

necessidade de industrias agroquimicas € desenvolver uma tecnologia de formulacdo eficaz e
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alcancar esse objetivo; muitas empresas podem empregar mistura de bioemulsificantes em
diferentes combina¢Bes com os polimeros para fazer excelentes formulagcfes para aplicacbes

agricolas.
1.3.13.4 Biossurfactantes na industria de alimentos

Na industria alimenticia, os bioemulsificantes sédo de grande interesse, como aditivo alimenticio,
contribuindo com numerosos papeis funcionais, como: Equilibrar as variagbes na qualidade das
farinhas; Melhorar a consisténcia dos ingredientes; Preservar o frescor e as caracteristicas
sensoriais; Aumentar a velocidade de transformacéo; Melhorar a estabilidade das massas;
Promover a aeracdo e o ganho de volume de pées e bolos; Diminuir o consumo de ovos e
gorduras; Aumentar o rendimento do processo; Retardar o envelhecimento (aumento da vida de
prateleira); Melhorar a textura e cremosidade de produtos lacteos (CASTRO et al., 2012; NETA
etal., 2012; FOOD INGREDIENTS BRASIL, 2013; HEYMAN et al., 2014; CAMPOS et al., 2015).

Estudos relatam formulagbes alimentares envolvendo nanoemulsbes e emulsGes por
bioemulsificantes (SAMAVATI et al., 2014; ADJONU et al., 2014; CAMPOS et al., 2015).

1.3.14 Histoéria do Arduino

O projeto iniciou-se na cidade de lvrea, Italia, em 2005, com o intuito de interagir em
projetos escolares de forma a ter um orgamento menor que outros sistemas de prototipagem
disponiveis naquela época. O sucesso foi sinalizado com o obtencdo de uma mencgéo honrosa
na categoria Comunidades Digitais em 2006, pela Prix Ars Electronica, além da marca de mais
de 50.000 placas vendidas até outubro de 2008. Atualmente, o seu hardware é feito através de
um microcontrolador Atmel AVR, sendo que este ndo é um requisito formal e pode ser estendido
se tanto ele quanto a ferramenta alternativa suportarem a linguagem arduino e forem aceites
pelo seu projeto. Considerando esta caracteristica, muitos projetos paralelos inspiram-se em
cOpias modificadas com placas de expansdes, e acabam recebendo os seus proprios nomes
(THOMPSON et al., 2008)..

Arduino é uma plataforma de prototipagem eletrbnica de hardware livre e de placa
Unica,projetada com um microcontrolador Atmel AVR com suporte de entrada/saida embutido,
uma linguagem de programacdo padrdo, a qual tem origem em Wiring, e € essencialmente
C/C++. O objetivo do projeto é criar ferramentas que séo acessiveis, com baixo custo, flexiveis
e faceis de se usar por principiantes e profissionais. Principalmente para aqueles que nao teriam

alcance aos controladores mais sofisticados e ferramentas mais complicadas (LINS et al., 2017).
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Pode ser usado para o desenvolvimento de objetos interativos independentes, ou ainda
para ser conectado a um computador hospedeiro. Uma tipica placa Arduino é composta por um
controlador, algumas linhas de E/S digital e analdgica, além de uma interface serial ou USB, para
interligar-se ao hospedeiro, que é usado para programa-la e interagi-la em tempo real. A placa
em si ndo possui qualquer recurso de rede, porém é comum combinar um ou mais Arduinos
deste modo, usando extensfes apropriadas chamadas de shields. A interface do hospedeiro é
simples, podendo ser escrita em varias linguagens. A mais popular € a Processing, mas outras
que podem comunicar-se com a conexdo serial sdo: Max/MSP,Pure Data, SuperCollider,
ActionScript e Java. Em 2010 foi realizado um documentéario sobre a plataforma chamado
Arduino: The Documentary (VIANNA e LIMA, 2014).

1.3.15 Estrutura do Arduino
1.3.15.1 Hardware

A sua placa consiste num microcontrolador Atmel AVR de 8 bits, com componentes
complementares para facilitar a programacao e incorporacdo noutros circuitos. Um importante
aspecto é a maneira padrdo como 0s conectores sdo expostos, permitindo o CPU ser interligado
a outros médulos expansivos, conhecidos como shields. Os Arduinos originais utilizam a série
de chips megaAVR, especialmente os ATmega8, ATmegal68, ATmega328 e a ATmegal280;
porém muitos outros processadores foram utilizados por clones deles. A grande maioria de
placas inclui um regulador linear de 5 volts e um oscilador de cristal de 16 MHz (podendo haver
variantes com um ressonador ceramico), embora alguns esquemas como o LilyPad usem até 8
MHz e dispensem um regulador de tensdo embutido, por terem uma forma especifica de
restricbes de fator. Além de ser microcontrolador, o componente também é pré-programado com
um bootloader, o que simplifica o carregamento de programas para o chip de meméaria flash
embutido, em comparacdo com outros aparelhos que geralmente demandam um chip
programador externo (ARDUINO, 2015).

Conceitualmente, quando o seu software é utilizado, ele monta todas as placas sobre uma
programacédo de conexao serial RS-232, mas a forma de implementag&o no hardware varia em
cada versdo. As suas placas de serie contém um simples circuito inversor para converter entre
0s sinais dos niveis RS-232 e TTL. Atualmente, existem alguns métodos diferentes para realizar
a transmissao dos dados, como por placas programaveis via USB, adicionadas através de um
chip adaptador USB-para-Serial, como o FTDI FT232. Algumas variantes, como o Arduino Mini
e 0 nao oficial Boarduino, usam um modulo, cabo adaptador USB, bluetooth ou outros métodos.

Nestes casos, sdo usados com ferramentas microcontroladoras ao invés do Arduino IDE,



Bione, A. P, M. Producéo de bioemulsificante por Syncephalastrum racemosum UCP 1302 45

utiizando assim a programagdo padrdo AVR ISP. A maioria dos pinos de E/S dos
microcontroladores (Figura 14) sdo para uso de outros circuitos. A versdo Diecimila, que
substituiu a Duemilanove, por exemplo, disponibiliza 14 pinos digitais, 6 das quais podem
produzir sinais MLP, além de 6 entradas analdgicas. Estes estéo disponiveis em cima da placa,
através de conectores fémeas de 0,1 polegadas (ou 0,25 centimetros) (MONK, 2015).

Figura 14. Componentes da plataforma arduino.
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(html Fonte: http://bodgarage.repofy.com/?p=959, acessado em 16/12/2018)

1.3.15.2Software

O Arduino IDE é uma aplicacdo multiplataforma escrita em Java derivada dos projetos
Processing e Wiring. E esquematizado para introduzir a programacdo para artistas e para
pessoas nao familiarizadas com o desenvolvimento de software. Inclui um editor de c6digo com
recursos de realce de sintaxe, parénteses correspondentes e identacdo automéatica, sendo capaz
de compilar e carregar programas para a placa com um unico clique. Com isso ndo ha a
necessidade de editar Makefiles ou rodar programas em ambientes de linha de comando. Tendo
uma biblioteca chamada "Wiring", ele possui a capacidade de programar em C/C++. Isto permite
criar com facilidade muitas operacgfes de entrada e saida, tendo que definir apenas duas fung¢des
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no pedido para fazer um programa funcional: Setup e Loop (VIANNA e LIMA, 2014).
1.3.15.3 Aplicacdes

A principal finalidade do Arduino num sistema é facilitar a prototipagem, implementagéo ou
emulacao do controle de sistemas interativos, a nivel doméstico, comercial ou mével, da mesma
forma que o CLP controla sistemas de funcionamento industriais. Com ele € possivel enviar ou
receber informacdes de basicamente qualquer sistema eletrbnico, como identificar a
aproximacao de uma pessoa e variar a intensidade da luz do ambiente conforme a sua chegada.
Ou abrir as janelas de um escritério de acordo com a intensidade da luz do sol e temperatura
ambiente. Os campos de atuacdo para o controle de sistemas s&o imensos, podendo ter
aplicacbes na area de impressdo 3D, robotica, engenharia de transportes, engenharia
agronbmica, musical ou até mesmo em ambiente escolar, para o desenvolvimento de
experimentos otimizando assim a aprendizagem dos alunos tanto na area de fisica quanto de
quimica (SOUZA et al., 2012).
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CAPITULO Il

PRODU(;AO DE BIOEMULSIFICANTE POR Syncephalastrum
racemosum UCP 1302 UTILIZANDO SUBSTRATOS
AGROINDUSTRIAIS E MONITORAMENTO COMPUTORIZADO
DA TEMPERATURA

Trabalho submetido para ser publicado na revista: Colloids and Surfaces B: Biointerfaces
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Biossurfactantes sdo compostos anfipaticos produzidos por micro-organismos que tém
capacidade de reduzir tensfes superficiais e interfaciais, além de serem capazes de formar
emulsdes estaveis. O objetivo desse trabalho foi produzir um biossurfactante e bioemulsificante,
avaliando a influéncia da temperatura e suas oscilacbes dentro do processo, utilizando a
monitoragado digital computadorizada com a plataforma do arduino e o sensor de temperatura a
prova d'agua DS18B20. Com enfoque na bioconversao de residuos agroindustriais (6leo de soja
residual, manipueira e milhocina) foram estabelecidas concentragbes para o planejamento
experimental do DCCR de 23, tendo como variavel resposta a producdo de biossurfactante e/ou
bioemulsificante. Os resultados mostraram que o Sycephalastrum racemosum UCP 1302
apresentou excelente capacidade de producdo de biossurfactante no ensaio 7, reduzindo a
tensdo superficial da agua de 72 para 30,9 mN/m. Enquanto bioemulsificante no ensaio 3,
apresentou indice de emulsificacdo de 97,58%. A composi¢do bioquimica preliminar mostrou
que o hiossurfactante é composto por lipidios 53,56%, proteinas de 37,88% e carboidratos
8,56%, e bioemulsificantes por proteinas 45,72%, lipidios 42,19% e carboidratos 12,09%
apresentando caracteristicas de lipopeptideos. Ambas as biomoléculas mostraram carater
anidnico, apresentando concentracdo micelar critica (CMC) de 2,5%. As biomoléculas foram
avaliadas e mostraram eficiéncia quanto ao tamanho das particulas, viscosidade, estabilidade
as variacdes de pH, concentracdo de NaCl e temperatura e excelente capacidade como agente
molhante que indica possivel aplicabilidade para o processo de Recuperacdo Microbiana de
Petréleo Aprimorado (MEOR). S. racemosum apresentou excelente capacidade de producao de
bioemulsificadores e boa capacidade de producdo de biossurfactantes, utilizando conversao
metabdlica de residuos agroindustriais, tornando o bioprocesso viavel e com potencial na

aplicacao biotecnologica.

Palavras-Chave: Bioprocesso, Arduino, Surfactante, Fungo Filamentoso, Biomoléculas.
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ABSTRACT

Biosurfactants are amphipathic compounds produced by microorganisms that have the ability to
reduce surface and interfacial tensions, and are capable of forming stable emulsions. The
objective of this work was to produce a biosurfactant and bioemulsifier, evaluating the influence
of temperature and its oscillations within the process, using digital computerized monitoring with
the arduino platform and the temperature sensor DS18B20. Concentrations were established for
the experimental design of the DCCR of 23, with the response variable being the biosurfactant
and / or bioemulsifier production, with a focus on the bioconversion of agroindustrial residues
(residual soybean oil, manipueira and maize). The results showed that Sycephalastrum
racemosum UCP 1302 presented excellent biosurfactant production capacity in test 7, reducing
the water surface tension from 72 to 30.9 mN / m. As a bioemulsifier in assay 3, it had an
emulsification index of 97.58%. The preliminary biochemical composition showed that the
biosurfactant consists of lipids 53.56%, proteins of 37.88% and carbohydrates 8.56%, and
bioemulsifiers for proteins 45.72%, lipids 42.19% and carbohydrates 12.09% presenting
characteristics of lipopeptides. Both biomolecules showed anionic character, presenting critical
micellar concentration (CMC) of 2.5%. Biomolecules were evaluated and showed efficiency in
particle size, viscosity, stability to pH variations, NaCl concentration and temperature and
excellent wetting capacity indicating a possible applicability to the Enhanced Oil Microbial
Recovery (MEOR) process. S. racemosum presented excellent bioemulsification capacity and
good biosurfactant production capacity, using metabolic conversion of agroindustrial residues,

making the bioprocess viable and with potential in the biotechnological application.

Key Words: Bioprocess, Arduino, Surfactant, Filamentous Fungus, Biomolecules.
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1. INTRODUCAO

Os termos biossurfactantes e bioemulsificantes foram utilizados com referéncia ao mesmo
nivel de bioatividade. No entanto, compostos de elevado peso molecular e capazes de formar e
estabilizar emulsdes s&o referidos como bioemulsionantes ou bioemulsantes. Estes séo
polimeros de polissacarideos, lipo-polissacarideos, proteinas e lipoproteinas, enquanto os
biossurfactantes sdo representados por compostos de baixo peso molecular, dentre os quais
estdo incluidos lipopeptideos e glicolipidios (FRANZETTI et al.,2012; SOUZA et al; 2016;
PUNNIYAKOTTI, 2017).

Os compostos anfifilicos ambientais extracelulares: biossurfactantes e bioemulsificantes sdo
produzidos por uma grande variedade de micro-organismos, principalmente, por bactérias,
seguido de leveduras e de forma mais escassa por fungos filamentosos. Esses compostos tenso-
ativos apresentam diferentes estruturas quimicas e umas eficiente e ampla condigfes extremas,
como temperatura, pH e salinidade, demonstrando diferentes funcbes e aplicacdes. Neste
sentido, justificam-se as inUmeras aplicagfes em diferentes setores industriais, tais como, de
cosméticos, alimentos, detergentes, agricultura e medicina, sendo sua biodegradabilidade, um
dos seus ativos mais importantes, pois evita problemas de toxicidade e acumulacdo nos
ecossistemas naturais. (SEKHON-RANDHAWA et al.,2014; DECESARO et al., 2015; SANTOS
et al., 2016, MAIA et al. 2018).

No entanto, os bioemulsificantes ainda ndo permitem uma competitividade com os
emulsificantes quimicos, pois seu custo de producao ainda é elevado em fungéo da utilizacédo de
substratos, que elevam os custos acima de 30 a 40% do seu valor. Assim, 0 sucesso no
desenvolvimento industrial da producdo de biossurfactantes depende do uso de substratos
alternativos e de baixo custo, empregando residuos agroindustriais, tornando-se assim uma
importante estratégia para reducéo dos custos de producdo (SILVA, 2012; SATPUTE et al.,
2017).

Assim, o aproveitamento biotecnoldgico de residuos agroindustriais vem se apresentando
como uma alternativa atrativa para exploracdo, como fonte nutricional para a producéo de
insumos de elevado valor agregado. Neste contexto, os residuos de natureza hidrofilica sdo
considerados vantajosos, tendo em vista a possibilidade de bioconversdo por fungos
filamentosos o que possibilita maior rendimento de bioprodutos (MONTERO-RODRIGUEZ, et al.,
2016).

O objetivo fundamental deste trabalho foi utilizar Syncephalastrum racemosum UCP 1302
para produzir um bioemulsificante aplicando uma metodologia ecologicamente correta que
através da bioconversdo dos residuos agroindustriais tornam o bioprocesso econémico e

sustentavel.



Bione, A. P, M. Producéo de bioemulsificante por Syncephalastrum racemosum UCP 1302 60

2. METODOLOGIA

2.1 Micro-organismo

Os estudos foram realizados com o fungo filamentoso Syncephalastrum racemosum UCP
1302, isolado de solo da Serra Talhada do Estado de Pernambuco, Brasil, pertencente a Colecéo
de Culturas do Nucleo de Pesquisas em Ciéncias Ambientais e Biotecnologia (NPCIAMB) da
Universidade Catélica de Pernambuco (UNICAP) e registrada no World Federation for Culture
Collection (WFCC). A cultura foi mantida em meio Sabouraud Dextrose Agar a 5 °C.

2.2 Substratos agroindustriais

Os substratos utilizados serdo a milhocina, subproduto do beneficiamento do milho da
indastria Corn Products Ltda (Vitéria de Santo Antdo — PE, Brasil) e o 6leo de soja residual que
sera gentilmente cedido pelo comércio informal. E a manipueira da casa de farinha de cidade de
Pombos, PE.

2.3 Producéo do biossurfactante e do bioemulsificante

O cultivo de S. racemosum foi realizado em frascos de Erlenmeyers de 250 mL de
capacidade, contendo 100 mL do meio constituido por milhocina, manipueira e 6éleo de soja
residual de acordo com as concentracdes estabelecidas pelo planejamento fatorial DCCR 23
(Tabela 1). Todos os meios foram acrescidos de uma base de sais contendo NHsNO3 (0,1%);
KH.PO, (0,02g/L) e MgSO4 (0,02g/L). O pH do meio de producéo foi ajustado a 6,0 por adicdo
de NaOH 1 M ou solucdo de 1M de HCI e o in6culo correspondeu a 10% do cultivo contendo
108cel/mL. Os frascos foram mantidos sob agitacédo orbital de 150rpm, incubados por 96 horas,
a temperatura de 28°C. ApGs esse periodo a cultura foi para centrifuga a 8000 rpm, seguida de
filtracdo em papel Wathmann N°1, a fim de separar as células do liquido metabdlico. O liquido
metabdlico livre de células foi utilizado para as seguintes determinacfes de: proteinas totais,
consumo da fonte de carbono, tenséo superficial, atividade e indice de emulsificac@o e cinética

de crescimento e producéo do bioemulsificante.
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2.4 Planejamento experimental

Foi utilizado um planejamento fatorial DCCR de 23 (Tabela 1), 8 pontos fatoriais, 3 pontos
centrais e 6 pontos axiais. Para analisar os efeitos principais e interacdes das variaveis
concentracdes dos residuos agroindustriais foi utilizado o software STATISTIC verséo 6.0 da
Statfoft®.

Tabela 1. Planejamento fatorial DCCR 23

Fatores -1,68 -1 0 1 1,68
Milhocina (%) 2,47 3,5 50 6,5 7,52
Manipueira (%) 2,47 3,5 5,0 6,5 7,52
Oleo de soja 2,47 3,5 5,0 6,5 7,52
pos fritura (%)

2.5 Determinacédo da temperatura por Arduino

A temperatura foi determinada pelo sensor DS18B20 com o auxilio do Arduino Uno
(Figura 1) a cada 10 min., com as programacdes disponiveis no NPCIAMB (Nucleo de Pesquisa
de Ciéncias Ambientais e Biotecnologia da Universidade Catdélica de Pernambuco). Nas
fermentagBes com temperaturas a 21, 28 e 35°C a fonte alimentag&o foi um carregador de 5V e
foi utilizado um cartdo microSD para armazenar os dados e um computador com fonte de

alimentagcdo e armazenamento.

Figura 1. Monitoramento computadorizado da fermentacao através do Arduino Uno.




Bione, A. P, M. Producéo de bioemulsificante por Syncephalastrum racemosum UCP 1302 62

Foram adicionadas duas bibliotecas ao software do arduino, OneWire e DallasTemperature.
Essas duas bibliotecas trabalharam em conjunto para extrair os dados do sensor de temperatura
a prova d"dgua DS18B20. O sensor DS18B20 pode efetuar leituras de temperaturas numa faixa
de -50° C até 125° C com precisdo de até +0,5° C e enviar as informagbes para o
microcontrolador utilizando apenas 1 fio. Cada sensor possui um endereco fisico (identificado
pela biblioteca OneWire), assim p6de-se colocar varios sensores como o0 demonstrado na Figura
2 em um mesmo barramento, utilizando uma Gnica porta do microcontrolador (THOMSEN, 2015).

Figura 2. Sensor DS18B20 submerso na fermentacéo por C. phaeosphora e isolado

Fonte: adaptado de THOMSEN, 2015.

2.6 Determinacéo do pH

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

aliquotas coletadas dos meios de producéo livre de células.

2.7 Determinagdo do indice de emulsificagéo

O indice de emulsificagdo 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 p6s-fritura) e derivados de petrdleo (diesel, 6leo de motor e 6leo de motor queimado),
foram adicionados 1,0 mL do liquido metabdlico livre de células a 1,0 mL de éleo e a mistura foi
agitada em vortex por 2 minutos. Apés 24 horas de repouso das emulsées formadas foi calculada
a altura da emulséo pela altura total da mistura multiplicada por 100, sendo o resultado expresso

em porcentagem (IEz4).



Bione, A. P, M. Producéo de bioemulsificante por Syncephalastrum racemosum UCP 1302 63

2.8 Curva de crescimento da Syncephalastrum racemosum

Foram observados o0s biossurfactantes e bioemulsificantes produzidos por
Syncephalastrum racemosum 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 biomassa, o indice de emulsificacdo e o pH.

2.8 Analise da microscopia 6ptica das emulsdes

A andlise das emulsdes foi realizada apos a adicao de 1 mL de substratos hidrofébicos e
1 mL de sobrenadante livre de células coletados em tubos de ensaio de 24 h, e em seguida foram
agitados em vortex em alta velocidade por 2 min. As emulsdes foram observadas através de um
microscopio 6ptico com uma ampliagdo de 10x e 100x%, e uma camera digital foi usada para

capturar as imagens.

2.9 Determinacdo da viscosidade

O efeito do bioemulsificante na viscosidade da melhor emulsificagdo foi investigado em
tubos de ensaio contendo 6 mL dos respectivos 6leos e 2 mL de solugcdo 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 sddio (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), concentrac¢des 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 Extracgao e rendimento do biossurfactante e bioemulsificante

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

expresso em g/L.
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2.12 Determinacdo da carga idnica

A carga ibnica do bioemulsificante foi investigada usando 100 mg da biomolécula
solubilizada em 5 mL de 4gua destilada. O carater idnico foi determinado com um potenciémetro
Zeta ZM3-D-G, Sistema Zeta Meter 3.0+, e as imagens diretas foram registradas em um video
Zeta Meter, San Francisco, CA, EUA.

2.13 Caracterizacdo do bioemulsificante

A concentracao 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 3) (DUBOIS et al., 1956). O conteudo lipidico foi
determinado de acordo com Manocha et al. (1980): 0,5 g do material isolado foi extraido com
cloroférmio: metanol em diferentes proporcdes (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 3. Curva de Calibrag&o para determinagéo de carboidratos.

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

Absorbéncia

0 10 20 30 40 50
Glicose (pg/mL)

2.14 Determinacdo da Concentragcdo Micelar Critica— CMC

O bioemulsificante isolado foi solubilizado em agua em diferentes concentracdes (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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2.15 Teste de molhabilidade

A molhagem foi testada em tecido de poliéster (2x2) cm, utilizando-se o teste de
umedecimento em disco de lona, sendo analisado por gravimetria e por microscopia Optica, onde
o controle foi a 4gua (PRADHAN; BHATTACHARYYA, 2017).

3. RESULTADOS E DISCUSSOES

3.1 Determinagé&o da Tensé&o Superficial

Os resultados obtidos revelaram que Syncephalastrum racemosum foi capaz de produzir
um biossurfactante durante o crescimento em meio de baixo custo, indicados pelo ensaio 8,
contendo milhocina (6,5%), manipueira (6,5%) e 6leo de soja apés fritura (3,5%). O composto
diminuiu a tenséo superficial da agua de 72,0 mN/m para 31,4 mN/m. Este resultado demonstra
que o biossurfactante produzido por Syncephalastrum racemosum possui maior capacidade
de reduzir a tensdo superficial em comparacdo aos biossurfactantes produzidos pela
Cunninghamella echinulata 37,1 mN/m de Maia (2018) e C. antartica (35,0 mN/m) de
Shepherd (1995). A Tabela 2 apresenta a tenséo superficial do liquido metabdlico produzido
por S. racemosum, segundo o planejamento fatorial, DCCR 23,

Tabela 2. Tensdo superficial de acordo com o planejamento fatorial, DCCR 23,

utilizando Syncephalastrum racemosum apés 96 h de cultura sob agitagéo.

ENSAIOS Milhocina Oleo de soja Manipueira (%) Tens&o superficial
(%) pés-fritura (%) (mN/m)
1 3,5 3,5 3,5 34,6
2 3,5 3,5 6,5 34,9
3 3,5 6,5 3,5 32,5
4 3,5 6,5 6,5 33,7
5 6,5 3,5 3,5 32,7
6 6,5 3,5 6,5 33,9
7 6,5 6,5 3,5 30,9
8 6,5 6,5 6,5 34,0
9 2,477 5,0 5,0 34,3
10 7,522 5,0 5,0 33,6
11 5,0 2,477 5,0 34,1
12 5,0 7,522 5,0 32,1
13 5,0 5,0 2,477 31,6
14 5,0 5,0 7,522 34,1
15 5,0 5,0 5,0 34,1
16 5,0 5,0 5,0 34,2

17 5,0 5,0 50 33,9
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O efeito das variaveis independentes 6leo de soja pos-fritura, milhocina, manipueira e
suas interac¢des na reducdo da tenséo superficial € representado no Diagrama de Pareto (Figura
4) com um nivel de confianca de 95%. De acordo com esse diagrama, apenas as interacdes dos
substratos ndo apresentaram efeitos significativos na reducdo da tens&o superficial. A
manipueira apresentou efeito negativo na reducéo da tenséo superficial, enquanto que o 6leo de
soja pos-fritura e a milhocina apresentaram efeito positivo. O ponto no qual os efeitos estimados
séo estatisticamente significativos (p = 0,05) esta indicado pela linha vertical vermelha tracejada.

Figura 4. Diagrama de Pareto para determinar a influéncia dos residuos agroindustriais (6leo
de soja poOs-fritura, manipueira e milhocina) na producao do biossurfactante.

Pareto Chart of Standardized Effects; Variable: Tensdo Superficial (mN/m)
3 factors, 1 Blocks, 17 Runs; MS Residual=,0824267
DV: Tensdo Superficial (mN/m)

(3)Manipueiera (%)(L) --9‘4280(1

(2)0leo de soja pos-fritura (%)(L) I?,883904
(1)Milhocina (%)(L) ‘5,068225
Manipueiera (%)(Q) ‘4,64926?
Oleo de soja pés-fritura (%)(Q) ‘3,61?399
1Lby3L ‘73,44809
2Lby3L ‘—3,44809
1Lby2L -1,97034
Milhocina (%)(Q) :|‘1028403

p=,05
Standardized Effect Estimate (Absolute Value)

Analisando os graficos de superficie entre os substratos agroindustriais pode-se
identificar que a milhocina apresentou efeito positivo ha reducao da tenséo superficial enquanto
gue a manipueira apresentou efeito negativo (figura 5-A). Na figura 5-B é possivel identificar que
analisando-se apenas a influéncia da manipueira e do 6leo de soja pos-fritura na reducao da
tensdo superficial, a manipueira apresentou efeito negativo e o 6leo de soja pOs-fritura efeito
positivo. No entanto a influéncia isolada do 6leo de soja pos-fritura e da milhocina apenas efeito
negativo quando utilizado os baixos niveis de O6leo de soja poés-fritura e de milhocina

simultaneamente (figura 5-C).
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Figura 5. Gréfico de superficie resposta para analise da tensao superficial (A) milhocina X éleo
de soja pos-fritura; (B) 6leo de soja pos-fritura X maipueira; (C) milhocina X manipueira.

3factors, 1 Blocks, 17 Runs; MS Residual= 0824267
DV: Tensio Superficial (mN/m)

Fitted Surface; Variable: Tensao Superficial (mN/m) Fitted Surface: V:
3factors, 1 Blocks, 17 Runs, MS Residual=,0824267 3 factors, 1
DV: Tensao Superficial (mN/

3.2 Producéo de bioemulsificante por Syncephalastrum racemosum UCP 1302 utilizando

residuos agroindustriais

O indice de emulsificacdo de diferentes substratos hidrofébicos do bioemulsificante
produzido por Syncephalastrum racemosum nas condi¢cdes do planejamento fatorial, DCCR 23,
€ apresentado na Tabela 3.

O S. racemosum demonstrou excelente habilidade em produzir bioemulsificante nas
condicdo 3 (em meio contendo 3,5% de milhocina, 6,5% de 6leo de soja residual e 3,5% de
manipueira), e na condi¢do 4 (em meio contendo 3,5% de milhocina, 6,5% de 6leo de soja
residual e 6,5% de manipueira). Nestas condi¢des, foram obtidos os valores mais elevados do
indice de emulsificagéo, de 98,51% e 95,79% com Oleo de motor queimado (Tipo I) nas
condicdes 3 e 4, respectivamente (Tabela 3).

De acordo com Willumsen e Karlson (1997) e Ahmad et al. (2016) sdo considerados
valores significativos de indice de emulsificacdo (E24) se for igual acima de 50%. Diante disso,
foram descartados os 6leos soja pés-fritura e o 6leo diesel, pois ndo formaram emulsédo nesse
processo. E pode-se observar que os percentuais de indice de emulsificacdo (Tabela 3) para o
6leo de milho, 6leo de soja, 6leo de soja pés-fritura e 6leo de motor ‘in natura’ ndo foram
semelhantes ao 6leo de motor queimado, sugerindo que a atividade de emulsificagdo depende
da afinidade do bioemulsificante com os substratos hidrocarbonados, que segundo Luna et al.
(2013) essa afinidade envolve a interagcdo direta com o préprio hidrocarboneto.

O S. racemosum apresentou indices de emulsificacdo superior ao que foi obtido por Silva
et al. (2014) com a Cunninghamella echinulata, utilizando o éleo de motor queimado (80%) e

com a Penicillium 8CC2 que obteve indice de emulsificacao de 61% obtido por Sena et al. (2014).
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Tabela 3. Planejamento fatorial DCCR de 22 para avaliar a influéncia do 6leo de soja pés-fritura
e da milhocina na producéo de um bioemulsificante por Syncephalastrum racemosum UCP1302,
avaliados durante 24 h pelo indice de emulsificagéo Ez4 (%).

indice de emulsificacdo Ez4 (%)

ENSAIOS Oleo de motor Oleo de milho Oleo de Oleo de motor
gueimado soja in natura
1 55,07 55,70 51,34 68,14
2 54,25 63,66 53,11 54,76
3 98,51 53,79 54,15 50,00
4 93,70 71,50 59, 18 63,66
5 55,34 50,00 52, 14 53,49
6 53,49 53,66 61,28 72,50
7 52,50 64,50 54,75 51,28
8 61,28 52,50 52,35 53,12
9 53,17 71,28 66,67 65,45
10 55,45 53,12 64,37 66,67
11 64,37 51,28 76,67 95,45
12 76,67 53,12 65,52 62,07
13 65,52 65,45 51,22 66,67
14 61,42 54,67 54,42 65,52
15 62,67 57,45 53,41 61,42
16 60,92 53,07 52,11 66,67
17 62,11 56,67 55,00 64,92

De acordo com a analise estatistica para a producao de bioemulsificante por 96h, o
diagrama de Pareto de efeitos padronizados com o nivel de 95% de confianca (Figura 6), pode
ser observado que a variavel independente (Oleo de Soja Pds-Fritura) foi positivamente
significativa, em que individualmente o residuo agroindustrial em nivel mais alto demostraram
influéncia sobre a producdo do bioemulsificante, O ponto no qual os efeitos estimados sé&o
estatisticamente significativos (p = 0,05) esta indicado pela linha vertical vermelha tracejada.

Vale salientar que, em muitos estudos a 6leo de soja pos-fritura vém demonstrado ser
uma fonte promissora para o crescimento de micro-organismos, sendo incluida em meios de
producdo de bioemulsificantes e biossurfactantes (SOBRINHO et al., 2007, LUNA et al., 2011,
SANTOS et al.,, 2013). Esses dados obtidos sdo bastante promissores, considerando que a
producao biotecnolédgica 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 (CAMEOTRA E MAKKAR, 1998; RODRIGUES
et al. 2006; SOUZA et al., 2016).
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Figura 6. Diagrama de Pareto para determinar a influéncia dos residuos agroindustriais (6leo
de soja pos-fritura, manipueira e milhocina) na producéo do bioemulsificante

Pareto Chart of Standardized Effects; Variable: indice de Emulsificagao E4(%)
3factors, 1 Blocks, 17 Runs; MS Residual=86,22722
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A figura 7A mostra que para se obter um melhor indice de emulsificagéo, deve-se utilizar
na producao do bioemulsificante a maior concentracdo do substrato 6leo de soja pés-fritura e a
menor concentra¢do do substrato milhocina. Analisando apenas a influéncia da milhocina e da
manipueira na variavel resposta |E.4, verificasse que utilizando a menor concentragéo de ambos
0s substratos pode-se obter um melhor bioemulsificante (Figura 7C). Ja o gréfico (Figura 7B) que
analisa o |IEz4 de acordo com os substratos 6leo de soja pés-fritura e manipueira, nos mostra que
utilizando concentragdes maiores de 6leo de soja pos-fritura se obtém um maior IE24, porém as

concentracdes de manipueira foram irrelevantes.

Figura 7. Gréfico de superficie resposta para andlise do indice de emulsificagdo: (A) milhocina
X 6leo de soja pés-fritura; (B) 6leo de soja pés-fritura X maipueira; (C) milhocina X manipueira.
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3.3 Curva de crescimento do Syncephalastrum racemosum

De acordo com a Figura 8 pode-se observar que a Syncephalastrum racemosum
apresentou maior crescimento na temperatura de 28°C no periodo de 72 h para o biossurfactante
e 96 h para o bioemulsificante com biomassas de 3,53 g/L e 4,10 g/L respectivamente, verifica-
se que quanto maior o peso da biomassa, menor sera sua tensdo superficial e maior sera a
atividade emulsificante, assim como Bione et al. (2016) constatou com a Cunninghamella
phaeospora. Analisando o pH, pode-se observar que em ambos 0s casos houve aumento de
acordo com a elevacao da biomassa, evidenciando que a Syncephalastrum racemosum torna o

meio mais basico ao produzir o bioproduto.

Figura 8. Curva de crescimento do Syncephalastrum racemosum UCP 1551 através da
biomassa avaliando o pH e o indice de emulsificagdo (A-21°C, B-28°C, C-35°C). Curva de
crescimento do Syncephalastrum racemosum UCP 1551 através da biomassa avaliando o pH e
a tensdao superficial (D-21°C, E-28°C, F-35°C).
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A influéncia da temperatura e do tempo na producdo do biossurfactante € nitidamete
observada na figura 9, tornando-se evidente que 72 h a 28°C é o tempo e a temperatura 6tima
para producéo do biossurfactante, apresentando uma tenséo superficial de 30,1 mN/m. Enquanto
gue para a producdo do bioemulsificante, o tempo e temperatura 6tima é de 96 h e 28°C,
apresentando um indice de emulsificagdo de 97,58%.

Figura 9. Influéncia da temperatura e tempo de fermentacao na producéo do biossurfactante (A)

e do bioemulsificante (B).
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3.4 Caracterizacdo das Goticulas de Emuls&o Formadas Utilizado Oleo de Motor Queimado

As emuls@es formadas pelo bioemulsificante, utilizando como substrato hidrofébico o 6leo
de motor queimado, obtido da melhor condi¢&o no ensaios 3 do planejamento fatorial DCCR 23
(tamanho do in6culo de 10 % com cultivo & 28° C e agitagdo de 150 rpm ), em meio contendo
3,5% de milhocina, de manipueira 3,5% e 6,5 % de Gleo de soja pés-fritura) a partir das emulsdes
formadas em 24 h pelo liquido metabdlico (Figura 10A) e o surfactante quimico SDS (Figura
10B), foram observadas em ambas as emulsdes formaram gotas pequenas com insignificantes
espacos vazios, demonstrando floculagdo sem tendéncia a coalescer para volumes maiores,
apresentando uma maior homogeneidade entre as fases, sendo assim, uma maior tendéncia a
estabilidade termodinamica.

A andlise da emulsdo necessita de dois parametros importantes: o tamanho de gota da
fase dispersa e sua concentragdo. Estes fatores influenciam a viscosidade, estabilidade e
coalescéncia de acordo com Jillavenkatesa et al., (2001). As goticulas formadas da emulséo
variam em tamanho, gerando uma distribuicdo de tamanhos de gotas. Na tabela 4, pode-se

verificar a interacéo desses resultados neste estudo.
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Figura 10. Observa¢cdes microscopicas das gotas formadas a partir do bioemulsificante apos 24
h: (A) liquido metabdlico do ensaio 3 com emulsdo formado com 6leo de motor queimado e (B)
Surfactante Quimico (SDS) com emulséo formada a partir do 6leo de motor queimado.

50 um

Estabelecendo comparacéo entre a distribuicdo do tamanho das gotas e o indice de
emulsificacao (E24) do bioemulsificante nos ensaios demonstrados na tabela 4, pode-se verificar
gue as goticulas variaram em tamanho e este fato influenciou na estabilidade da emulsédo, como
pode-se verificar o ensaio 3. Dickinson et al., (2009) estudaram experimentalmente a
coalescéncia de gotas de tamanho milimétrico em interface 6leo/agua 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.

Tabela 4. Caracterizacdo macro e microscopica de emulsées formadas em 6leo de motor

gueimado do bioemulsificante em 24 h.

Ensaios Substrato Caracteristicas Diametro  Viscosidade Estabilidade
hidrofébico das emulsdes das gotas (cp) termodinamica
(Hm)

3 Oleo de motor ~ Gotas Pequenas,

queimado (Tipo  Compactadas e 1,3-12,5 1147 Estavel
) Homogéneas

SDS* Oleo de motor  Gotas Pequenas,

gueimado Compactadas e 2,5-12 114,1 Estavel

Homogéneas
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3.5 Efeito do Bioemulsificante de Syncephalastrum racemosum 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 éleo de 170 cP
para 115,1 cP ap6s 24h de repouso da amostra. Esta condi¢é@o foi acompanhada durante 96h
para identificar a capacidade do bioemulsificante em manter estavel a viscosidade da emulsao
formada. Os resultados demonstraram pequenas varia¢des durante 96h, ficando evidente que o
bioemulsificante do Syncephalastrum racemosum manteve a estabilidade da viscosidade em até
96h.

3.6 Estabilidade do Bioemulsificante Avaliada pela Viscosidade e indice de Emulsificac&o

Segundo Willumsen e Karlson (1997), a principal caracteristica dos agentes
emulsificantes é sua capacidade de manter a estabilidade de substancias com diferentes graus
de polaridade representados por valores de emulsifica aio (E24) acima de 50 % apds 24 horas.
Neste contexto, o bioemulsificante de S.racemosum foi capaz de manter elevada capacidade
emulsificante com valores de IE»s acima de 90% ap0s varia es bruscas de pH (Figura 11A),
obtendo valores significativos em toda faixa de pH testadas, resultados estes superiores aos de
Souza et al., (2016), que ndo conseguiu obter valores positivos em todas as suas faixas de pH..

A estabilidade avaliada apds exposicao a elevadas concentracdes de NaCl (Figure 11B),
demonstra que as emulsdes com 6leo queimado de motor permaneceram estaveis em todas
concentragdes testadas, com valores em torno de 99%. Esses resultados foram semelhantes ao
estudo de Silva-Andrade et al., (2014), ao obterem bioemulsificante de Cunninghamella
echinulata com capacidade emulsificante de até 12 % de NaCl apos cultivo em meio formulado
com milhocina e 6leo residual de soja. Por outro lado, obteve melhores resultados que Souza et
al. (2016) que conseguiu manter sua estabilidade emulsificante em apenas até 2% de NaCl.

A estabilidade térmica do bioemulsificante (Figure 11C) foi investigada entre 0 e 100°C.
De acordo com os resultados, as emulsdes com 6leo de motor queimado mantiveram-se estaveis
em até 37°C. Neste trabalho foi observado que as emulsdes estaveis se apresentaram com
valores térmicos de: 0° C, 5° C, 28° C e 37°C (com IE2s de 93,1%, 100%, 96,67%, 93,33%

respectivamente) utilizando éleo de motor como substrato hidrofobico.
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Figura 11. A estabilidade do bioemulsificante produzido por Syncephalastrum racemosum UCP

1302 de acordo com o indice de emulsificacao (IEz24): pH (A); NaCl (B); e temperatura (C).
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3.7 Concentragado Micelar Critica do Bioemulsificante

A concentracdo micelar critica (CMC) é a concentracao do surfactante que favorece a
formacdo de micelas, uma agregacéao 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 solugédo aquosa, causando um aumento da energia livre do sistema (BUENO
et al., 2010).

A CMC encontrada para o bioemulsificante produzido pelo S. racemosum, demonstrada
na figura 12, foi de 2,5 mg/mL. Quanto mais baixa melhor ser4 o bioemulsificante, pois sera
utilizado uma menor concentragdo. Sarubbo et al (2007) produziu um biotensoativo por Mucor
circinelloides que obteve uma CMC de 2,5 mg/mL, sendo considerado um 6timo biossurfactante.
O surfactante sintético (SDS) apresentou uma CMC (10 mg/mL) maior que a encontrada para o
bioemulsificante produzido por S. racemosum, sendo o0 bioemulsificante um melhor

emulsionante.
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Figura 12. Concentracao micelar critica do bioemulsificante produzido por Syncephalastrum

racemosum em comparagdo com o surfactante sintético (SDS).
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3.8 Rendimento, caracterizagdo preliminar e carga ibnica do biossurfactante e

bioemulsificante

Os testes realizados para determinar a composi¢éo bioquimica da biomolécula revelaram
a presenca de 53,56% de lipidios, 37,88% de proteinas e apenas 8,56% de e carboidratos
rendimento de 0,9 g/L. Esses estudos sugerem que o biossurfactante sintetizado por
Syncephalastrum racemosum é provavelmente classificado como um lipopeptideo.

J& na caracterizagdo biogquimicas preliminar do bioemulsificante aponta para que o
agente examinado era um material composto por lipideos totais (45,72 %), proteinas totais (42,19
%) e carboidratos totais (12,09 %) que sugerem que este classificado bioemulsificante como um
lipopeptideo e com rendimento de 1,66 g/L.

O potencial zeta determina a fung@o da carga superficial da particula que serve para
prever e controlar a estabilidade de emulsées e suspensdes coloidais (SARAFIN et al., 2014;
CORTES-CAMARGO et al., 2016). Nestas condi¢cbes estudadas, foi confirma os carateres

anionicos tanto do biossurfactante como bioemulsificante produzidos.
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3.9 Aplicacédo da propriedade de molhabilidade do biossurfactante e bioemulsificante

De acordo com a figura 13, através da cor da fibra do poliéster observada ao microscopio
na objetiva de x10 pode-se verificar que o biossurfactante e o bioemulsificante foram dois fortes
agentes umectantes, pois quanto mais escura a fibra maior a quantidade de liquido absorvida
pela fibra de poliéster.

Analisando por gravimetria foi possivel verificar que o poliéster foi capaz de absorver
0,16740 g de 4gua e 0,16245 g do biossurfactante e 0,15907 g do bioemulsificante, evidenciando
a capacidade molhante do biossurfactante e do bioemulsificante. De acordo com a figura 13
pode-se verificar microscopicamente esta constatacdo, onde a fibra de poliéster seco (Figura
13B) apresenta uma coloracao cinza clara e a fibra com biossurfactante/bioemulsificante (Figura
13C e 13D, respectivamente) uma coloracdo cinza escura similar a fibora com agua absorvida
(Figura 13A).

Figura 13. Microscopia 6ptica da fibra do Fibra do Poliéster com agua (A),Bioemulsificante (B) e

Biossurfactante (C), Fibra do poliéster seca (D).
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4. CONCLUSOES

O Syncephalastrum racemosum UCP 1302 foi capaz de produzir biossurfactante e bioemulsificante
com execelentes estabilidades térmicas, idnicas e do pH a partir da bioconverséo de 6leo de soja
pos-fritura, manipueira e milhocina como componente do meio de cultivo. O arduino no
monitoramento da temperatura se mostrou eficaz durante todo o processo de producdo dos
bioprodutos. Além disso, o bioemulsificante foi capaz de reduzir a viscosidade de petroderivado, o
gue indica sua possivel aplicagdo em processos de biorremediacdo em solo e agua. As
biomoléculas também foram avaliadas quanto ao tamanho de suas particulas, demostrando sua
estabilidade termodinamica e quanto a sua molhabilidade demonstrando eficiéncia que indica sua
possivel aplicabilidade para o processo de Recuperacdo Microbiana de Petroleo Aprimorado
(MEOR), onde poderiam reduzir a tensao interfacial entre o 6leo e a superficie da rocha ou da
agua, o que resultaria na emulsificacdo e, por sua vez, melhoraria o deslocamento da incrustacéo
dos poros e alteraria a molhabilidade, tornando o processo de recuperagao mais eficiente. Por sua
vez, a utilizacdo dos residuos agroindustriais para a producao de bioemulsificante por S.
racemosum €é uma metodologia ambientalmente adequada, uma vez que promove O
aproveitamento de um residuo regionalmente disponivel, gerado pelas industrias de alimentos e
estabelecimentos comerciais. Este bioprocesso se mostrou sustentavel e suas finalidades foram
cumpridas: a de valorizagdo dos substratos agroindustriais e a producdo de biossurfactate e

bioemulsificante.
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CONCLUSOES GERAIS

e O Syncephalastrum racemosum UCP 1302 foi capaz de produzir um biossurfactante e
um bioemulsificante com propriedades semelhantes aos surfactantes e emulsificantes

guimicamente sintetizados;

¢ A producao do biossurfactante e bioemulsificante foram beneficiadas pelo uso 6leo de
soja pos-fritura, manipueira e milhocina, como estratégia biotecnoldgica e sustentavel,

favorecendo a reducao dos custos de producao;

e O biossurfactante e o bioemulsificante produzido por Syncephalastrum racemosum

possui estabilidade diante das variagdes térmica, ibnica e do pH;

e O bioemulsificante possui importante propriedade na reducdo da viscosidade oleo
gueimado de motor, que indica sua possivel aplicacdo em processos de biorremediacao;

o Apresentam excelente capacidade molhante, sugerindo aplicabilidade para o processo
de Recuperacao Microbiana de Petrdleo;

o Este bioprocesso se mostrou sustentavel e suas finalidades foram cumpridas: a de
valorizacdo dos substratos agroindustriais e a producdo de biossurfactate e

bioemulsificante.



