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1 INTRODUCAO

Os biossurfactantes sdo moléculas anfipaticas, com carater tensoativo,
produzidas por uma ampla variedade de bactérias e leveduras. Essa classe de
moléculas forma uma pelicula nas interfaces da superficie do liquido com o
ambiente através da orientacdo de grupos polares e apolares, de acordo ao
carater hidrofilico/hidrofébico da superficie. Essa interacdo de biossurfactantes
com uma superficie de substrato altera a caracteristica hidrofébica da
superficie, interferindo na adesdo microbiana e na dessorcdo de processos

(MONTEIRO et al., 2011; MORITA et al., 2011).

A maioria dos surfactantes produzidos € derivada do petrdleo, toxicos e
em geral ndo sdo degradados por micro-organismos, sendo um potencial
poluidor ambiental. Esses perigos tém chamado atencéo para a producdo de
surfactantes de origem microbiana, pois estes tém atraido a atencdo da
producdo de biossurfactantes por serem menos agressivos ao ambiente

(KIRAN et al., 2009; RUFINO et al., 2011).

As vantagens de uso dos biossurfactantes em relagdo aos surfactantes
sintéticos sao diversas, tais como menor toxicidade, biodegradabilidade e maior
estabilidade em temperaturas ou pHs extremos (VAZ et al., 2012). Podem ser
utilizados em diferentes aplicacdes industriais tais como: industrias de
medicamentos, cosmeéticos, petroquimica, alimenticias e nas areas de
protecdo ao meio ambiente (BANAT et al., 2010; RUFINO et al., 2011).
Entretanto, para que a producdo seja realizada em larga escala € preciso
estabelecer processos de fermentacao e técnicas de separacao de baixo custo

e alta eficiéncia (WINTERBURN; RUSSELL; MARTIN, 2011).
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Os micro-organismos apresentam uma diversidade genética e
desempenham fun¢des Unicas e cruciais na manutencdo de ecossistemas. Na
exploracdo desta diversidade, além de outras moléculas, obtém-se substancias
bioativas, como os biossurfactantes através de processos biotecnoldgicos, que
vem contribuindo para a melhoria da qualidade de vida, mediante a producéo e
a aplicacdo destas substancias, como agentes emulsionantes e
antimicrobianos (BON et al., 2008).

Dentre esses micro-organismos as leveduras como as espécies de
Candida que tém sido empregadas com frequéncia na producdo de
biossurfactantes (FONTES; AMARAL; COELHO, 2008). As leveduras sé&o
reconhecidas pela sua diversidade morfoldégica e bioquimica, podendo ser
encontradas em diversos ambientes naturais, como matéria organica em
decomposicdo, agua doce e salgada e solo. As leveduras sédo heterotroéficas,
pois necessitam de matéria organica elaborada para sua nutricdo; a absorcao
dos nutrientes por esses micro-organismos ocorre pela acdo de enzimas que
hidrolisam as macromoléculas e permitem sua assimilacdo através dos
mecanismos de transporte ativo e passivo (LACHANCE et al., 1998; LACAZ et
al., 2002).

Devido as vantagens apresentadas pelo uso de surfactantes de origem
microbiana e crescente procura de processos de producdo de baixo custo, é
fundamental a descoberta de  micro-organismos  produtores de
biossurfactantes, de desenvolvimento de novos processos de producdo e

aplicacdes para ampliar a utilizacdo desses biocompostos.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Produzir biossurfactante por levedura isolada de poélen apicola de
Mellipona seminigra merrilae da regido do Baixo Amazonas — AM, utilizando

meio de producéo de baixo custo.

2.2 Objetivos Especificos

- Selecionar dentre 20 culturas de leveduras isoladas de pélen apicola de M.

seminigra merrilae, a melhor produtora de biossurfactante;

- Selecionar a melhor fonte de carbono para a producéao de biossurfactante por

leveduras isoladas do pdlen apicola;

- Otimizar a producao do biossurfactante produzido pela levedura selecionada

através do modelo de planejamento estatistico Plackett-Burman;

- Avaliar a cinética de crescimento e de produgéo do biossurfactante produzido

pela levedura selecionada;

- Calcular o indice de emulsificacdo e a tenséo superficial do liquido metabdlico

livre de células contendo o biossurfactante ;

- Definir o rendimento do biossurfactante bruto produzido pela levedura

selecionada;

- Determinar a estabilidade do biossurfactante produzido quanto a diferentes

temperaturas, pHs e concentragdes de cloreto de sddio;
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- Avaliar a fitotoxicidade do biossurfactante produzido pela levedura
selecionada frente a sementes de Lactuca sativa L., Brassica oleracea L. e

Coriandrum sativum L.;

- Avaliar a toxicidade do biossurfactante frente ao microcurstaceo Artemia

salina.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Biossurfactantes

Biossurfactantes sdo polimeros, totalmente ou parcialmente
extracelulares, que podem ser produzidos por bactérias, fungos filamentosos e
leveduras (XIA et al., 2011). Apresentam-se como moléculas anfipaticas com
estrutura de composicao hidrofébica e hidrofilica, caracteristicas que lhes
permitem formar micelas que se acumulam na interfase entre liquidos de
diferentes polaridades tais como agua e 6leo, reduzindo assim a tenséo
superficial e tensdo interfacial, facilitando a absorcdo de hidrocarbonetos a
producdo de micelas e micro emulsées (THAVASI et al., 2009; CHEN et al.,

2010; CHANDRAN; DAS, 2010; VAZ et al., 2012).

As vantagens dos biossurfactantes incluem biodegradabilidade elevada,
baixa toxicidade, aceitabilidade ecologica. As propriedades dos
biossurfactantes incluem seletividade e atividade especifica em extremos de
temperaturas, pH e salinidade (DAS; MUKHERJEE; SEN, 2009; PRIYA,;

USHARANI, 2009; CHANDRAN; DAS, 2010; CHANDRAN; DAS, 2011).

3.2 Classificacdo dos biossurfactantes

Os biossurfactantes ocorrem na natureza na forma de moléculas
complexas, tais como: glicolipideos, fosfolipideos e lipopeptideos, complexos
de proteinas, polissacarideos e acidos graxos, lipopolissacarideos e lipideos de
poliol (MUKHERJEE; DAS; SEM, 2006; PATTANATHU; GAKPE, 2008; DAS;

MUKHERJEE; SEN, 2009; PRIYA; USHARANI, 2009).
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Suas estruturas compreendem duas partes: a porcdo hidrofébica da
molécula com longa cadeia de acidos graxos, acidos graxos hidroxilados ou um
acido graxos alquil-b-hidroxila e a porcdo hidrofilica, que pode ser um
carboidrato, aminoacido, peptideo ciclico, fosfato, acido carboxilico ou alcool
(KHOPADE et al., 2012a). Os biossurfactantes também podem ser
classificados de acordo com a sua propriedade ibnica em agua: anidénicos, nao

idnicos, catibnicos e anfotéricos (VAZ et al., 2012).

Dentre os biossurfactantes mais conhecidos podemos destacar o
ramnolipideo, a surfactina e também o soforolipideo. Ramnolipideo € um
glicolipideo, em que uma ou duas moléculas de ramnose estao ligadas a uma
ou duas moléculas de &cido hidroxi-decandico, enquanto que o grupo hidroxila
de um dos &cidos esta envolvido na ligagcdo glicosidica com a extremidade
redutora do dissacarideo ramnose, o segundo grupo hidroxila do acido esta

envolvido na formacgéo do éster (PRIYA; USHARANI, 2009).

A surfactina, o lipopeptideo mais conhecido produzido por Bacillus
subtilis, € uma molécula cujos dois grupos funcionais consistem em uma longa
cadeia de acido graxo alfa-hidroxilado e uma curta cadeia peptidica de sete
residuos de aminoacidos. Existem trés tipos diferentes de surfactinas (A, B e
C), que séo classificadas de acordo com as diferencas nas suas sequéncias de

aminoéacidos (RODRIGUES et al., 2006; SHALIGRAM; SINGHAL, 2010).

A molécula soforolipideo consiste no dissacarideo soforose (2-S-13-D-
glucopiranosil-13-D-glucopiranose) com o carbono 6' e 6" do grupo hidroxila

acetilado ligado ao acido graxo por meio de uma ligacao glicosidica entre o
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carbono 1' e o carbono 1 de um acido graxo de cadeia longa (CHANDRAN;

DAS, 2011).

3.3 Aplicacdes dos biossurfactantes

A utilizacdo dos biossurfactantes na natureza ainda nao sao tao claros,
mas sabe-se que atuam aumentando a absorcédo de nutrientes nos substratos
hidrofébicos, aumentando o crescimento em superficies hidrofébicas e na
formacdo de biofiilmes (CHANDRAN; DAS, 2011). Eles sao utlizados em
diferentes industrias, na tecnologia de alimentos, no segmento farmacéutico,
agricultura, cosmeéticos, de produtos para higiene pessoal, produtos de limpeza
e na petroguimica (JOSHI et al.,, 2008; BAO et al.,, 2009; LOTFABADA;

SHOURIANC; REZA, 2009; VAZ et al., 2012).

Os biossurfactantes também podem ser utilizados na recuperacdo de
solos e aguas contaminadas por hidrocarbonetos (PRIYA; USHARANI, 2009;
SOTIVORA et al.,, 2009; NAKANO et al.,, 2011; KHOPADE et al., 2012b).
Apenas 30% do Oleo presente no reservatério de petroleo poder ser
recuperado através de técnicas de recuperacdo primaria e secundaria (XIA et
al., 2011), sendo o MEOR (recuperacdo microbiana de 6leo melhorada) uma
alternativa estudada nesta recuperacao do 6leo (BAO et al., 2009; XIA et al.,
2011; NAKANO et al.,, 2011; SHAVANDIA et al.,, 2011; GHOJAVAND;

VAHABZADEH; KHODABANDEH, 2012).

Nos ultimos anos, essas moléculas foram estudadas por possuir varias
propriedades interessantes na terapéutica e na biomedicina (DAS;

MUKHERJEE, SEM; 2008, KHOPADE et al., 2012b) com atividades
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antimicrobiana, antitumoral e antiviral (PRIYA; USHARANI, 2009; KHOPADE et

al., 2012a).

A surfactina pode também inibir a formacédo de fibrina do coagulo
sanguineo, induzir a formacdo de canais ibnicos em membranas de bicamada
lipidica e inibir a adenosina ciclica monofosfato (CAMP). Além disso, existem
relatos de acédo antiviral da surfactina, devido a uma interacdo fisico-quimica

entre o surfactante e a membrana lipidica do virus (ABOUSEOUD et al., 2008).

Os soforolipideos e seus derivados séo relatados por diminuir a
gravidade da asma em um modelo in vivo (BLUTH et al., 2008), demonstrar
efeito letal contra células cancerosas humanas pancreaticas (FU et al., 2008),
atuar como agentes terapéuticos com propriedades espermicidas (GROSS;
DONCEL; SHAH, 2004), atividade anticancerigena (SCHOLZ et al., 1998) e
atividade antibacteriana (REETIKA; KUMAR; ASMITA, 2012). Os
biossurfactantes apresentam diversas aplicacbes, havendo a necessidade de
encontrar diferentes micro-organismos produtores e alternativas de biossintese

destes biocompostos.

3.4 Producéao dos biossurfactantes

A ampla aplicagdo dos biossurfactantes tem sido limitada pelo seu alto
custo de producdo e baixo rendimento. Do ponto de vista econdmico, 0S
biossurfactantes ainda ndo sao capazes de competir com os surfactantes
guimicos em funcdo de seu alto custo de producdo, associado a processos
ineficientes de recuperagao e purificagdo (ROCHA et al.,, 2006). Portanto,
apenas alguns, como a surfactina, sao produzidos em escala industrial (SHETE

et al., 2006). A fim de reduzir os custos de producdo e aumentar a sua
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competitividade, varios pesquisadores tém trabalhado no desenvolvimento de
novos e mais baratos processos e/ou utilizacdo de matérias-primas de baixo
custo (PORTILLA-RIVERA et al.,, 2008; DAS; MUKHERJEE; SEN, 2009;

MAKKAR; CAMEOTRA; BANAT, 2011; VAZ et al., 2012).

Os biossurfactantes podem ser produzidos por bactérias, fungos
filamentosos ou leveduras a partir de varios substratos, incluindo acgucares,
glicerol, 6leos, hidrocarbonetos e residuos agricolas (KHOPADE et al., 2012b).
De acordo com Bordoloi e Konwar (2009), a espontanea liberacdo e producao
de biossurfactantes estdo muitas vezes relacionadas a absorcdo de
hidrocarbonetos. Logo, a utilizagcdo do substrato com fonte de carbono é um
fator limitante na producé&o de surfactantes microbianos. O tipo de fonte de
carbono utilizada tem sido relatado como influéncia tanto na qualidade quanto
na quantidade dos biossurfactantes produzidos (PANILAITIS et al., 2007,

ABOUSEOUD et al., 2008).

Essas substancias bioativas podem ser produzidas in situ por inoculagéo
do micro-organismo no local de atuacdo do biossurfactante ou extra situ por
adicdo do biossurfactante previamente produzido em outro local (CARRILO et
al., 2003). A biodegradacdo de moléculas de superficie ocorre quando 0s
micro-organismos utilizam muitos compostos nao degradaveis como fonte de

carbono e energia (LIMA et al., 2011).

Os micro-organismos produzem biossurfactantes, como uma mistura de
varias isoformas que podem variar na por¢cao carboidrato e peptideo e/ou no
comprimento da cadeia ou na ramificacdo da porcédo lipidica da molécula

(PERFUMO et al., 2006; DAS; MUKHERJEE; SEN, 2009).
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Para reduzir os custos de producao, diferentes alternativas poderiam ser
investigadas como o0 aumento dos rendimentos, o0 desenvolvimento de
processos econdmicos e da utilizagdo de matéria-prima de baixo custo para o
crescimento do micro-organismo e consequentemente producdo do
surfactante. A escolha de matérias-primas torna-se viavel para a economia
global do processo, pois correspondem a 50% do custo final do produto, o que
contribui com a reducdo dos residuos depositados no ambiente ou na
despesas com tratamento dos mesmos (KOKARE et al., 2007, MANEERAT;

PHETRONG; SONG, 2007).

7

Uma estratégia que esta sendo bastante utilizada € a utilizacdo de
substratos de origem renovavel como fonte de carbono. (FONTES et al., 2008).
Os Oleos vegetais sdo fontes de carbono adequadas para a obtencdo de
tensoativos ecologicamente seguros (SARUBBO; LUNA; CAMPOS-TAKAKI,
2006). Alguns micro-organismos produtores de biossurfactantes e os tipos de

6leos utilizados sao listados na Tabela 1.



20

Tabela 1. Micro-organismos produtores de biossurfactante com uso de 6leos

vegetais como fonte de carbono.

Oleo vegetal

Micro-organismo

Referéncia

Oleo de oliva

Oleo de soja

Oleo de amendoim

Oleo de palma
Oleo de girassol
Oleo de colza
Oleo de semente

de algodao

Oleo de milho

Pseudomonas flourescens

Pseudozyma tsukubaensis

Pseudozyma hubeiensis

Pseudomonas sp. e
Enterobacter cloacae
P. aeruginosa LBI
P. putida
Candida lipolytica
Lactobacillus delbrueckii
C. sphaerica UCP0995
Pseudomonas sp.
Trichosporon montevideense
P. koreensis

C. glabrata

C. ingens

Aboseuoud et al., 2008
Aboseuoud et al., 2010
Fukuoka et al., 2008b
Konishi et al., 2010
Konishi et al., 2011

Darvish et al., 2011

Gomes; Nitschke, 2012
Pei; Zhan; Zhou, 2009
Rufino et al., 2011
Thavasi; Jayalakshmi; Banat, 2011
Sobrinho et al., 2008
Nawawi; Jamal; Alam, 2010
Monteiro et al., 2011
Hultberg; Holmkvist; Alsanius, 2011
Sarubbo; Luna; Campos-Takaki,
2006
Luna; Sarubbo; Camos-Takaki,
2009

Amézcua-Vega et al., 2007

O aproveitamento de residuos com substratos apresenta relevancia na

reducdo de custos na producdo de biocompostos surfactantes. Segundo Wang

et al. (2011) o Penicillium expansum produz ramnolipideo a partir de palha de

trigo triturada. Luna et al. (2008) utilizaram milhocina como componentes do
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meio para produzir biossurfactante pela levedura C. sphaerica. O
biossurfactante produzido por Bacillus subtilis LB5a utilizou manipueira como
meio de cultivo (BARROS; QUADROS; PASTORE, 2008). Foi utilizado 6leo
reisual de soja por Klebsiella sp. (LEE et al., 2008), de girassol e caldo de
abacaxi para producéo por Pseudomonas flourescens (LIMA et al., 2010). O
melaco foi substrato para producéo de biossurfactante por Bacillus licheniformis
K51, B. subtilis 20B, B. subtilis R1 e Bacillus sp. HS3 (JOSHI et al., 2008) e por
Leucobacter komagatae 183 (SAIMMAI; SOBHON; MANEERAT, 2012). A
producdo do biossurfactante por B. subtilis LSFM 05 foi realizado com glicerol
(FARIA et al.,, 2011) assim como 0 micro-organismo Variovorax paradoxus

(FRANZETTI et al., 2012).
3.5 Micro-organismos produtores de biossurfactantes

Varios micro-organismos, tais como, bactérias e fungos (incluindo as
leveduras) sdo conhecidos por produzir tipos especificos de biossurfactantes
(KIRAN et al., 2009). Mesmo encontrando maiores relatos de bactérias
produtoras, € ascendente o niamero de leveduras com essa caracteristica, se
destacando o género Candida sp., como C. ingens (AMEZCUA-VEJA et al.,
2007), C. bombicola (DAVEREY; PAKSHIRAJAN, 2011a; FELSE et al., 2007) e
C. glabrata (SARUBBO et al., 2006; LUNA et al., 2009) seguido pelo género
Pseudozyma, como P. antarctica, P. tsukubaensis e P. hubeiensis (FUKUOKA

et al., 2011; KONISHI et al., 2011).

Muitas espécies de leveduras sao conhecidas por produzir soforolipidos,
glicolipidios extracelulares, quando cultivadas em fontes de carbono, tais como

glicose e acidos graxos de cadeia longa, e diferentes fontes de nitrogénio
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(CHANDRAN; DAS, 2011). Os soforolipidos s&o relatados por serem
secretados pelas leveduras Wickerhamiella domercgiae (DAVEREY;
PAKSHIRAJAN, 2009a), Rhodotorula muciliginosa, C. rugosa (CHANDRAN;
DAS, 2011), C. bombicola (DAVEREY; PAKSHIRAJAN, 2009b; DAVEREY;

PAKSHIRAJAN, 2010; DAVEREY; PAKSHIRAJAN, 2011b).

Outro biossurfactante relatado € o manosileritritol (MEL) que é um
glicolipideo promissor produzido a partir de Oleos vegetais e acucares, por
leveduras, do género Pseudozyma (FUKUOKA et al., 2011). FUKUOKA et al.
(2008a) relataram que o P. tsukubaensis produziu o diateroisbmero do MEL -B
guando cultivado usando 6leo de oliva. Fukuoka et al. (2008b) reportaram que
o P. crassa produziu diasteroisbmeros dos MELs -A, -B e -C (Figura 1) a partir

de dOleo de soja.

MEL-A: R, = R,= Ac
MEL-B: R, = Ac, R, = H
MEL-C: R, =H, R, =Ac
(n=6-10)

Figura 1. Estrutura quimica dos lipideos manosileritritol -A, -B e -C.
(Fonte: MORITA et al., 2009).
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Resumo

A producdo de biossurfactante foi o fator de selecdo entre 20 leveduras
isoladas do pélen apicola de Melipona seminigra merrilae da regido do baixo
Amazonas - AM. A producdo do biossurfactante pela levedura 9ll usando
residuo como fonte de carbono e nitrogénio foi otimizada usando planejamento
estatistico Plackett-Burman. O liquido metabdlico livre de células apresentou
tensao superficial de 28,30 mN/m e rendimento de 5,09 g/L de biossurfactante
bruto. A cinética de crescimento e de producdo do biossurfactante com a
melhor condic&o de producédo estudada, demonstraram que ha correlacdo entre
0 crescimento da levedura com a producdo de biossurfactante. O liquido
metabdlico apresentou emulsificacdo de 100% para os 6leos de motor virgem e
oOleo residual de motor. O biossurfactante mostrou-se estavel frente a diferentes
pHs (2-12), temperaturas (4-120 °C) e concentracdes de NaCl (2-12%, p/v) e
ndo apresentou toxicidade frente a sementes de Lactuca sativa L., Brassica

oleracea L. e Coriandrum sativum L. e ao microcrustaceo Artemia salina.

Palavras-chaves: Biossurfactante, levedura, 6leo de soja, milhocina, Plackett-

Burman, estabilidade, toxicidade.

Abstract

Biosurfactant production was the selection factor between 20 yeasts isolated
from bee pollen of Melipona seminigra merrilae of the lower Amazonas - AM.
The production of biosurfactant by yeast 9ll using waste as a source of carbon
and nitrogen was optimized using statistical design Plackett-Burman. The
metabolic liquid cell-free presented surface tension 28,30 mN/m, yield of 5,09

g/L of crude biosurfactant. The growth kinetics and production of the
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biosurfactant with the best production condition studied demonstrated a
correlation between the growth of yeast with the biosurfactant production. The
liquid metabolic presented emulsification of 100% for virgin engine oils and
residual oil engine. The biosurfactant was stable before a pH range (2-12),
temperature (4-120 °C) and NaCl concentrations (2-12%, w/v) and no toxicity
compared to Lactuca sativa L., Brassica oleracea L. and Coriandrum sativum L.

seeds and Artemia salina shrimp.

Keywords: Biosurfactant, yeast, soybean oil, corn steep liquor, Plackett-

Burman, stability, toxicity.
1 INTRODUCAO

Os biossurfactantes sdo compostos tensoativos produzidos por micro-
organismos. Sao moléculas anfifilicas que consistem de uma cabeca polar e
uma cauda hidrofébica (1) e podem ser classificados segundo sua composicéo
quimica, como glicolipideos, lipopolissacarideos, oligossacaridos e
lipopeptideos (2, 3). Estas substancias bioldgicas sdo utilizadas em diversas
aplicacGes terapéuticas, como na producdo de antibidticos e compostos
antifangicos ou antivirais (4), na biorremediacdo do solo e areia contaminados
como também na recuperacdo de aguas subterrdneas contaminadas por

hidrocarbonetos (5).

Comparado com surfactantes sintéticos, os biossurfactantes apresentam
vantagens, pois sdo biodegradaveis e menos toxicos (6), assim como,
apresentam maior compatibilidade com o ambiente, elevada emulsificagéo,
seletividade especifica em extremas condi¢des de temperatura, pH, salinidade,

e podem ser sintetizados a partir de reservas renovaveis (7). Estas
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propriedades os tornam aplicaveis nas industrias de alimentos, de cosméticos e

farmacéuticas (8).

Embora biossurfactantes apresentem vantagens tdo importantes, eles
ainda ndo séao utilizados na industria devido aos elevados custos de producéo.
Uma possivel estratégia para a reducdo de custos na producédo é a utilizacdo
de substratos alternativos nos processos (9). A milhocina é obtida através da
maceracdo do milho, apresentando um teor de proteina de 25%, ndo devendo
ser considerada proteina hidrolisada ou hidrolisado protéico e sim como fonte
de nitrogénio essencial para o crescimento celular (10). O 6leo de soja é o de
maior consumo no mercado brasileiro, porque os demais Oleos vegetais
(canola, azeite de oliva, girassol, etc.) apresentam custo superior. Logo, o 6leo
de soja procedente da fritura de alimentos se apresenta como uma fonte
alternativa de carbono de baixo custo e grande disponibilidade em todo o
territério nacional. Lima et al. (11) utilizaram 6leo de soja de fritura como fonte
de carbono para a producdo de biossurfactante em quantidade superior aos

resultados referidos em trabalhos disponiveis na literatura.

Um aspecto importante € encontrar micro-organismos capazes de
produzir biossurfactantes estaveis, para isso, devem-se desenvolver processos
eficientes de producdo para que se obtenham moléculas ativas utilizando

substratos renovaveis e residuos agroindustriais (12).

Desta forma, as leveduras sdo consideradas boas produtoras de
moléculas biotecnologicamente importantes, entretanto, poucas leveduras séo
descritas na literatura como produtoras de biossurfactantes, sendo as principais

representantes as dos géneros Candida e Pseudozyma (10, 13, 14). Em virtude
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destas questbes, o objetivo deste trabalho foi produzir biossurfactante por
levedura utilizando substrato de baixo custo, assim como avaliar sua cinética
de crescimento, emulsificacdo e toxicidade frente a sementes de alface,

repolho e coentro e ao micro crustaceo Artemia salina.
2 MATERIAIS E METODOS
2.1 Micro-organismos

As amostras de leveduras utilizadas foram isoladas de pdlen apicola da
Melipona seminigra merrilae coletadas na regido do Baixo Amazonas, Boa
Vista de Ramos, Amazonas e obtidas da cole¢cdo de micro-organismos da
Universidade Federal do Amazonas. As 20 culturas de leveduras foram
cultivadas em Agar Sabouraud com extrato de leveduras por 27 °C durante
48h. Posteriormente, uma pequena quantidade de células foram transferidas
para frascos Erlenmeyer de 250 mL contendo 50 ml de caldo Sabouraud e
incubado aerobicamente durante um 48h a 27 °C em agitador orbital a 150 rpm
para obtencdo de células para estocagem. Para a obtencao do pré-inéculo, o
estoque foi ativado em 100 mL de caldo Sabouraud e incubado em agitador

orbital a 27 °C, 150 rpm e 48h.
2.2 Selecéo do micro-organismo produtor de biossurfactante

A selecédo das leveduras produtoras de biossurfactantes foi realizada por
fermentacdo submersa, na qual as 20 culturas foram testadas em 100 mL de
meio cultivo com a composicdo: extrato de levedura (10g/L), KH,PO, (3g/L),
MgSO, (3g/L) e dleo de pequi 0,5%, em pH 7,0 utilizando Erlenmeyer de 250
mL de capacidade, esterilizadas a 121 °C por 20 min. Foi introduzido uma

concentracédo de 10® células/mL do pré-indculo e foi colocado em agitador
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orbital a 150 rpm, 28 °C, por 96h. Inicialmente, a biossintese do biossurfactante
foi avaliada pelo teste de dispersdo e agregacdo de 6leo. Posteriormente, as
gue apresentaram melhores producgdes foram avaliadas segundo a reducgéo da

tensédo superficial.

2.3 Teste de disperséo e agregacéao de 6leo

O teste de dispersdo e agregacao do 6leo foi realizado de acordo com
Morikawa et al. (15) e modificado por Santos et al. (16) pelo tipo e volume do
Oleo utilizado. Em uma placa de Petri, foi colocado 40 mL de agua ultra pura foi
adicionado 2,0 mL do d6leo residual de motor. Em seguida 10 pL do liquido
metabadlico livre de células foram colocados na superficie da pelicula do 6leo. A
dispersédo seguida de agregacao do Oleo de motor verificada visualmente apos

30 segundos.

2.4 Determinacédo datenséo superficial (TS)

A tensdao superficial do liquido livre de células foi realizada utilizando um
tensidmetro digital de superficie (KSVSigma 700, Ltd., Finland) pelo método do
anel de Du Nuoy (17). A calibragéo foi realizada utilizando agua destilada (TS =

71,5 mN/mz0,5) antes de medir a tensao superficial das amostras.

2.5 Selecdo da fonte de carbono de baixo custo na producdo de

biossurfactante

Apols a selecdo das culturas produtoras de biossurfactantes, as trés
melhores foram escolhidas para a selecdo da melhor fonte de carbono. Para
isto, foram testadas as fontes de carbono de baixo custo: Oleo residual de soja,

glicerol e melaco. O meio de cultivo foi composto da fonte de carbono (0,5%),
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extrato de levedura (10g/L), KH,PO4 (3g/L), MgSO, (3g/L), com pH 7,0,em
Erlenmeyer de 250mL e esterilizadas a 121 °C por 20 min, em duplicata. Foi
adicionado 108 células/mL do pré-inéculo e foi colocado em agitador orbital a
150 rpm, 28 °C, por 96h. A eficiéncia na producdo do biossurfactante foi
avaliada pela medida da reducdo da tensédo superficial do liqguido metabdlico

livre de células.

2.6 Otimizacdo da producdo de biossurfactante através do modelo

Plackett=Burman

Apoés a selecdo da melhor cultura de levedura e da melhor fonte de
carbono de baixo custo, o planejamento fatorial Plackett-Burman, foi analisado
com a ajuda do software estatistico Statistica 8.0, foi realizado a fim de
determinar a melhor condicdo de producdo de biossurfactante, usando
substrato de baixo custo composto por milhocina e 6leo de soja residual de
fritura. Os intervalos e niveis de variaveis investigadas no presente estudo
estdo apresentados na Tabela 1. A biossintese foi avaliada segundo tenséo
superficial e indice de emulsificacdo com diversos 6leos. O modelo Plackett-
Burman é adequado para a investigacédo dos efeitos de um grande numero de
parametros de um ensaio experimental e podem ser utilizados para determinar
os fatores que tém contribuicdes significativas (18), e é baseado no modelo de

equacdao de primeira ordem:
Y = b() + bixl-

Onde, Y é a resposta, by € 0 modelo intercepto, b; € o coeficiente linear e x; € 0

nivel da variavel independente.
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2.7 indice de emulsificacéo (IE,s)

O IE4 foi medido utilizando o método descrito por Cooper e Goldenberg
(19) modificado, no qual 1mL do liquido metabdlico livre de células foi
adicionado a 1mL de diferentes 6leo sem tubo de ensaio com tampa e agitadas
vigorosamente por 2 min, em triplicata. A estabilidade da emulsdo foi
determinada apds 24h, a 28 °C. O IEy, foi calculado dividindo-se a altura da

camada de emulsao pela altura total da mistura e multiplicada por 100.
2.8 Cinética de crescimento e producéo de biossurfactante

A curva de crescimento e producdo do biossurfactante foi alcancada
com as amostras colhidas a cada 6 h durante as primeiras 24 horas e a cada
12 h, até o término do periodo de fermentagcdo (120 h) e acompanhadas de
andlises de biomassa (peso seco em g/L), pH, tensdo superficial, rendimento
em biossurfactante isolado (g/L) e IE;; com 6leo de soja. Os experimentos

foram realizados em duplicata.
2.9 Determinagao da estabilidade do biossurfactante

A estabilidade do biossurfactante foi avaliada utilizando o liquido
metabodlico livre de células obtido por centrifugacdo das culturas a 8000 rpm
durante 10 min. As amostras foram mantidas a temperaturas de 4, 28,60, 80,
100 e 121 °C a 10 min e a tensao superficial foi mensurada logo apds a
temperatura ambiente. No estudo da estabilidade do liquido metabdlico livre de
células em diferentes valores de pH (2,0; 4,0; 6,0; 8,0; 10,0 e 12,0). Também
foi observado o efeito das concentracdes de NaCl no intervalo de 2, 4, 6, 8, e
10% (p/v). Em todos os ensaios foram determinados a tensao superficial, em

duplicata.
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2.10 Extragéo e rendimento do biossurfactante bruto

O liquido metabdlico livre de células foi filtrado e centrifugado a 8000
rom durante 20 minutos. Proporcbes de cloroférmio:metanol (1:1) foram
utilizadas para a extracdo utilizando funil de separacéo, a 28 °C. A suspenséao
foi depositada em placas de Petri esterilizadas e evaporada em estufa a 37 °C
por 24h, até peso constante. O biossurfactante seco foi retirado da placa e
macerado até obter um p6. O rendimento do biossurfactante bruto foi medido

em g/L.

2.11 Atividade de fitotoxicidade

A fitotoxicidade do biossurfactante bruto foi determinada de acordo com
Tiquia et al. (20). As sementes de alface (Lactuca sativa L.), repolho (Brassica
oleracea L.) e coentro (Coriandrum sativum L.) foram adicionadas em solugdes
do biossurfactante bruto nas concentragbes de 1, 5 e 50 mg/mL. A
determinacao da fitotoxicidade foi avaliada apdés 120 h, e expressa pelo indice
de germinacdo (IG), através das percentagens de germinacdo relativa das

sementes (GRS) e de comprimento relativo das raizes (CRR):

GRS (%) = (n° de sementes germinadas no extrato

+ n° de sementes germinas no controle) x 100

CRR (%) = (comprimento meédio da raiz no extrato

+ comprimento médio da raiz no controle) x 100

IG (%) = (GRS X CRR) =+ 100
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2.12 Atividade de toxicidade frente & Artemia salina

O ensaio de toxicidade foi realizado segundo Meyer et al. (21) utilizando
Artemia salina, um micro crustaceo indicador de toxicidade. Os ovos de A.
salina foram colocados em uma solugéo de sal marinho (30g/L) e incubados

com luz artificial por 24h para ecloséo das larvas.

Apos eclosdo, 10 larvas foram colocadas em tubos de ensaio contendo 5
mL da solugcdo salina com as seguintes concentracdes do biossurfactante:
0,10; 0,25; 0,50; 0,75 e 1,00 g/L. O controle foi realizado apenas com a solucéo
salina e as larvas. As amostras foram observadas apos 24 h, para o calculo da
taxa de mortalidade. A concentracdo limiar de toxicidade, expressa como
concentracdo de biossurfactante por 100 mL de agua salina, foi definida como
a menor concentracdo letal aos micros crustaceos em 24 h. Os testes foram

realizados em triplicata.

3 RESULTADOS E DISCUSSOES

3.1 Selecdo do micro-organismo com potencial producao de

biossurfactante e da fonte de carbono

A partir da selecdo das 20 culturas de leveduras isoladas do pdlen
apicola, 13 apresentaram potencial para producdo de biossurfactantes com
melhor disperséo e agregacdo do 6leo de motor residual. Quando mensuradas
a reducdo da tensdo superficial, destacaram-se as leveduras 7Il, 9ll e 10IlI,

como mostradas na Tabela 2.

Um grande desafio para a producéo de biossurfactante é a reducdo dos

custos. Estima-se, entdo, que a escolha de uma fonte de carbono de baixo
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custo ou residual, atenue de 10-30% do custo total da producéo (10). O éleo de
pequi, utilizado para producdo de biossurfactantes com baixa tensao
superficial, apresenta custo elevado sendo necessario encontrar uma fonte de
carbono de baixo custo. A Figura 1 mostra a sele¢céo da fonte de carbono, na
gual se observou que o 6leo de soja residual de fritura foi a matéria-prima que
apresentou melhores reducbes de tensdo superficial para as leveduras
estudadas, O liquido metabdlico contendo o biossurfactante produzido pela
levedura 9Ill apresentou o0os menores valores de tensdo superficial de
31,931+0,194 mN/m, sendo esta a levedura escolhida para fases posteriores
neste trabalho. O 6leo de soja residual também foi a fonte de carbono
escolhida para a producéo de biossurfactante por Candida sphaerica (8) por C.
tropicalis UCP0996; C. lipolytica UCP0988; C. sphaerica UCP0995; C. glabrata

UCP1002; C. buinensis UCP0994 e C. guilliermondii UCP0992 (22).
3.2 Otimizacao da producéo de biossurfactante

A levedura 91l selecionada foi cultivada em meios de producdo com
diferentes condi¢cdes. A Tabela 3 apresenta a matriz do planejamento do
modelo estatistico Plackett-Burman com a resposta estudada em tensao
superficial, uma vez que ela é um parametro primario para selecionar micro-
organismos produtores de biossurfactantes. A tensdo superficial do liquido
metabodlico livre de células de 54,78 mN/m foi reduzida para 28,31 mN/m no
ensaio 9, quando cultivado sob 2,0% de d6leo de soja residual, 0,15% de
milhocina, 0,4% de ureia, 0,1% de KH,P0O,40,02% de MgS0O,.7H,0, pH 8, 28
°C, 96h, agitacdo de 100 rpm, aeracdo de 20%, e 10° coldnias/mL do pré-
in6culo. O planejamento Plackett-Burman foi também usado para otimizar a

producédo de biossurfactante pela bactéria S02, obtendo uma tenséo superficial
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de 36,2mN/m, apresentando como variaveis as concentracbes de sacarose,
glucose, NaNOj;, FeSO,;, MgSO, e K;HPO, como sendo importantes

parametros na producédo do biossurfactante (23).

Os valores dos efeitos de cada variavel com resposta em tensdo
superficial estdo descritos na Tabela 4. A analise estatistica de variancia
(ANOVA) foi realizada com as variaveis independentes, mostrada na Tabela 5,
apresenta os resultados estatisticos para a determinacdo da relacao entre as
variaveis significantes e a resposta. Os fatores a um nivel de 95% (p < 0,05)
foram considerados estatisticamente significativos. O maior valor de F indica
gue a variavel explicou adequadamente a variacdo dos dados sobre a sua

média e as estimativas dos efeitos das variaveis foram reais.

Comparando as Tabelas 4 e 5, podemos observar que as variaveis
independentes que apresentaram efeitos significativos foram concentracdo de
Oleo de soja residual, concentracdo de milhocina e temperatura de incubacéo.
O dleo de soja e a temperatura tiveram efeitos positivos, 0 que indica a reducao
da tensado superficial dependera de menores valores dessas variaveis. Ja a
concentracdo de milhocina deve ser maios para menores tensées superficiais,

pois obteve um efeito negativo.

Além da tensdo superficial, outras respostas também foram verificadas
no planejamento Plackett-Burman, como apresentada na Tabela 6. Verifica-se
gue a diminuicdo da tenséo superficial ndo esta diretamente relacionada com o
aumento da biomassa diante das diferentes condicdes de producdo avaliadas
no planejamento. Esses dados corroboram aos apresentados por Amézcua-

Vega et al. (24) que também ndo encontraram correlacdo entre esses dois



48

fatores na producao de biossurfactante por C. ingens e enquanto que Nawawi
et al. (23) que encontrou uma correlagdo crescente entre biomassa e tenséo

superficial no estudo com bactérias isoladas de hidrocarbonetos.

Os experimentos com tensdo superficial proximos ou inferiores a 30
mN/m (valor considerado de um bom biossurfactante) apresentaram boa
emulsificacdo dos Oleos testados, com destaque para 0 ensaio 9 que
apresentou maior El,4 0 6leo de soja (38,29%) e para 0 ensaio 8 com maior

El,, com os 6leos de milho (31,37%) e de motor residual (95,91%).
3.3 Cinética de crescimento da levedura e de producao do biossurfactante

A cinética de crescimento e producdo de biossurfactante pela levedura
Oll (Figura 2) foi realizada segundo as condicdes de crescimento ja
estabelecida segundo o ensaio 9, que compreende 2,0% de 6leo de soja
residual, 0,15% de milhocina, 0,4% de uréia, 0,1% de KH,PO,4 0,02% de
MgS0,4.7H,0, pH 8, 28 °C, agitacdo de 100 rpm, 20% de aeracdo e 10°

células/mL do pré-inéculo.

As curvas da cinética apresentaram uma correlacao entre o crescimento
da biomassa e a producdo do biossurfactante, a tensédo superficial e
emulsificagdo, sugerindo um crescimento do micro-organismo associado a
esses fatores. A biomassa foi crescente e se tornando estavel a partir das 84h
de crescimento, com valor maximo de 5,8 g/L. O rendimento maior de 4,93 g/L
ocorreu as 96h de producéo, que foi inferior ao encontrado por Sobrinho et al.
(25) no estudo da cinética de crescimento por C. sphaerica produzida com
residuo de 6leo de amendoim e milhocina que alcangou rendimento de 4,5 g/L,

com 144h de produgéo.
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O pH diminuiu para 6,9 nas 12 primeiras horas provavelmente devido a
producdo de metabdlicos primarios, depois aumentou e se manteve em torno
de 7,9. Essa caracteristica da diminuicdo do pH nas primeiras horas de
producdo e com posterior aumento aumentar também foi verificada por Silva, et
al. (26) na curva de crescimento de 120 h por Pseudomonas aeruginosa

UCP0992.

A tenséo superficial do liquido metabdlico foi diminuindo (42,13 até 28,13
mN/m) se tornando estdvel com 96h de biossintese. Neste ponto também
iniciou a estabilidade da emulsificacdo do 6leo de soja com o maior IE,4 de

50,1% registrado com 108h.
3.4 indice de emulsificacdo

O estudo da emulsificacdo do liquido metabdlico livre de células
produzido pela levedura 9ll contra uma gama de Oleos e querosene €
apresentado na Figura 3. O biossurfactante apresentou capacidade de
emulsionar todas as substancias utilizadas, com resultado mais evidenciado

para os 6leos de motor e de motor residual, ambos com IE,4 de 100%.

O IEy; corroborou aos valores encontrados pela producéo de
biossurfactante por diferentes espécies de Candida (C. guilliermondii, C.
tropicalis, C. buinensis e C. glabrata) também apresentou 100% de
emulsificacdo para o 6leo de motor (22). O Ely, foi também relevante com
Rhodococcus erythropolis MTCC 2794 com n-hexadecano, n-octadecano,

dodecano, parafina, tolueno, 6leo de oliva e de ricino (27).
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3.5 Estabilidade do biossurfactante

Nos experimentos realizados com o biossurfactante produzido pela
levedura 9l em relacdo a variagcdo da temperatura (Figura 4a), demonstrou
uma relativa estabilidade da tensdo superficial diante da faixa estudada (4 a
120 °C). Esses dados corroboram ao resultado obtido pelo biossurfactante
produzido por C. glabrata UCP 1002 (28), que obteve estabilidade da tenséo

superficial com temperaturas entre 4-80 °C.

A tensédo superficial do liquido metabdlico livre de células contendo o
biossurfactante mostrou-se estavel, independente da concentracdo de sal
adicionada (Figura 4b) o que difere do biossurfactante produzido por C.
tropicalis que tolerada cloreto de sédio a 5% e perde 20% da sua atividade com

a adicao de do sal a 10% (29).

Houve a estabilidade da tenséo superficial do biossurfactante produzido
pela levedura 9ll submetido a pHs de 2 a 10 (Figura 4c). Esta estabilidade esta
de acordo com estudos do biossurfactante produzido C. sphaerica, que
manteve a estabilidade do El,, de 100% com Oleo de motor diante de uma

gama de valores de pHs (30).

3.6 Toxicidade do biossurfactante

Para a avaliacdo da fitotoxicidade, considera-se que um IG maior que
80% é indicador de fitotoxicidade negativa (20). Os resultados apresentados na
Figura 5 indicaram que as solucfes do biossurfactante produzido pela levedura
91l testada ndo mostraram efeitos inibitérios na germinacao e alongamento das
raizes das sementes de alface, repolho e coentro. A auséncia de toxicidade

também foi encontrada por Luna et al. (31) do biossurfactante produzido por C.
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sphaerica UCP0995 frente a sementes de repolho, alface, couve e jild. Silva et
al. (26) também observaram fitotoxicidade negativa para repolho, do
biossurfactante  produzido por Pseudomonas aeruginosa UCP0992

apresentando o menor IG de 86% para uma concentragéo de 700 mg/L.

O biossurfactante produzido pela levedura 91l ndo apresentou toxicidade
ao micro crustaceo A. salina, ndo sendo letal nas concentracbes testadas.
Corroborando com esse resultado, o biossurfactante produzido por C.
sphaerica UCP0995 ndo apresentou letalidade a A. salina nas concentracfes
de 0,125; 0,25 e 0,50 g/L (31). Estudos realizados por Silva et al. (26)
encontrou letalidade de 50% para o biotensoativo produzido por P. aeruginosa

UCP0992 nas concentracdes de 0,700 e 0,525 g/L.

4 CONCLUSOES

Os resultados obtidos neste trabalho mostram que leveduras isoladas do
polen apicola de M. seminigra merrilae proveniente da regido do baixo
Amazonas - AM produzem biossurfactante com baixa tensdo superficial,
utilizando como substrato de baixo custo, residuos da industria de milho e de
O0leo de fritura. A levedura 9ll apresenta crescimento associado com a
producéo de biossurfactante. Esse biossurfactante apresentou emulsificagao a
diversos Oleos, € estavel em diferentes variacbes de temperatura,
concentracdo de NaCl e pH como também ndo é tdoxico & sementes de
sementes de Lactuca sativa L., Brassica oleracea L. e Coriandrum sativum L. e
ao micro crustaceo A. salina. Estas caracteristicas indicam potencialidade de

aplicacao deste biossurfactante em diversos ramos industriais.
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Tabelas

Tabela 1. Nivel de cada variavel do modelo de planejamento estatistico
Plackett-Burman para a avaliacdo da producéo de biossurfactante por levedura
isolada de podlen apicola de M. seminigra merrilae da regido do Baixo

Amazonas, Brasil.

Variaveis Menor nivel (-) Maior nivel(+)
A - Oleo de soja residual de fritura (%) 0,5 2,0
B - Milhocina (%) 0,15 2,0
C - Ureia (%) 0,1 0,4
D - KH,PO4 (%) 0,03 0,1
E - MgSO4.7H,0 (%) 0,02 0,04
F — pH 6,0 8,0
G - Temperatura (°C) 28 34
H - Tempo (horas) 96 144
| - Agitacao(rpm) 100 200
J - Aeracdo (%) 20 40
L - Tamanho do Inéculo (células/mL) 10° 10°

"Razédo entre a guantidade de meio/capacidade do Erlenmeyer
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Tabela 2. Medidas da reducgao da tenséo superficial da selecéo de leveduras

isoladas do pélen apicola recolhido na regido do Baixo Amazonas segundo a

capacidade de producéo de biossurfactantes.

Levedura

Tensé&o Superficial

11

21

3l

4

Sl

6l

4ll

Sl

6l

7

all

101

13l1

37,05+ 0,07
40,08 = 0.12
41,65+ 0,71
43,01 + 0,30
40,31 + 0,37
44,16 + 0,20
44,72 + 0,25
41,64 + 0,41
43,94 + 0,43
35,27 +0,21
34,37 + 0,36
32,00 + 0,23

37,29 0,19




Tabela 3. Matriz do planejamento das varidveis do modelo Plackett-Burman e respostas em tenséo superficial do liquido

metabdlico da producao de biossurfactante pela levedura 9 IlI.

Tamanho do Tenséo
Oleo de soja Milhocina Uréia KH,PO; MgSO, Tempe- Tempo Agitagdo Aeracgéo inoculo superficial
residual (%) (%) (%) (%) (%) pH ratura (°C) (h) (RPM) (%) (células/mL)  (mN/m)
0,5 (+) 2,0 (+) 0,1() 0,10(+) 0,02() 6¢() 28 (-) 144 (+) 200 (+) 40 (+) 10*5 (-) 36,90
2,0 (-) 20(+) 01() 0,10(+) 0,04(+) 6¢() 34 (+) 96 () 100 () 20 (-) 10*8 (+) 37, 90
0,5 (+) 20(+) 04(+) 0,03() 0,04(+) 6() 28 (-) 96 (-) 200 (+) 40(+) 10*8 (+) 35,15
0,5 (+) 0,5(-) 04(+) 0,10(+) 0,04(+) 6(-) 34 (+) 144 (+) 100 (-) 40 (+) 10*5 (-) 38,64
2,0 (-) 20(+) 04(+) 0,03() 0,04(+) 8(+) 28 (-) 144 (+) 100 (-) 20 () 10*5 (-) 42,93
0,5 (+) 0,15(-) 0,1() 0,03() 0,02() 6¢() 28 (-) 96 (-) 100 (-) 20 (-) 10*5 (-) 28,62
2,0 (-) 0,15() 0,4(+) 0,03() 0,02() 6¢() 34 (+) 144 (+) 200 (+) 20 (-) 10*8 (+) 38,21
0,5 (+) 0,15() 0,1(-) 0,10(+) 0,04 (+) 8(+) 28 (-) 144 (+) 200 (+) 20 (-) 10*8 (+) 30,89
2,0 (-) 0,15(-) 04(+) 0,10(+) 0,02() 8(+) 28 (-) 96 (-) 100 (-) 40 (+) 10*8 (+) 28,30
0,5 (+) 20+ 04(+) 0,10(+) 0,02(-) 8(+) 34 (+) 96 (-) 200 (+) 20 (-) 10*5 (-) 44,36
0,5 (+) 2,0 (+) 0,1(-) 0,03(-) 0,02() 8(+) 34 (+) 144 (+) 100 (-) 40 (+) 10*8 (+) 41,19
2,0 (-) 015(-) 0,1() 0,03(-) 0,04(+) 8(+) 34(+) 96 (-) 200 (+) 40(+) 10*5 (-) 39,52
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Tabela 4. Resultado dos efeitos das varidveis segundo o modelo Plackett-

Burman para avaliagéo da producéo de biossurfactante pela levedura 9ll.

Efeito Coeficiente

Média 43,2730 43,27300
Oleo de soja residual 13,5960* 6,79800
Milhocina -18,4960* -9,24800
Uréia -10,6860 -5,34300
KH,PO4 -11,3493 -5,67467
MgS0O,.7H,0 9,4907 4,74533
pH -10,8227  -5,41133
Temperatura 14,4173* 7,20867
Tempo 5,7640 2,88200
Agitacao 7,0140 3,50700
Aeracao 8,7873 4,39367
Tamanho do inoculo 5,0307 2,51533

*Efeitos estatisticamente significativos a um nivel de 95% de confianga.
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Tabela 5. Analise de variancia para as variaveis significativas das condi¢cfes de

producao de biossurfactante pela levedura 9ll.

1- Oleo de soja residual
2 - Milhocina

3 - Temperatura
Interacdo 1com 2
Interacdo 1 com 3
Interacdo 2 com 3

Erro Puro

Total SS

SQ* gl* MQ* Valorde F Valorde p
680,216 1 680,216 272,7094 0,00079
1562,189 1 1562,189 626,3068 0,00015
989,629 1 989,629 396,7581 0,00037
734,273 1 734,273 294,3820 0,00068
467,902 1 467,902 187,5893 0,00165
236,073 1 236,073 94,6453 0,00625

9,977 4 2,494
4082,914 11

*SQ = Soma Quadratica; gl = grau de liberdade; MQ = Média Quadratica.
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Tabela 6. Variaveis resposta do modelo estatistico Plackett-Burman para

otimizacao da producgao de biossurfactante pela levedura 9ll.

E (%)

Ensaio Biomassa (g/l) TS*(mN/m) OG OMI OS OMR OMO

1 4,18 36,90 29,16 29,68 13,41 80,88 40,90
2 3,80 37,90 21,21 26,36 34,74 61,14 49,90
3 6,08 35,15 42,64 28,56 35,89 89,78 57,19
4 2,12 38,64 11,76 29,41 34,28 86,11 94,12
5 2,06 42,93 26,14 27,94 27,52 81,43 50,01
6 1,25 28,62 29,86 26,18 30,30 93,94 94,20
7 3,04 38,20 18,35 26,70 26,05 82,21 90,81
8 2,26 30,89 37,09 31,37 35,24 95,58 95,91
9 3,56 28,31 26,40 30,36 38,29 89,36 92,72
10 4,61 44,36 39,24 22,03 35,30 35,30 44,44
11 5,26 41,19 25,53 28,24 24,43 52,78 50,48
12 4,30 39,50 34,31 29,11 30,71 83,53 93,49

* Tensdo superficial (TS), indice de emulsificacao (IE.4), 6leo de girassol (OG), 6leo milho

(OM), 6leo soja (OS), 6leo motor residual (OMR), 6leo motor (OMO).
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Figuras
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Figura 1. Selecdo da melhor fonte de carbono ( —#=—Melaco, —m— Glicerol e
—i— Oleo de soja residual) de baixo custo na producdo de biossurfactantes

das leveduras 711, 91l e 10II pela reducéo da tenséo superficial



62

50
45
40
35
30
25
20
15
10

IE 4 (%)
pH
Biomassa (g/L)
Rendimento (g/L)

Tensao superficial (mN/m)

T
o N W  h~ 01O N 00 ©

60,0 80,0 100,0 120,0

Tempo (h)

0,0 20,0 40,0

—=—Tenséo Superficial =M=~E|24 —A—pH —W—Biomassa —@—Rendimento

Figura 2. Curva de crescimento da producao de biossurfactante por levedura

isolada de pélen apicola de M. seminigra merrilae
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Figura 3. indice de emulsificacdo (IE,s) do biossurfactante produzido por
levedura isolada do pdlen apicola diante do querosene (Q) e os 6leos de motor
(OMO), de motor queimado (OMQ), diesel (ODI), de milho (OMI), de canola

(OCA), de soja (OSO) e de girassol (OGI)
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estabilidade do liquido metabdlico livre de células do

biossurfactante produzido pela levedura 9Il em diferentes valores de

temperatura através da reducédo de tensédo superficial
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Figura 4b. Estudo da estabilidade do liquido metabdlico livre de células do
biossurfactante produzido pela levedura 9ll em diferentes valores de NaCl

através da reducao de tenséo superficial
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Figura 4c. Estudo da estabilidade do liquido metabdlico livre de células do
biossurfactante produzido pela levedura 91l em diferentes valores de pHs

atraveés da reducéo de tensao superficial
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Figura 5. Teste de fitotoxicidade pelo indice de germinacdo (IG) do
biossurfactante isolado produzido pela levedura 9ll isolada de polen apicola
frente a sementes de Lactuca sativa L., Brassica oleracea L. e Coriandrum

sativum L.



