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RESUMO

Biossurfactantes sdo grupos de compostos quimicos produzidos por bactérias,
fungos e leveduras através da biodegradacdo de matérias-primas renovaveis.
Tais compostos possuem caracteristica anfipatica, agindo como emulsificantes
de hidrocarbonetos. Sao polimeros que formam micelas que se acumulam na
interface entre liquidos de diferentes graus de polaridade. A utilizacdo de
biossurfactantes tornou-se uma alternativa bastante interessante em
substituicdo aos surfactantes sintéticos, pois geram menor impacto ambiental
devido a sua biodegradabilidade, diversidade estrutural e baixa toxicidade. O
abacaxi é uma fruta tropical muito consumida no Brasil, principalmente o suco e
a fruta “in natura”, gerando assim uma grande quantidade de residuos como a
casca e o talo de abacaxi. O presente trabalho teve como objetivo a producgéo
de biossurfactante por meio da fermentacdo dos residuos hidrolisados do
processamento do abacaxi (Ananas comosus), por Candida tropicalis. A
hidrolise foi realizada utilizando diferentes concentracbes de acido sulfarico
submetidas a diferentes tempos de aquecimento em autoclave. Foram
realizadas analises de acucares, composto fendlico e producdo de
biossurfactantes. Os resultados indicaram que a melhor concentracdo de acido
sulfirico para realizacdo da hidrdlise foi 2,5% de H,SO, com tempo de
aguecimento de 15 minutos. A desintoxicacdo diminuiu a quantidade de
compostos fendlicos. Foi determinada a melhor forma da producdo de
biossurfactantes por fermentacdo durante 12 horas e utilizando como fonte de
carbono os hidrolisados da casca de abacaxi, talo de abacaxi e glicose na
concentracdo de 5%. A partir destes resultados testou-se a capacidade de
producdo de biossurfactante utilizando o hidrolisado da casca e do talo de
abacaxi e glicose. Os biossurfactantes produzidos apés 2h, 4h, 6h e 8h em
todos os substratos mantiveram um indice de emulsificacdo menor do que
50%, j& os biossurfactantes produzido apos 10 horas de fermentacdo tiveram
valores proximos de 50% e mantiveram a estabilidade da emulsdo acima das
24 horas. Os resultados obtidos para atividade emulsificante mostraram que
quanto maior for a concentragdo de biossurfactante e maior o tempo de

fermentacdo maior foi o valor de atividade emulsificante. Foram constatadas



reducdes da tensao superficial para os biossurfactantes produzidos a partir dos
hidrolisados de todos os substratos. Deste, 0 biossurfactante obtido usando o
hidrolisado do talo reduziu a tensdo superficial até 30 mNm™. A concentracdo
micelar critica teve seu valor menor também com o biossurfactante produzido
pelo hidrolisado do talo de abacaxi, porém todos os substratos mantiveram
valores baixos o que indica que os biossurfactantes produzidos foram eficazes.
Foi analisado o indice de emulsificacdo em ensaios imitando um molho tipo
francés. A formulacdo contendo 6 mL de biossurfactante estabilizou a mistura
melhor. A analise em tempos de 15 em 15 dias verificou que com essa
formulacdo hd uma estabilizacdo do molho, havendo pouca variacdo nos 120
dias analisados.

Palavras - chave: Biossurfactante, fermentacéo, abacaxi.



ABSTRACT

Biosurfactants are groups of chemical compounds produced by bacteria, fungi
and yeasts through the biodegradation of renewable raw materials. Such
compounds have amphipathic properties, acting as hydrocarbon emulsifiers.
They are polymers that form micelles that accumulate at the interface between
liquids of different degrees of polarity. The use of biosurfactants has become a
rather interesting alternative to synthetic surfactants because they generate less
environmental impact due to their biodegradability, structural diversity and low
toxicity. Pineapple is a tropical fruit very consumed in Brazil, mainly the juice
and the fruit "in natura”, thus generating a great amount of residues like the pell
and the stem of pineapple. The present work had as objective the production of
biosurfactant by means of the fermentation of the hydrolyzed residues of the
processing of the pineapple (Ananas comosus), by Candida tropicalis. The
hydrolysis was performed using different concentrations of sulfuric acid
submitted to different autoclaving times. Analyzes of sugars, phenolic
compounds and biosurfactants production were carried out. The results
indicated that the best sulfuric acid concentration for the hydrolysis was 2.5%
H2S04 with a heating time of 15 minutes. Detoxification decreased the amount
of phenolic compounds. The best form of biosurfactant production was
determined by fermentation for 12 hours and using the hydrolysates of
pineapple peel, pineapple stem and glucose at 5% concentration as the carbon
source. From these results the biosurfactant production capacity was tested
using the hydrolyzate of the peel and the stem of pineapple and glucose. The
biosurfactants produced after 2h, 4h, 6h and 8h in all substrates maintained an
emulsification index of less than 50%, while the biosurfactants produced after
10 hours of fermentation had values close to 50% and maintained the emulsion
stability above 24 hours. The results obtained for emulsifying activity showed
that the higher the biosurfactant concentration and the longer the fermentation
time the higher the emulsifying activity value. Reductions of the surface tension
for the biosurfactants produced from the hydrolysates of all the substrates were
observed. From this, the biosurfactant obtained using the pineapple stem

hydrolyzate reduced the surface tension to 30 mNm-1. The critical micellar



concentration was also lower with the biosurfactant produced by the pineapple
stem hydrolyzate, but all the substrates maintained low values indicating that
the biosurfactants produced were effective. The emulsification index was
assayed in assays mimicking a French type dressing. The formulation
containing 6 ml of biosurfactant stabilized the mixture better. The analysis at 15-
day times showed that with this formulation there is a stabilization of the sauce,
with little variation in the 120 days analyzed.

Keywords: Biosurfactant, fermentation, pineapple.
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1. INTRODUCAO

Os surfactantes sdo compostos que possuem diversas propriedades
tensoativas e sdo amplamente utilizados em varios segmentos industriais.
Entretanto, a maioria dos surfactantes disponiveis comercialmente é de origem
quimica, sintetizados a partir de derivados do petréleo, representando assim
riscos ao meio ambiente. Em consequéncia disso e das novas legislacdes de
controle do meio ambiente, a busca por novos compostos bioativos tornou-se
um alvo para as industrias.

Os biossurfactantes sdo compostos anfifilicos produzidos por micro-
organismos, que contem grupos hidrofébicos e hidrofilicos, possuem a
capacidade de se acumular entre fases dos fluidos imisciveis, diminuindo a
tensdo superficial e interfacial, permitindo a formacdo de um sistema
homogéneo.

O grande desafio em relacdo a producéo de biossurfactantes no lugar
dos surfactantes sintéticos € a reducdo dos custos do processo de producéo.
Portanto, a utilizacdo de substratos agroindustriais como matéria-prima nos
bioprocessos tem sido relatada com grande énfase em diversos estudos e
pode se tornar uma solugcdo para as industrias. Dessa maneira, € possivel
obter um produto de alto valor agregado, a baixos custos de producao, gerando
para as empresas maiores lucros e menores impactos ao meio ambiente.

A maioria das pesquisas relacionadas a producao de biossurfactantes
utilizam bactérias, porém as leveduras também sao conhecidas pela producédo
de biossurfactantes em grande escala quando comparadas a produgcdo por
bactérias, assim as leveduras do género Candida tém sido estudadas com
sucesso na obtencdo dessas biomoléculas.

O abacaxi € uma das frutas mais populares do mundo, sendo o Brasil
um dos maiores produtores. Seu consumo é baseado apenas no suco ou da
fruta “in natura”. Os residuos como, a casca e o talo, sdo desperdicados
causando um grande acumulo quando descartados no meio ambiente. O
presente estudo teve como objetivo a producdo de biossurfactantes por
Candida tropicalis a partir de residuos hidrolisados do abacaxi (Ananas
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comosus) (casca e talo), com avaliacdo subsequente do potencial para
producdo de biossurfactantes e a possibilidade de usa-los como emulsificantes
para estabilizacdo de molho tipo francés.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivos gerais
Produzir biossurfactante com a levedura Candida tropicalis utilizando

glicose (padrdo) e como residuo foi utilizado o caldo hidrolisado do

processamento do abacaxi (casca e talo) (Ananas comosus).

2.2 Objetivos especificos
» Avaliar a influéncia de diferentes concentracbes de glicose,

utilizada como padrdo, na producdo de biossurfactantes e no

crescimento da levedura;

» Determinar o efeito da hidrolise acida da casca e do talo do
abacaxi, variando-se:
- Tempo de aquecimento em autoclave: 15 e 30 minutos;
- Concentracao de acido sulfurico: 2,0%; 2,5%; 5,0%; 7,5% e 10%
(VIV).

» Avaliar o efeito da desintoxicacdo dos hidrolisados para a
remocado de compostos inibidores da fermentacdo produzidos

durante a hidrolise nos diferentes tempos de autoclavagem;

» Determinar os melhores parametros para producdo de

biossurfactante;

» Selecionar a melhor condicdo de cultivo para a producdo de

biossurfactantes;

» Analisar o potencial de aplicacdo dos biossurfactantes produzidos

na estabilidade da emulsdo de um molho estilo francés.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Surfactantes
Os surfactantes sdo uma classe importante de compostos quimicos

utilizados em diversos setores industriais onde atuam como dispersantes ou
solubilizantes de compostos organicos e apresentam também baixa
solubilidade em agua. Os surfactantes possuem grande importancia comercial
devido a evidente tendéncia do mercado em aumentar sua producdo
(GOUVEIA et al, 2003).

Sdo moléculas anfipaticas com uma parte hidrofilica e outra
hidrofébica, que tendem a se acumular na interface entre fases de diferentes
graus de polaridade, tais como 6leo/dgua ou ar/agua. A fracdo apolar
geralmente é uma cadeia hidrocarbonada e a por¢cédo polar pode ser i6nica
(catidénica ou anidnica), ndo ionica ou anfotérica como ilustrado na Figura 1
(SILVA et al, 2014).

Figural — Organizagédo molecular de um surfactante.

A B

Caheca
Cauda

Surfactante

Meio polar Meio apolar

Fonte: FELIPE; DIAS, 2016.

Os surfactantes possuem a tendéncia de formar agregados chamados
micelas. Essas micelas formam-se, na maioria das vezes, em baixas
concentracdes de agua, sendo uma propriedade intrinseca e caracteristica dos
surfactantes. A micelizagcdo ocorre devido a diminuicdo da area de contato

entre as cadeias hidrocarbdnicas do surfactante e da agua (OLIVEIRA, 2014).
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As estruturas formadas por estes surfactantes dependem da natureza
do mon6mero do surfactante, da natureza do solvente e por possiveis ions
vizinhos (PACHECO, 2008). Na Figura 2, mostra outros tipos de formatos das

micelas.

Figura 2 - Representacdo esquematica de outras estruturas organizadas de

surfactantes.
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Oleoc-agua Agua-Sleoc

Micro emulsdes

Fonte: PACHECO, 2008.

A palavra surfactante é derivada de uma expressao em inglés “surface
active agent”, significando agente de atividade superficial. Os surfactantes séo
considerados tenso-ativos, pois apresentam capacidade de reduzir a tensdo
superficial e também a tenséao interfacial, aumentando assim a solubilidade e
mobilidade dos compostos hidrofébicos (DELEU; PAQUOT, 2004).

Devido a presenca de surfactantes, a energia requerida para trazer
uma molécula até a superficie € menor e a tenséo superficial também diminui.
Isto acontece devido a caracteristica anfifilica que provoca uma distorcdo da
molécula da 4gua pelo grupo hidrofébico resultando, assim, em um aumento da
energia livre desse sistema. Em consequéncia, o trabalho necessario para uma
molécula surfactante vir a superficie € menor do que para uma molécula de
agua, por exemplo, (SANTOS et al., 2007). Em um estudo realizado por Sousa,
et. al (2014), demonstraram que o biossurfactante produzido por Pseudomonas
aeruginosa, a partir de glicerol possui boa atividade superficial, obtendo-se uma
tensao superficial minima de 32,0 mN (SOUSA et al. 2014).

A tensao superficial esta diretamente ligada as forcas de atracéo e

repulsdo que existem nas moléculas de um fluido. Para que estas moléculas se
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mantenham coesas na superficie desse fluido, estas forcas exercem uma forca
de atracdo intermolecular forte agindo sobre as moléculas mais proximas da
superficie, dessa maneira os liquidos tendem a diminuir sua area de superficie
(PIROLLO et al., 2008).

Esta forca repulsiva comeca a diminuir quando a concentracdo do
surfactante no meio aquoso aumenta, ou seja, a eficacia dos surfactantes é
determinada pela sua capacidade em reduzir a tenséo superficial medindo-se a
energia livre da superficie por unidade de area que sera necessaria para trazer
uma molécula do interior da solucdo para a superficie’ como demonstra a
Figura 3 (RUFINO, et al. 2014)

Figura 3 — Representacdo esquematica: (A): Gota de agua em superficie
hidrofébica. (B): Gota de 4gua em uma superficie hidrofébica, contendo
moléculas de surfactante. A reducéo da tensdo superficial na gota de agua,
apos a adicao do surfactante aumentou a area de contato da agua com a

superficie hidrofébica.
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Fonte: FELIPE; DIAS, 2016.

Outro importante parametro utilizado frequentemente para avaliacéo
de um surfactante é a concentracdo micelar critica (CMC). As moléculas dos
surfactantes por terem caracteristicas anfifilicas apresentam comportamentos
distintos ao interagirem com a agua, por exemplo, a parte polar (cabeca) atrai
as moléculas de agua, enquanto a parte apolar (cauda) repele (LAWRENCE,
2000).
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Ha duas possibilidades pelas quais essas interacdes ocorrem: (1) as
moléculas do surfactante estdo abaixo da superficie, neste exemplo, essas
moléculas podem formar agregados, sendo que a parte polar ficara orientada
em direcdo as moléculas de agua e a parte apolar voltada para o solvente. (2)
neste exemplo a parte polar da molécula interage com a agua, ja a porcéo
apolar fica sobre a superficie, podendo estar em contato com o ar ou com outro
solvente apolar, neste caso as moléculas do surfactante estdo acima da
superficie (Figura 4). O fato de essas moléculas estarem na superficie rompe
as forcas de ligacdo que existem nessas moléculas, diminuindo assim a

energia existente na superficie (tensé@o superficial) (BORGES, 2007).

Figura 4 - Elemento de volume de agua de superficie, mostrando a saturacao

de moléculas de surfactante.
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Fonte: LAWRENCE, 2000.

A concentracdo micelar critica (CMC), portanto, € a concentracéo
micelar minima de tenso-ativo necessaria para atingir os valores mais baixos
de tensado superficial e interfacial, na qual se inicia a formacédo de agregados
chamados de micelas (Gréfico 1). A micelizacdo geralmente resulta na
solubilizacdo de Oleo e agua originando uma emulsdo. Apés a CMC, as
micelas, diferentemente dos mondmeros, ficam dispersas em toda a solucéo
nao apresentando, portanto, nenhum efeito sobre a tensdo superficial da agua
(SANTOS et. al., 2007).
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Grafico 1 — Diagrama da variacao de tensao superficial, interfacial e

solubilidade do composto organico com relagédo a concentracdo do tensoativo.
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Fonte: BUENO, 2008.

A determinacdo do balanco hidrofilico e lipofilico (HLB) tem sido
comumente avaliada, descrevendo uma relacdo entre as partes hidrofilicas e
lipofilicas da molécula (BORGES, 2007). Esta relagcdo pode afetar as
propriedades fisico-quimicas das moléculas sendo este valor uma indicacédo da
solubilidade no 6leo ou na agua da solucdo (PARKINSON, 1985). Na Tabela 1

estdo representados os valores de HLB e suas aplicagdes.

Tabela 1 - Valores de HLB e potencial aplicacédo.

HLB APLICACOES
1-3 Agentes espumantes
3-6 Agentes emulsificantes (emulsdo A/O)
7-9 Agentes de molhabilidade
8-18 Agentes emulsificantes (emulséo O/A)
13-16 Detergentes
16-18 Agentes solubilizantes

Fonte: MOURA, 2017.
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Os surfactantes disponiveis no comércio em sua grande maioria séo
sintetizados a partir de derivados de petréleo (DESAI; BANAT, 1997). Esses
surfactantes sintéticos sao classificados de acordo com a sua carga idnica, a
qual reside na parte polar da molécula. Esta carga i6nica pode ser classificada
como anibnica ou catidnica ndo ibnica ou anfotérica, ja a porcdo polar
geralmente é uma cadeia hidrocarbonada (NITSCHKE; PASTORE, 2002).

Existe grande énfase para os impactos ambientais gerados pela
utilizacao dos surfactantes quimicos; muitos desses surfactantes séao toxicos e
ndo sao biodegradados, podendo se acumular e assim provocar efeitos
adversos para o ambiente e também a saude humana. Levando, portanto, em
consideracdo a questdo dos recursos ambientais e sua consequente
devastacdo pelo uso exagerado de produtos quimicos, dentre eles os
surfactantes sintéticos, é importante que haja mais estudos sobre
possibilidades menos agressivas ao meio ambiente, por isso a biotecnologia
tem estado em constante desenvolvimento tentando otimizar a producédo de
biossurfactantes (OLIVEIRA, 2014).

3.2 Biossurfactantes e mercado mundial

Os surfactantes sintéticos, existem h& pouco mais de 100 anos e sao
usados pela sociedade em grandes quantidades e em diversas areas. Sendo
assim, esses compostos sintéticos tém acompanhado a evolucdo de varios
setores industriais, porém o uso em demasia dessas substancias trouxe em
geral diversos danos ao ambiente. Portanto, diversos estudos para substituicéo
desses produtos visando a diminuicdo dos danos ao meio ambiente
comecaram a ser realizados, fazendo que o uso de biossurfactantes se
destaque no conceito atual (MARCELINO, 2016).

Os biossurfactantes, tenso-ativos produzidos por bactérias, leveduras
e fungos, sdo moléculas que apresentam biodegradabilidade, excelente
eficiéncia em condicbes extremas de pH, temperatura, for¢ca idnica e
biocompatibilidade em comparacdo com surfactantes sintéticos. Podem ser
produzidos utilizando substratos renovaveis, e uma das maiores vantagens é o

fato serem moléculas atoxicas. Devido ao fato de serem produzidos por micro-
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organismos, estes ndo derivam do petroleo, portanto, ndo sdo dependentes do
preco (AQUINO, 2011).

As vantagens dos biossurfactantes, em relacdo aos surfactantes
sintéticos, concedem uma gama maior de aplicacfes industriais, principalmente
pelo fato da possibilidade de modificagdo da estrutura quimica e das
propriedades fisicas, o que permite a producdo de biossurfactantes para
necessidades especificas (NITSCHKE; PASTORE, 2002). A aplicabilidade de
biossurfactantes € bem extensa e observada em varios campos: construcao,
induUstrias alimenticias, agricultura, téxtil, farmacéuticas, papel, cosméticos, etc.
(REIS et al, 2013).

Os biossurfactantes sao produzidos principalmente pelo crescimento
aerobio de micro-organismos em meios aquosos, sendo excretados no meio de
cultivo durante o crescimento microbiano. Eles auxiliam no transporte e na
translocacdo de substratos insoliveis através da membrana celular
(BOGNOLO, 1999). Os biossurfactantes séo classificados de acordo com sua
natureza bioquimica, com a espécie microbiana produtora e também com a
composicdo quimica, ou seja, na natureza, as fontes de carbono e nitrogénio
séo as limitagdes nutricionais e a temperatura, aeragédo e pH vao influenciar no
tipo de polimero que seré produzido (CALVO et al, 2009). Ter controle desses
parametros € extremamente importante, pois somente assim pode-se
potencializar a producdo de biossurfactantes (OLIVEIRA, 2014). Em um estudo
realizado por Satpute et al. (2010), foram descritos quatro vias potenciais para
a producéao de biossurfactante (Figura 5).



27

Figura 5 — Principais vias biossintéticas para a producéo de biossurfactante
(BS)
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Fonte: SATPUTE et al., 2010.

A producédo de biossurfactantes tem como desvantagem a dificuldade
em encontrar um residuo com composicdo adequada de nutrientes que ira
permitir o crescimento celular e o acumulo do produto de interesse. Assim se
faz necessaria uma adequacdo na padronizacdo do processo biotecnoldgico e,
em consequéncia disso, ha um rendimento menor na producéo, necessidade
de grande investimento de capital, equipamentos adequados para
padronizacao do processo, etc. (CALVO et al., 2009).

Em relacdo ao mercado mundial de biossurfactantes, a producédo em alta
escala vem sendo implementada. Em 2013, um total de 300 toneladas foram
produzidas de acordo com a Transparency Market Research, em Nova York
(MARQUES, 2017).

A estimativa € que no ano de 2018 essa producao tenha atingido mais
de 400 toneladas de biossurfactantes, crescendo com uma taxa anual de 4,3%.
O Brasil vem se destacando entre os paises latino-americanos, em relagdo a

producdo e patentes de biossurfactantes, sendo o Brasil também detentor da
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Unica planta piloto construidos exclusivamente para a producdo de
biossurfactante (BRUMANO, 2016).

A maior parte dos estudos para producao de biossurfactantes € sobre
0 uso de bactérias, sendo poucos sobre a producdo por leveduras. As
leveduras sdo conhecidas pela producdo em grande escala, se comparada
com as bactérias. Destas, o género Candida tem sido o mais estudado e
empregado com sucesso na producdo de biossurfactantes (ACCORSINI,
2010).

3.3 Classificacdo dos biossurfactantes e micro-organismos produtores

Segundo Darvishi e colaboradores (2011), os biossurfactantes séo
agrupados levando em consideragdo a sua composi¢do quimica e sua origem
microbiana. As classes principais sao: glicolipidios, lipopeptideos e
lipoproteinas, fosfolipideos e &cidos graxos, surfactantes poliméricos e
surfactantes particulados.

Os biossurfactantes do tipo glicolipidios possuem em sua estrutura
carboidratos (glicose, galactose, manose ou ramnose) e sdo combinados com
acidos graxos de cadeia longa (FELIX, 2012).

Os lipopeptideos e lipoproteinas sdo compostos por peptideos ou
proteinas ligados a &cidos graxos, os aminoacidos estdo ligados em forma
ciclica e a porc¢ao proteica é aniénica ou neutra (BARROS et al, 2005).

Os biossurfactantes do tipo fosfolipidio sdo encontrados em todos os
micro-organismos, havendo poucos exemplos de producdo extracelular esta
classe de biossurfactante é produzida por leveduras ou bactérias que utilizam
alcanos como fontes de carbono e energia para o crescimento (SILVA et al,
2014).

Em relacdo aos biossurfactantes poliméricos ou lipopolissacarideos,
sdo caracterizados por acidos graxos e polissacarideos ligados
covalentemente. Por exemplo, o emulsan (Figura 6), no qual acidos graxos
estdo ligados a um esqueleto heteropolissacaridico, ou o liposan de C.
lipolytica, constituido por carboidratos e proteinas (NITSCHKE; PASTORE,
2002).
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Figura 6 - Estrutura quimica do emulsan.
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Fonte: NITSCHKE; PASTORE, 2002.

Os biossurfactantes particulados s&do vesiculas extracelulares
produzidas por algumas bactérias, apresentando elevada atividade tensoativa e
transportando alcanos para o interior da célula (FELIX, 2012).

Em um estudo realizado na india em 2007, Joshi e colaboradores
produziram biossurfactantes com a bactéria Bacillus subtilis 20B que foi isolada
de alimentos fermentados e posteriormente foi analisada a sua utilizagdo em
recuperacdo de Oleos, obtendo bons resultados. Em outro estudo, Fox e Bala
(2000) obtiveram niveis elevados no rendimento de producdo de
biossurfactante pela mesma bactéria a partir de um meio rico em amido.

Damido (2012) estudou a producdo de biossurfactantes por
Pseudomonas aeruginosa em meio salino mineral utilizando como fonte de
carbono a glicerina comercial e a glicerina bruta a 2%, e os resultados
mostraram que no meio salina mineral com glicerina bruta houve uma
producdo de 2,87 g/L, ja utilizando a fonte de carbono glicerina comercial a
linhagem produziu 2,47 g/L, mostrando assim a viabilidade do uso da glicerina
para a producédo de biossurfactantes.

Em um estudo realizado por Vera (2017), foi analisada a producéo de
biossurfactantes por Lactococcus lactis CECT-4434 a partir de residuos
agroindustriais, tais como o soro de leite e vinhaga de uva e foram
suplementados com sacarose e extrato de levedura, os resultados mostraram
gue na concentracao de 15% de soro de leite 0 emulsificante produzido reduziu
a tensdo superficial em 18,1 mN/m, alcancando uma producdo méaxima de

biossurfactante equivalente em surfactina de 11,02mg/L.
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Antunes (2010) analisou a producdo de biossurfactantes por
Chromobacterium violaceum em meios alternativos e de baixo custo realizando
um planejamento fatorial para analisar o melhor resultado quanto & producéo
de biossurfactante e a melhor reducdo da tensdo superficial, sendo o melhor
resultado no ensaio que continha 8% de milhocina, 1% de lactose e 7,5% de
Oleo de milho pés-fritura no tempo de 72 horas de fermentacdo, diminuindo a
tensdo superficial da 4gua de 71 para 29 mN/m.

Ehrhardt (2015) produziu biossurfactante por Bacillus subtilis utilizando
como substrato os residuos do processamento do abacaxi. Neste estudo,
foram realizadas fermentagcées com trés diferentes concentragdes de glicose
(1%, 3% e 5%). Posteriormente, essas concentracdes foram enriquecidas com
glicerol comercial (3%, 5% e 10%). Os melhores resultados foram com 5% de
glicose e sem adicéo de glicerol, com reducdo da tenséo superficial em 25% e
indices de emulsdo de 67%. Na Tabela 2, podem-se observar o0s

biossurfactantes e seus respectivos micro-organismos produtores.



Tabela 2 - Biossurfactantes e micro-organismos produtores.

Biossurfactantes

Micro-organismos

Glicolipideos

Rhamnolipideos

Trealolipideos

Lipideos sulforosos

Celobiolipideos

Lipopeptideos e lipoproteinas
Peptideo-lipideo

Viscosina

Surfactina

Subtilisina

Gramicidina

Polimixina

Pseudomonas aeruginsa
Pseudomonas sp.
Rhodococcus erythropolis
Nocardia erythropolis
Mycobacterium sp.
Torulopsis bombicola

T. apicola

T. petrophilum

Ustilago zeae

U. maydis

Bacillus licheniformis
P. fluorescens

B. subtilis

B. subtilis

B. brevis

B. polymyxa

Acidos graxos, lipideos neutros e fosfolipideos

Acidos graxos

Lipideo neutro

Fosfolipideos
Biossurfactantes poliméricos
Emulsan

Biodispersan
Proteina-manana-lipideo
Liposan
Carboidrato-proteina-lipideo
Protéina PA

Corynebacterium lepus
Nocardia erythropolis

Thiobacillus thiooxidans

Acinetobacter calcoaceticus
A. calcoaceticus

Candida tropicalis

C. lipolytica

P. fluorescens

P. aeruginosa

Fonte: DESAI; BANAT, 1997.
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3.4 Producdao de biossurfactantes por leveduras

As leveduras produzem emulsificantes extracelulares quando crescem
em substratos imisciveis em agua, facilitando seu consumo; elas também
produzem biossurfactantes em alta concentracdo (FONTES, et al, 2008).

Em 2000, ljah isolou 20 bactérias de um solo poluido devido ao
derramamento de 6leo e lixo na Nigéria e 10 leveduras isoladas de um solo ndo
poluido nos campos da Universidade de Calabar (Nigéria), a levedura Candida
tropicalis apresentou uma maior eficiéncia ao atuar como biossurfactante se
comparado a outras duas bactérias Serratia marcenscens e Acinetobacter
calcoaceticus.

Em um estudo também utilizando leveduras, Aragdo e colaboradores
(2007) utilizaram as espécies Pichia membranaefaciens e Pichia andmala
obtendo a producao de biossurfactantes em um meio mineral contendo glicerol.

Felse e colaboradores (2007) estudaram a producdo de soforolipideos
por Candida bombicola, quando cultivada em acidos graxos residuais, obtendo
uma concentracdo de 120 g/L em um sistema operado por batelada
alimentada.

Em um estudo realizado por Sarubbo e Farias (2007), foram
aperfeicoadas as condi¢cdes de producdo do biossurfactante por Candida
lipolytica em meio que continha 6leo de canola e glicose. O biossurfactante
reduziu a tensédo superficial de 72 mN/m para valores em torno de 30 mN/m.

A producédo de biossurfactante por Candida sphaerica foi estudada por
Luna e colaboradores (2008), onde se utilizou um planejamento fatorial
avaliando a influéncia dos componentes do meio, os quais eram: milhocina,
residuo de refinaria de 6leo vegetal e agua do mar para reducdo da tensdo
superficial, obtendo resultados melhores no ponto central do planejamento
(meio contendo 4% do residuo, 4% de milhocina e 50% de agua do mar).

3.4.1 Candida tropicalis

Leveduras do género Candida sédo classificadas como um grupo de

fungos com a forma leveduriformes encontrados em diversos ecossistemas,



33

gue apresentam células ovaladas ou alongadas, com o comprimento de 3 a 14
um e de 3 a 7um de largura, com micélio em forma de pseudo-hifas ou também
como hifas verdadeiras. Suas colbnias sdo umidas, cremosas, aspecto liso ou
rugoso e coloracéo branco-amarelada (BARROS, 2005).

A levedura Candida tropicalis é diploide asporogenica, sendo capaz de
consumir diferentes substratos como, por exemplo, dissacarideos, fendis,
alcanos e 4cidos, obtendo sempre altos rendimentos de biomassa. E
considerada também uma levedura termotolerante (JAMAI et al, 2001).

Diversos estudos tém sido relatados sobre o uso dessa levedura para
producdo de biossurfactantes, obtendo na maioria deles bons resultados e um
alto rendimento (LUNA et al. 2008).

Almeida e colaboradores (2014) estudaram a producdo de
biossurfactante por Candida tropicalis usando um planejamento experimental a
partir de residuos industriais, sendo eles, melago, milhocina e 6leo de canola
residual. Neste estudo, obteve-se um melhor resultado na condi¢cdo contendo
2,5% de melaco, 2,5% de milhocina e 2,5% de 6leo de canola residual, sob
agitacao de 250 rpm, tendo diminuido a tenséo superficial do meio para 29,52
mN/m.

Sarubbo et. al (2016) realizaram a producdo de biossurfactantes por
Candida tropicalis e sua aplicacdo para remoc¢ao de metais pesados. Os meios
utilizados foram melaco, 6leo de fritura e milhocina e os resultados em
biorreator mostraram que a tensao superficial ficou em torno de 31mN/m com
um rendimento de 27 g/L. Este biossurfactante produzido removeu 80% de Zn,
70% de Cu e 15% de Pb.

Em um estudo para a producéo de biossurfactantes utilizando Candida
tropicalis isoladas de mangue, Ribeaux (2016) obteve resultados que
demonstraram que esta linhagem possui a capacidade em converter residuos
agroindustriais (soro de leite, manipueira e 6leo de soja poOs-frituras) em
biossurfactante. A pesquisa foi realizada utilizando planejamento fatorial, sendo
gue o melhor resultado foi o0 meio basal (3% de soro de leite, 7% de manipueira
e 10% de oléo de soja poés-frituras), observando-se uma reducédo na tenséo
superficial da agua de 72 para 30,8 mN/m, tendo um cultivo de 96 horas e 150

rpm.
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3.5 Substratos

O aspecto econbmico é geralmente o primeiro parametro a ser avaliado
nos processos biotecnoldgicos. Assim, o0 sucesso da producdo depende
exclusivamente do desenvolvimento e planejamento de processos mais baratos
utilizando, portanto, substratos renovaveis e de baixo custo (DAMIAO, 2012).

Devido a crescente necessidade de se ter planejamentos mais
desenvolvidos, por conta principalmente da exigente competitividade do
mercado global, as industrias passaram a utilizar toda e qualquer matéria-prima
para o melhoramento de bens de consumo que tragam em curto prazo
produtos melhores e com o custo de produgédo menor (MORAIS, 2012).

Além de agregar valor aos subprodutos em relacdo as tradicionais
sinteses quimicas as vantagens dos biossurfactantes sdo: pH do meio de
cultivo ou reacional proximo da neutralidade dependendo do micro-organismo
utilizado, utilizacdo de condi¢cdes brandas de processo, ja que sao utilizados
micro-organismos e estes crescem na temperatura ambiente, acarretando um
menor gasto energético, baixa carga de residuos gerados durante o processo,
além da toxicidade ser minima ou nenhuma, regioespecificidade e
estereosseletividade das reacdes nos processos biocataliticos produzindo
compostos enantiomericamente puros, e, por ultimo, a possibilidade de realizar
processos em meio solido (COMASSETO, 2010).

Ha& uma grande dificuldade na selecdo de um residuo que contenha a
composicdo adequada de nutrientes que permitira o crescimento microbiano e
0 acumulo do produto de interesse, porém, em geral os residuos de origem
agroindustrial que contenham altos niveis de carboidratos ou de lipideos
superam essa necessidade de fonte de carbono para a producdo de
biossurfactantes (ANTUNES, 2010).

3.5.1 Abacaxi

E uma fruta tropical e esta entre as mais populares do mundo. No Brasil

€ a terceira fruta mais produzida, como pode ser observado na Tabela 3.



Tabela 3 - Principais frutas produzidas no Brasil.
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Fruta Area (hd) Producéo (ton) Valor %Producdo % Valor
Laranja 667.529 15.983.273 4.397.201 40,5 20,5
Banana 474.054 6.962.134 4.155.030 17,6 19,3
Abacaxi 68.618 3.417.729 1.623.963 8,7 7,6
Uva 77.119 984.493 1.327.722 2,5 6,2
Maca 34.399 1.064.708 803.988 2,7 3,7
Demais 1.256.929 11.087.158 9.174.163 2,81 42,7
Total 2.578.648  39.499.495 21.482.067 100,0 100,0

Fonte: IBGE/LSPA, 2016.

O abacaxi € um pseudofruto pertencente a familia Bromeliaceae, da qual
a espécie mais conhecida é a Ananas comosus sendo este 0 Unico cultivado
extensivamente como fonte de alimento. O fruto, normalmente cilindrico ou
ligeralmente conico, é constituido por 100 a 200 pequenas bagas ou frutilhos
que séo fundidos entre si sobre o eixo central (EMBRAPA, 2000).

A sua composi¢do quimica varia muito de acordo com a época do ano.
Geralmente a sua producéo inicia-se no verao e produz frutos com um maior
conteudo de acuUcares utilizados na maioria das vezes na forma de suco.
Existem diversos estudos mencionando a diversidade de vitaminas e minerais
contidas no abacaxi, 0 que aumenta o interesse em seu consumo. Diante
disso, ha uma geracao de residuos muito grande (casca e talo), contabilizando
cerca de 50% do peso total do abacaxi (EHRHARDT, 2015).

Na prensagem do fruto para obtengédo do suco, 15 a 25% resultam na
torta que € composta de casca e talo. Esse residuo € rico em fibras e um
razoavel conteudo proteico, além de uma quantidade alta de carboidratos que
s&o encontrados no talo (ROGERIO et al, 2007). Na Figura 7 pode-se observar

o fluxograma da producéo de suco de abacaxi.
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Figura 7 — Fluxograma do processamento do abacaxi para obtencdo do suco.
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A
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A

Preservacao

A
Estocagem
Fonte: AGEITEC, 2018.

Em um estudo realizado por Ehrhardt (2015), se obteve bons resultados
ao produzir biossurfactante por Bacillus subtilis usando como substrato os
residuos do processamento do abacaxi, reduzindo-se a tensdo superficial em
20% e os indices de emulsificagcdo atingiram valores de 53% tanto para o Oleo

de soja como para o 6leo de motor.

3.6 Aplicagdes dos biossurfactantes

Atualmente, ha um potencial muito grande para a aplicacdo de

biossurfactantes nas industrias devido a existéncia de muitas propriedades, tais
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como: emulsificacdo, separacdo, umedecimento, solubilizacdo, inibicdo de
corrosdo, reducéo de viscosidade de liquidos e reducéo da tensdo superficial.
Essas propriedades séo aplicadas nos mais diversos campos industriais, sendo
esses campos: agricolas, industrias alimenticias, de bebidas, de papel, metal,
téxtil, farmacéuticas e de cosmeéticos (ROCHA, 2017).

Na recuperacdo melhorada do petroleo utiliza-se um biossurfactante,
pois os Oleos que possuem fragBes mais pesadas se sedimentam no fundo do
reservatorio, sendo muito dificil sua aspiracdo por meio de bombas. Portanto, a
lavagem requer o uso de solventes e limpeza manual. Esses métodos se
baseiam na formacédo de emulsdes concentradas de 6leo em agua através de
agentes de superficie, com posterior bombeamento da emulsdo formada. Em
seguida, é feita a quebra da emulséo e recolhimento do 6leo. Para este fim, o
biossurfactantante mais utilizado € o derivado da bactéria Acinotecbater
calcoaceticus, denominado “emulsan”, cuja estrutura contem um acido graxo e
uma cadeia proteica ligada a um polissacarideo (BOGNOLO, 1999).

O uso de biossurfactantes na biorremediacdo também vem sendo
destaque desde o ano 2000. Por exemplo, na Alemanha a empresa Biodetox
possui um processo de descontaminacao de solos, lamas industriais e aguas
residuais. O procedimento envolve o transporte de material contaminado para
“biopilhas”, onde recebera tratamento através de um produto comercial
contendo bactérias, nutrientes e biossurfactantes, que promovem a degradacao
e limpeza do material (BANAT; MAKKAR; CAMEOTRA, 2000).

Existem varios estudos para remediacdo de solos contaminados com
metais pesados, seja pela complexacéo das formas livres do metal em solucao
aguosa, promovendo a adsorcdo do metal ao biossurfactante, ou pelo acumulo
de biossurfactantes na interface solido/liquido, sob condicbes de tensédo
interfacial reduzida, permitindo, assim seu contato com o metal adsorvido.
Como exemplo, no trabalho realizado por NEILSON et al. (2003), foi analisada
a atividade de ramnolipidios na remocao de metais pesados, como Ni e Cd do
solo, com eficiéncia de 80-100% em laboratorio e 20-80% no solo.

Em relacdo a aplicacbes terapéuticas, um dos mais conhecidos
biossurfactantes, a surfactina possui varias aplicacdes farmacéuticas, como a
inibicdo da formagé&o de coagulos, formacado de canais idbnicos em membranas,

atividade antibacteriana e antifingica, atividade antiviral e antitumoral,
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produzido por Rhodococcus erythropolis, o biossurfactante inibiu o virus da
herpes simples e virus parainfluenza (NITSCHKE ; PASTORE, 2002).

Na agricultura, os biossurfactantes sdo utilizados principalmente em
formulacbes de herbicidas e pesticidas. Os compostos ativos dessas
formulacdes sao geralmente hidrofébicos, sendo, portanto, necessario agentes
emulsificantes para dispersa-los em solugdes aquosas. Os surfactantes
produzidos por Bacillus foram utilizados para emulsionar a formulacdo de
pesticidas organofosforados imisciveis (BARROS, et al. 2005). Mnif et al,
(2015), em seu estudo demonstraram, que a surfactina possui propriedades
antifangicas, podendo, dessa maneira, ser utilizada como fungicida natural para
0 combate de fungos que infestam diversas plantagdes.

Os biossurfactantes possuem compatibilidade com a pele, portanto, eles
podem ser usados em produtos de higiene e cosméticos. Desde o ano de
2002, existe no mercado um produto que contém 1 mol de soforolipidios e 12
moles de propilenoglicol, o qual apresentou excelente compatibilidade dérmica,
sendo utilizado em hidratantes faciais (NITSCHKE ; PASTORE, 2002).

Alguns soforolipidios sao utilizados como umectantes para incorporacao
em produtos de maquiagem. A KAO Co. Ltda. desenvolveu um processo
fermentativo para producdo de soforolipidios, que posteriormente sofrem
esterificacdo, resultando em um produto com aplicacdo em batons e como
hidratante para pele e cabelos (BARROS et al., 2007).

A emulsificacdo tem um papel muito importante nas industrias de
alimentos na formacg&o da consisténcia e textura, assim como na dispersao de
fases e na solubilizacdo de aromas. Os biossurfactantes séo utilizados como
emulsificante no processamento de matérias-primas, na panificacdo e em
produtos derivados de carne, influenciando nas propriedades reolégicas da
farinha de trigo e a emulsificacdo de gorduras (AQUINO, 2011) Alguns
biossurfactantes produzidos por micro-organismos, tais como os de Candida
utilis, tém sido muito utilizados em molhos prontos para saladas (NITSCHKE,
PASTORE, 2002). Silva et al (2016), analisaram a capacidade emulsificante em
um preparado alimenticio Oleo/agua (molho grego) utilizando um
biossurfactante produzido por Yarrowia lipolytica, obtendo bons resultados para
a capacidade emulsificante. Os biossurfactantes também sao utilizados em

laticinios retardando a colonizagcéo de Streptococcus thermophilus, que causa o
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cheiro ou gosto ruim durante a pasteurizacdo (BOGNOLO, 1999). Os
biossurfactantes também podem ser utilizados nas industrias de papel, téxtil e
ceramica, por exemplo, o biodispersan € um produto usado na industria de
tintas, pois gera maior espalhabilidade e aumenta as propriedades de mistura.
As propriedades de estabilizacdo de espumas sédo necessarias na fabricacéo
de extintores de incéndio (NITSCHKE; PASTORE, 2002). Na Tabela 4, ha um
resumo das aplicagdes e funcdes de alguns biossurfactantes.

Tabela 4 - FuncOes e aplicacdes de alguns biossurfactantes.

Funcao do Biossurfactante Aplicacbes

Recuperacéo de 6leo residual,

Reducéo da viscosidade de 6leo Petrolifera
Bactericida, antifungico e antiviral Farmacéutica
Limpeza Alimenticia, petrolifera,

cosmética e quimica
Solubilizacao Alimenticia, cosmética
farmacéutica e téxtil
Emulsificante Alimenticia, cosmética
petrolifera, plastico,

curtumes e biorremediacao

Detergente, formadores de espuma Curtumes, quimica e
metallrgica
Agente umectante Téxtil, metallrgica e cosmética
Lubrificante Téxtil e metalUrgica
Agentes permeabilizadores Farmacéutica, téxtil e quimica
Estabilizantes Téxtil e alimenticia
Agente dispersante Papel e petrolifera
Sequestrante de metais Biorremediacéo e

tratamento de residuos
Removedor de ceras de frutas e vegetais Alimenticia

Ligacdo do asfalto a areia e cascalho Construgéo civil

Fonte: SINGH et al, 2007.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Matéria-prima

Os substratos utilizados foram os residuos do abacaxi (Ananas
comosus) coletados em barracas de venda de frutas e sucos localizados no

mercado municipal de Sdo José do Rio Preto — SP.

4.2 Preparo da matéria-prima

Os residuos do abacaxi (casca e talo) foram cortados manualmente com
auxilio de um facédo inox em pedacos menores que 3 cm, distribuidos em
bandejas de inox e expostos ao sol, durante aproximadamente 24 h ou até que
ficassem duros e quebradicos.

As amostras secas foram moidas em um moedor de facas e peneiradas
até 14 mash, acondicionadas em frascos de vidro e armazenadas a

temperatura ambiente.

4.3 Pré-tratamento da biomassa

Para o preparo da hidrélise das amostras de biomassa, o pré-tratamento
foi realizado de acordo com o método proposto por Monsalve, Perez e
Colorado (2006), com algumas modificacdes, adicionando 100 ml de acido
sulfarico nas concentracfes de 2,5; 5,0; 7,5 e 10,0%, respectivamente, para
cada 10 g de amostra seca e moida, com subsequente aguecimento em

autoclave a 121°C durante 15 e 30 min.

4.4 Desintoxicacao do hidrolisado

O processo de desintoxicagao foi realizado de acordo com Mussato e
Roberto (2004), com algumas modificagdes. Primeiramente, foram adicionados
2,5% de carvao ativado ao hidrolisado, e a mistura foi submetida a agitacao de

200 rpm, a 30°C, por 1 h. A mistura foi centrifugada (3000g, 20 min.) e filtrada.
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Posteriormente, no sobrenadante filtrado, foram realizadas analises de
acucares totais, agucares redutores e compostos fendlicos, conforme descrito

nos itens 4.10.7, 4.10.8, 4.10.9, respectivamente.

4.5 Micro-organismo

O micro-organismo utilizado foi a levedura Candida tropicalis, adquirida
da Colec¢éo de Culturas Tropical (CCT) da Fundacdo André Tosello — Pesquisa
e Tecnologia de Campinas, Estado de S&o Paulo.

4.6 Meio de manutencao

A levedura foi crescida em estufa a 30° C por 24 h no meio de
manutencao descrito na Tabela 5, e depois mantida em refrigeracdo a 4° C.
Todo més foi realizado repique da levedura para manter a viabilidade.

Tabela 5 — Meio de manutencéo utilizado para a levedura Candida tropicalis.

Composto Concentracéo (g.L™1)
Glicose 10,0
Extrato de levedura 3,0
Extrato de malte 3,0
Peptona de carne 5,0
Agar 20,0

4.7 Preparo do pré-inéculo para ativagéo da levedura

O indculo foi preparado pela transferéncia de uma amostra de Candida
tropicalis, crescida previamente por 24 horas como descrito no item 4.6 para
frascos de Erlenmeyer (250 ml) contendo 150 ml do meio de manutencéo
descrito na Tabela 5 sem adicdo do Agar, obtendo-se assim um caldo. Este
Erlenmeyer foi incubado em estufa a 30°C por 24 h com agitacédo de 200 rpm.
Apos foi centrifugado a 7000 g por 15 minutos. A Figura 8 mostra o “pellet”

formado no fundo do tubo da centrifuga.
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Figura 8 - Preparacao do pré-indculo para fermentacao.

Fonte: Préprio autor.

4.8 Padronizacéao do in6culo

A padronizagdo do inéculo foi realizada a partir do sedimento (Figura 9).
Esse “pellet” foi ressuspendido em agua destilada estéril de forma a se obter
uma suspensao celular com absorbancia de 0,6 em um comprimento de onda
de 600nm. Primeiramente foram colocados em uma cubeta de
espectrofotometro 3 ml de &gua destilada (branco), depois nessa mesma
cubeta gotejou-se a suspensao da levedura até atingir a absorbancia 0,6. Por
meio de uma regra de trés foi determinada a quantidade de inéculo a ser

adicionada em cada erlenmeyer contendo o meio de cultura para fermentacéo.

Calculo:

3 ml-------- X

N — B Equacéo 1
Onde:

X: volume utilizado de suspenséao da levedura
A: volume final de meio de fermentacéo
B: volume de suspenséao de levedura utilizada para a fermentacao
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4.9 Preparo do meio de fermentacéao

Para a producdo de biossurfactante, foram utilizados os meios de

fermentacao especificados a seguir:

4.9.1 Meio Padrao

O meio padrdo foi semelhante ao definido por Rodriguez e Callieri

(1986), com algumas modificacdes, conforme especificado na Tabela 6.

Tabela 6 — Meio Padré&o utilizado para compor o meio de produgéo.

Composto Concentracgéo (g.L™1)
Extrato de levedura 50
KH2PO4 1,0
(NH4)2SO,4 1,0
MgS0,7H,0 1,0

4.9.2 Meio de Producao

Para os ensaios, utilizaram-se as concentracdes de glicose e agua
destilada 1, 2, 3, 4 e 5% somando 75 mL e esterelizou-se, depois adicionou-se
75 mL do meio padrdo ja esterelizado e com a quantidade padronizada de
inodculo descrita no item 4.8, somando no total 150 mL. O mesmo foi realizado
com os hidrolisados da casca e do talo do abacaxi. Calculou-se a concentracéo
inicial de acucares nos hidrolisados de casca e talo, obtendo assim o valor
inicial de acucares de cada concentracdo e adicionou-se a agua destilada para
obter 75 mL no final e consequente esterelizacao, apés foi adicionado os 75 mL
do meio padréo ja esterilizado e com a quantidade de inoculo padronizado.

4.9.3 Fermentacgao

Apés a preparacdo do meio de producdo descrito no item 4.9.2, os
frascos contendo no total 150 ml de cada concentracdo (75 ml do meio padréo
+ 75 ml de cada concentracdo) para os substratos (glicose, casca e talo do
abacaxi), foram incubados, separadamente, a 30°C e 200 rpm e foi avaliada a
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producdo de biossurfactantes nos intervalos de fermentacdo de 2h, 4h, 6h, 8h,
10h e 12 horas.

4.10 Métodos analiticos

4.10.1 Determinacéo do pH

O pH foi determinado ao final de cada tempo de fermentacdo e foi
analisado diretamente no caldo fermentado utilizando o potencidbmetro pHmetro
Digmed modelo DM20.

4.10.2 Determinagéo do crescimento microbiano

A determinacéo do crescimento microbiano foi determinada por meio das
medidas de absorbancia no espectrofotdmetro Biochrom, modelo Libra S22.
Para isto, as células contidas nos hidrolisados fermentados foram separadas
como descrito no item 4.8 e quantificadas com a curva de padrdo construida
para determinar a quantidade de crescimento da levedura (4.10.5). Os testes

foram realizados em triplicata.

4.10.3 Determinacéo da presenca de biossurfactante

Apés cada tempo de fermentacédo (2h, 4h, 6h, 8h, 10h e 12h), os caldos
fermentados foram centrifugados (centrifuga — Jouan, modelo GR2022) a
70009 por 20 minutos a 4°C para separacao de células do sobrenadante. Neste
foi realizada a determinacdo de biossurfactante pelas seguintes analises:
indice de emulsificacéo, atividade emulsificante, tensdo superficial,
concentragdo micelar critica (CMC).

O indice de emulsificagcdo foi determinando por meio da adicdo de 2 ml
de 6leo de soja em tubos de ensaio 100 X 15 mm contendo 3,5 ml do caldo
fermentado livre de células obtido apds a centrifugacdo. Os tubos foram
submetidos a agitacdo por meio de vortex durante 2 minutos. Posteriormente
foi realizada a leitura nos tempos de 10 minutos (to), 24, 48, 72 e 96 horas (1,
to,ts e ty). O indice de emulsificagdo foi calculado segundo Igbal e
colaboradores (1995):
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IE= (altura da camada de emulséo (mm)/ altura total da coluna (mm)) X 100.

A atividade emulsificante foi determinada pela mistura de 2 ml de 6leo de
soja com 3,5 ml do caldo de fermentacdo livre de células, submetidos a
agitacdo maxima em agitador de tubos por 2 minutos. Posteriormente, foi
realizada a leitura em espectrofotobmetro (Biochrom, modelo Libra S22), no
comprimento de onda de 620 nm. O branco era o caldo de fermentagao livre de
células. A atividade emulsificante foi calculada pela equacéo:

AE: (absorbancia da amostra — absorbancia do branco) X diluicéo

A determinacdo da tensdo superficial foi realizada em um tensiémetro
Leconde Du Nouy, na temperatura de 25°C, utilizando um volume de 10 ml do
caldo de fermentacao livre de células.

Para a determinacdo da concentracdo micelar critica, foram realizadas
diluicbes do caldo de fermentacdo livre de células em agua destilada até
alcancar a concentracdo micelar critica (CMC), na qual o biossurfactante
comeca a se agregar e ndo é mais observada a reducéo significativa da tenséo
superficial.

A determinacdo da CMC foi representada por um grafico da tenséo
superficial versus concentracdo do biossurfactante no ponto de inflexdo da

curva.

4.10.4 Separacao do biossurfactante

O sobrenadante livre de células foi colocado em frascos previamente
pesados, e o biossurfactante foi separado por precipitagdo com etanol absoluto
(1:3 v/v), em seguida foi mantido em repouso por um dia em uma temperatura
de 4 °C. Apl6s esse procedimento, ele foi seco em estufa a 45°C até peso
constante. O biossurfactante obtido foi expresso em g/L.

4.10.5 Construcéo da curva padrdo para determinacdo da massa celular seca

Um volume de 400 ml obtido apds o processo de pré-fermentacéo foi
centrifugado conforme o item 4.8 e o0 sobrenadante foi descartado.
Posteriormente, as células foram lavadas com a mesma quantidade de agua

destilada e novamente foi realizada a centrifugagédo nas mesmas condi¢des. O
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sobrenadante foi descartado novamente e a massa celular umida foi suspensa
em 200 mL de agua destilada e em seguida foram realizadas diferentes
diluicbes, para medicdo da densidade Otica destas em espectrofotdmetro

(Biochrom, modelo Libra S22) no comprimento de onda de 600nm.

Os cadinhos de porcelana foram previamente secos em mufla a 550°C
por 2 horas e pesados em balanca analitica. Posteriormente foram adicionados
50 mL das diluicdes preparadas anteriormente e colocadas para secagem em
estufa a 55°C até peso constante.

A massa celular seca foi determinada por meio da subtragdo do peso
dos cadinhos com células e do peso destes limpos e secos, dividido pelo
volume adicionado (50 mL). A massa celular seca foi expressa em g/L. Foi
construida uma curva padréo relacionando a absorbancia com a massa celular

em g/L.

4.10.6 Potencial para estabilizar emulsées de molho estilo Francés

Foram realizados ensaios para determinar o potencial de aplicacdo do
biossurfactante produzido para estabilizar emulsées de molhos para salada
estilo francés. As leituras do indice de emulsificacdo (E,4) foram realizadas em
misturas de vinagre (4mL), Ketchup industrial (2 mL), 6leo de soja (4mL) e sal
(1gr) com a concentragdo do biossurfactante variando de 0 a 10 mL; estas
foram homogeneizadas e posteriormente realizadas leituras em 10 minutos e
24 horas. O indice de emulsificacao foi calculado com a porcentagem da altura
da camada emulsificada (cm) dividida pela altura total do liquido (cm).

As andlises foram realizadas em periodos pré-determinados de 15 em
15 dias durante o tempo de 4 meses, imitando a vida de prateleira do produto.
Todas as analises foram realizados em triplicata. O molho francés usado como

exemplo é mostrado na Figura 9.
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Figura 9: Molho tipo francés comercializado e lista de ingredientes.

Ingredientes: agua, 6leo vegetal de soja,
' acucar liquido invertido, ketchup, vinagre, sal,
u condimento preparado de especiarias, amido
modificado, gema de ovo em pg, acidulante
acido lactico, corante oleoresina de paprica,
“mw?wcw& espessante goma xantana, conservador acido
T/ sorbico e sequestrante EDTA calcio dissddico.
- N3o contém glaten.

Fonte: www.junior.com.br

4.10.7 Determinacéo de acucares totais

Os acucares totais foram determinados pelo método fenol-sulfarico,
descrito por Dubois et al. (1956). Foram realizadas leituras de absorbancia no
comprimento de onda de 490 nm, e a quantificacdo foi determinada por curva
padrao de glicose em diferentes concentracdes.

4.10.8 Determinacédo de acucares redutores

Os acucares redutores foram determinados de acordo com o método do
cuproarsenato descrito por Nelson (1944) e Somogyi (1952). Foram realizadas
leituras de absorbancia no comprimento de onda de 540 nm, e a quantificacao
foi determinada por curva padrdao de glicose utilizando diferentes

concentracoes.

4.10.9 Determinacéo do teor de compostos fendlicos

A concentracdo de fendis totais foi determinada pelo método de Folin-
Ciocalteau modificado por Chaovanalikit e Wrolstad (2004). Uma amostra de
0,5 mL de hidrolisado foi misturada com 0,5 mL de reagente de Folin-Ciocalteu
e 7,5 mL de agua destilada. A mistura foi deixada em repouso por 10 min, a
temperatura ambiente. Depois foram adicionados 1,5 mL de carbonato de sodio
(20%). As amostras foram colocadas em banho Maria por 20 min, E
posteriormente realizaram-se as leituras de absorbancia no comprimento de

onda de 755 nm.
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5. RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1 Padronizacao da hidrolise da casca e do talo do abacaxi

Testes foram realizados a fim de se comparar o desempenho da
utilizacdo de diferentes concentragBes de &cido sulfarico para a hidrolise da
casca e do talo do abacaxi em diferentes tempos de aquecimento com a
finalidade de selecionar as melhores condicdes de producdo. Portanto a
hidrolise foi realizada nas concentracdes de H,SO, (2; 2,5; 5,0; 7,5 e 10) e nos
tempos de aquecimento em autoclave de 15 e 30 minutos.

Essas analises foram realizadas para determinar qual concentracdo de
acido libera mais acucares fermentesciveis que serdo utilizados pela levedura
para consequente fermentacdo. O uso de acido mais concentrado rompe com
mais facilidade de lignina e hemicelulose contida na casca e no talo do abacaxi,
porém resulta na formacdo de grande quantidade de compostos téxicos que
podem prejudicar a fermentacdo, portanto o uso da hidrolise acida deve ser
feita levando em consideracdo todos esses aspectos (PEREIRA, MENDES,
SEOLATTO, 2013).

A hidrdlise foi padronizada com acido sulfarico na concentragdo de 2,5%
(v/v), com aquecimento de 15 minutos na autoclave. Esta escolha foi feita de
acordo com os resultados de acuUcares (totais e redutores) e compostos
fendlicos. Os resultados das analises de agucar total para a casca e o talo de
abacaxi nos tempos de aquecimento 15 e 30 minutos podem ser observado no

Gréafico 2.



49

Grafico 2 - ConcentracOes de agucares totais em g/L liberados por hidrélise
acida com 2,0; 2,5; 5,0; 7,5 e 10,0% de H,SO,, com aquecimento 15 e 30 min

em autoclave.
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No Grafico 2 observa-se que em relacdo a casca houve uma queda
muito acentuada no valor de aglUcares totais na concentracdo de 2,5% no
tempo de 30 minutos, portanto a escolha foi no tempo de 15 minutos. Em
relacdo a concentragdo a melhor neste caso seria a de 5 %, pois ela
apresentou o melhor resultado no tempo 15 minutos, porém se pensar em uma
industria fica muito mais viavel se utilizar concentracfes menores por iSso a
concentracdo de 2,5% foi escolhida, jA que a diferenca dos valores nédo
compensaria 0 gasto com o acido.

Em relacdo ao talo do abacaxi houve também uma diferenca nas
guantidades de acuUcares totais, sendo que no tempo de 15 minutos e na
concentracdo de 2,5% se obteve a maior concentracao de agucares totais, logo
se escolheu esses valores para a padronizacdo da hidrolise.

Os resultados obtidos para agucares redutores e compostos fendélicos

podem ser observados nos Gréficos 3 e 4 respectivamente.
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Grafico 3- Concentracfes de acucares redutores em g/L liberados por hidrélise
acida com 2,0; 2,5; 5,0; 7,5 e 10,0% de H,SO,, com aquecimento 15 e 30 min
em autoclave.
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Grafico 4 - Concentracdes de compostos fendlicos em g/L liberados por
hidrolise acida com 2,0; 2,5; 5,0; 7,5 e 10,0% de H,SO,4, com aquecimento 15 e
30 min em autoclave.
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No Gréfico 3 observa-se que na concentracdo de 2% e 30 minutos de
aguecimento para o talo do abacaxi obteve-se o melhor resultado para
acucares redutores, porém a diferenca para 15 minutos de aquecimento €
muito pequena e sabendo-se que quanto menor o aquecimento menor é a

liberacdo de compostos fendlicos escolheu-se 15 minutos de aquecimento,
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guanto a concentracao percebe-se que para 2% de acido houve uma liberacéo
maior dos acUcares redutores, mas para obter uma padronizacdo exata para
todas as andlises foi escolhida a concentracdo 2,5% assim como nas outras
analises realizadas.

O aquecimento escolhido para a casca foi o de 15 minutos, uma vez que
ndo houve muita diferenca no conteddo de agucares redutores assim a opgao
foi escolher a mesma concentragdo de acido sulfurico 2,5% e o mesmo tempo
de 15 minutos, respectivamente o qual foi escolhido para a casca nos outros
experimentos.

Seolatto et al (2014) compararam o rendimento de acUcares
fermentesciveis com o pré tratamento de hidrélise acida em bagaco de abacaxi
para a producdo de biocombustivel e nesse estudo observaram que a maior
producado de acUcares redutores ocorreu nas menores temperaturas utilizadas.

Em um estudo realizado por Pattana et al (2010), onde realizou-se a
hidrélise &cida dos substratos do abacaxi, obteve-se 5,47g/L de glicose,
mostrando assim que o0 abacaxi apresenta bons rendimentos de acucares
fermentesciveis.

Silva (2011), em seu estudo utilizando planejamento fatorial para
determinar o melhor rendimento de agucares redutores em bagaco de abacaxi,
este, encontrou na concentracdo de 1,5 % de acido sulfurico, temperatura de
140° C e tempo de 30 minutos a melhor liberacdo de acucares redutores sendo
11 g/L de xilose e 4g/L de frutose.

O Gréfico 4 mostra a determinacdo dos compostos fenolicos. E
importante saber que quanto menor a concentracdo destes compostos melhor
sera o0 crescimento celular e menor a interferéncia na producdo de
biossurfactante. Estes compostos reagem com as moléculas biolégicas da
célula (proteinas, lipideos e acidos nucleicos) e provocam danos a membrana
celular, gerando perda da integridade da membrana e sua seletividade,
afetando dessa maneira sua capacidade como matriz enzimatica e barreira
seletiva, diminuindo o crescimento celular e a suplementagdo de acucares
(CAMPOS et al., 2009). Portanto, baseado nos dados relatados, a casca e o
talo do abacaxi no tempo de 15 minutos de aquecimento e 2,5% de
concentracdo de acido sulfurico, foram as que apresentaram 0S menores

valores. Sendo assim foi possivel observar que quanto maior o aquecimento
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maior € a liberacdo desses compostos. No Grafico 4 observa-se ainda que para
o tempo de aquecimento 30 minutos os valores de compostos fendlicos tanto

para a casca quanto para o talo do abacaxi foram altos.

5.2 Desintoxicacédo e concentracdo dos hidrolisados do talo e da casca do
abacaxi

A hidrdlise acida de materiais lignoceluldsicos possibilita a liberacdo de
acucares polimerizados que podem ser fermentados e podem produzir
biossurfactantes por micro-organismos, como por exemplo, a Candida
tropicalis, porém além desses acUcares, had também a liberacdo de compostos
inibidores que limitam a producdo de biossurfactante e, por isso, sao
desenvolvidos métodos especificos de desintoxicacdo do material hidrolisado,
para realizar o processo de fermentacdo (PALMQVIST; HAHN-HAGERDAL,
2000).

Essa etapa serve para diminuir os compostos inibidores e outros fatores
que possam interferir no desenvolvimento dos micro-organismos. Para
monitorar antes e depois da desintoxicacdo foram realizadas analises de
acucares redutores e compostos fendlicos e também depois de concentrar o
sobrenadante foram realizadas novas analises de acUcares redutores e
compostos fendlicos. Os resultados podem ser observados nos Graficos 5 e 6,

respectivamente.

Grafico 5 - AgUcares redutores em g/L sem desintoxicar, desintoxicado e apos
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Gréfico 6 - Compostos fendlicos em g/L sem desintoxicar, desintoxicado e apos

concentragéo.
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No Gréfico 5 observa-se que no hidrolisado sem desintoxicar e
desintoxicado o contetdo de acUcares redutores ndo teve muita mudanca,
porém ao concentrar o desintoxicado os valores tanto para a casca como para
o talo de abacaxi subiram, sendo que para o talo o aumento de acucares
redutores foi 0 maior.

Ja para os compostos fendlicos, o Grafico 6 nos mostra que apos
desintoxicar o hidrolisado os valores diminuiram tanto para a casca quanto
para o talo do abacaxi, porém ao concentrar esse hidrolisado o0s valores

voltaram a aumentar.

5.3 Determinacgéo do crescimento microbiano

O crescimento microbiano foi avaliado para concentragdes de glicose (1
a 5%) e para concentracdes de diferentes substratos casca e talo do abacaxi (1
a 5%). Os resultados estdo demosntrados nos Graficos (7, 8 e 9),
respectivamente.
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Gréfico 7: Crescimento microbiano para as diferentes concentracdes de glicose

utilizadas pela levedura Candida tropicalis durante a producéo de

biossurfactantes nos periodos de 2, 4, 6, 8, 10 e 12 horas de fermentacao a
30°C e 200rpm.
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Gréfico 8: Crescimento microbiano para as diferentes concentracdes de

hidrolisado de abacaxi (casca), utilizadas pela levedura Candida tropicalis

durante a producéo de biossurfactantes nos periodos de 2, 4, 6,8, 10 e 12

horas de fermentacéo a 30°C e 200rpm.
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Grafico 9: Crescimento microbiano para as diferentes concentracdes de
hidrolisado de abacaxi (talo), utilizadas pela levedura Candida tropicalis durante
a producdo de biossurfactantes nos periodos de 2, 4, 6, 8, 10 e 12 horas de

fermentacado a 30°C e 200rpm.
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5.4 Variacao do ph

Foram realizadas fermentacGes em periodos de 2h, 4h, 6h, 8h, 10h e 12
horas para cada concentracdo de glicose (1 a 5%) e também para cada
concentracdo dos substratos (1 a 5%) sendo eles a casca e o talo do abacaxi e
analisada a variacao do pH para cada fermentacéao.

Os resultados demonstraram que houve variagcdo do pH ao longo da
fermentacdo em relacdo ao pH inicial de 6,5. Observa-se também que estas
mudancas sao diferentes em relacdo ao substrato e a concentracdo utilizada
(Graficos 10, 11 e 12). Os valores de pH baixo em algumas concentracfes de
substrato esta relacionada ao fato do carboidrato ter sido catabolizado
resultando na producdo de acidos e consequentemente ao aumento do
crescimento celular (FERREIRA, 2007).



Gréfico 10: Variacao do pH para as diferentes concentracdes de glicose
utilizadas pela levedura Candida tropicalis durante a producéo de
biossurfactantes nos periodos de 2, 4, 6, 8, 10 e 12 horas de fermentacédo a
30°C e 200rpm.
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Grafico 11: Variacdo do pH para as diferentes concentracfes de hidrolisado de

abacaxi (talo), utilizadas pela levedura Candida tropicalis durante a producao
de biossurfactantes nos periodos de 2, 4, 6, 8, 10 e 12 horas de fermentacéo
30°C e 200rpm.
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Gréfico 12: Variacao do pH para as diferentes concentracées de hidrolisado de
abacaxi (casca) utilizadas pela levedura Candida tropicalis durante a producao
de biossurfactantes nos periodos de 2, 4, 6, 8, 10 e 12 horas de fermentacédo a
30°C e 200 rpm.
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5.5 indice de emulsificagdo

A determinacado do indice de emulsificacdo esta diretamente relacionado
com a presenca de biossurfactantes no caldo fermentado livre de células, tendo
assim altos indices de emulsificacdo que indicardo maior quantidade de
biossurfactantes (OLIVEIRA, 2014).

Um bom biossurfactante possui a capacidade de emulsificagdo e
estabilizacdo da emulsificagdo em torno de 50% do volume da emulséo original
24 horas depois da sua formacao (ANTUNES, 2010).

Os biossurfactantes produzidos nos periodos de 2 h, 4h, 6h e 8h para os
trés substratos, (casca, talo de abacaxi e glicose respectivamente) obtiveram
resultados abaixo de 50% indicando que a producé&o de biossurfactante por
Candida tropicalis nesses intervalos de fermentacéo ficaram abaixo de 50%
conforme mostram os Graficos 13, 14, 15 e 16 para casca, 17, 18, 19 e 20 para
talo e 21, 22, 23 e 24 para glicose.

Isso pode ser explicado pela pouca producdo de biossurfactante, uma
vez que, existe a relacdo entre a concentracédo do biossurfactante produzido e

o valor de indice de emulsificagdo (CALVO, et al.,2009).
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Gréfico 13: indice de emulsificacdo para as diferentes concentracdes de
hidrolisado de abacaxi (casca) utilizadas pela levedura Candida tropicalis
durante a producéo de biossurfactantes no periodo de 2 horas de fermentagéo
a 30°C e 200 rpm.
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Gréfico 14: indice de emulsificac&o para as diferentes concentracées de
hidrolisado de abacaxi (casca) utilizadas pela levedura Candida tropicalis
durante a producao de biossurfactantes no periodo de 4 horas de fermentacéo
a 30°C e 200 rpm.
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*BS: Biossurfactante produzido.



Gréfico 15: indice de emulsificac&o para as diferentes concentracdes de

hidrolisado de abacaxi (casca) utilizadas pela levedura Candida tropicalis
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durante a producao de biossurfactantes no periodo de 6 horas de fermentacéo
a 30°C e 200 rpm.
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Gréfico 16: indice de emulsificac&o para as diferentes concentracées de

hidrolisado de abacaxi (casca) utilizadas pela levedura Candida tropicalis

durante a producéo de biossurfactantes no periodo de 8 horas de fermentacgéo
a 30°C e 200 rpm.

50,00%
40,00%
30,00%
20,00%
10,00%

0,00%

porcentagem

10 min

24 48
horas horas
Tempo

72
horas

96
horas

indice de emsulficagdo (8 Horas de fermentac&o casca)

E Conc.1 (BS + oléo vegetal)
E Conc.2 (BS + oléo vegetal)
= Conc.3 (BS + oléo vegetal)
m Conc.4 (BS + oléo vegetal)
E Conc.5 (BS + oléo vegetal)

*BS: Biossurfactante produzido.
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Gréfico 17: indice de emulsificacéo para as diferentes concentracées de
hidrolisado de abacaxi (talo) utilizadas pela levedura Candida tropicalis durante
a producdo de biossurfactantes no periodo de 2 horas de fermentacéo a 30°C e
200 rpm.
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*BS: Biossurfactante produzido.

Gréfico 18: indice de emulsificac&o para as diferentes concentracées de
hidrolisado de abacaxi (talo) utilizadas pela levedura Candida tropicalis durante
a producédo de biossurfactantes no periodo de 4 horas de fermentacéo a 30°C e
200 rpm.
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*BS: Biossurfactante produzido.
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Gréfico 19: indice de emulsificac&o para as diferentes concentracdes de
hidrolisado de abacaxi (talo) utilizadas pela levedura Candida tropicalis durante
a producdo de biossurfactantes no periodo de 6 horas de fermentagédo a 30°C e
200 rpm.
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*BS: Biossurfactante produzido.

Gréfico 20: indice de emulsificac&o para as diferentes concentracées de
hidrolisado de abacaxi (talo) utilizadas pela levedura Candida tropicalis durante
a producdo de biossurfactantes no periodo de 8 horas de fermentagéo a 30°C e
200 rpm.
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*BS: Biossurfactante produzido.
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Gréfico 21: indice de emulsificacéo para as diferentes concentracdes de glicose

utilizadas pela levedura Candida tropicalis durante a producéo de

biossurfactantes no periodo de 2 horas de fermentag&o a 30°C e 200 rpm.
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*BS: Biossurfactante produzido.

Gréfico 22: indice de emulsificacdo para as diferentes concentracdes de glicose

utilizadas pela levedura Candida tropicalis durante a producéo de

biossurfactantes no periodo de 4 horas de fermentagéo a 30°C e 200 rpm.
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Gréfico 23: indice de emulsificacéo para as diferentes concentracdes de glicose
utilizadas pela levedura Candida tropicalis durante a producéo de

biossurfactantes no periodo de 6 horas de fermentagéo a 30°C e 200 rpm.
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*BS: Biossurfactante produzido.

Gréfico 24: indice de emulsificacdo para as diferentes concentracdes de glicose
utilizadas pela levedura Candida tropicalis durante a producéo de

biossurfactantes no periodo de 8 horas de fermentacao a 30°C e 200 rpm.
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*BS: Biossurfactante produzido.
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O biossurfactante produzido apés 10 horas de fermentacéo para os trés
substratos analisados obtiveram valores mais altos em relacdo a todos os
outros periodos de fermentagcdo, sendo que para o substrato casca o maior
valor e a melhor estabilidade apds 24 horas foi a concentracdo 3 obtendo um
valor de 43% e diminuindo apenas 2% apo6s as 24 horas da sua formacao

original, conforme mostrado no Gréfico 25.

Grafico 25: indice de emulsificac&o para as diferentes concentracoes de
hidrolisado de abacaxi (casca) utilizadas pela levedura Candida tropicalis
durante a producéo de biossurfactantes no periodo de 10 horas de

fermentacao a 30°C e 200 rpm.
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*BS: Biossurfactante produzido.

Para o substrato talo a melhor concentragéo foi a concentragdo 3, em
relacdo ao indice de emulsificacdo 48,50% mantendo a sua estabilidade apos
24 horas a 48%, portanto esta concentracdo foi a que teve o resultado mais

aceitavel o que pode ser observado no Grafico 26.
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Gréfico 26: indice de emulsificac&o para as diferentes concentracdes de
hidrolisado de abacaxi (talo) utilizadas pela levedura Candida tropicalis durante

a producdo de biossurfactantes no periodo de 10 horas de fermentagéo a 30°C

e 200 rpm.
indice de emulsificac&o (10 Horas de fermentacéo talo)
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*BS: Biossurfactante produzido.

Em relacao a glicose, a qual foi o substrato que obteve o maior indice de
emulsificacdo em todas as concentracdes, o melhor resultado obtido foi para a
concentragdo 4 tendo 52,39% de indice de emulsificagdo e mantendo-se

estavel até 51% apos 24 horas conforme mostra o Grafico 27.

Gréfico 27: indice de emulsificag&o para as diferentes concentracées de glicose
utilizadas pela levedura Candida tropicalis durante a producéo de

biossurfactantes no periodo de 10 horas de fermentagdo a 30°C e 200 rpm.
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*BS: Biossurfactante produzido.
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Em um estudo realizado por Ehrhardt (2015), onde se analisou o indice
de emulsificacdo do biossurfactante produzido com o substrato de abacaxi
utilizando o 6leo de motor e também o 6leo de soja com 1% de glicose e apds
24 horas, observou-se que em todas as analises realizadas obteve-se emulséo
assim como nesse estudo, porém o melhor resultado foi com 5 horas de
fermentacdo obtendo 60% de indice de emulsificagdo com o Oleo de soja,
nesse mesmo estudo com 5% de glicose obteve-se 52,9% de indice de
emulsificacdo para o 6leo de soja em 24 horas de fermentacao.

Em outro estudo realizado por Rocha (2017), onde se produziu
surfactina utilizando melaco de cana, todas as amostras apresentaram indice
de emulsificacdo superior a 50% em querosene apos 24 horas.

Santos et al (2018), em seu estudo de producdo de biossurfactantes
com diferentes fontes de carbono por Candida guilliermondii, analisou que o
substrato que teve os melhores resultados para indice de emulsificacdo foi o
suco de abacaxi, tendo bons resultados tanto para o 6leo de motor quanto para
0 Oleo de soja sendo os valores 72,04 e 67,54, respectivamente.

Os resultados de indice de emulsificagcdo com 12 horas de fermentacao
diminuiram, portanto o melhor tempo de fermentacdo nessa andlise seria 10
horas de fermentacéo, isso pode ser relacionado ao fato de que apds 12 horas
a producdo de biossurfactante tenha diminuido, assim como houve a
diminuicdo da producdo de Candida tropicalis. Os resultados podem ser

analisados nos Gréaficos 28, 29 e 30.
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Gréfico 28: indice de emulsificac&o para as diferentes concentracées de

hidrolisado de abacaxi (casca) utilizadas pela levedura Candida tropicalis

durante a producao de biossurfactantes no periodo de 12 horas de

fermentacao a 30°C e 200 rpm.
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*BS: Biossurfactante produzido.

Graéfico 29: indice de emulsificac&o para as diferentes concentracées de

hidrolisado de abacaxi (talo) utilizadas pela levedura Candida tropicalis durante

a producédo de biossurfactantes no periodo de 12 horas de fermentacédo a 30°C
e 200 rpm.
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*BS: Biossurfactante produzido.
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Gréfico 30: indice de emulsificacéo para as diferentes concentracées de glicose

utilizadas pela levedura Candida tropicalis durante a producéo de

biossurfactantes no periodo de 12 horas de fermentagéo a 30°C e 200 rpm.
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*BS: Biossurfactante produzido.

5.6 Atividade emulsificante

A atividade de emulsificacdo foi determinada pela mistura de 2 ml de

0leo de soja com 3,5 ml da solucéo de biossurfactante, submetidos a agitacédo

méaxima em agitador de tubos por 2 minutos. Posteriormente, foi realizada a

leitura em espectrofotdmetro, no comprimento de onda de 620 nm. A atividade

emulsificante foi calculada pela equacéo:

AE: (absorbancia da amostra — absorbancia do branco) X diluigéo.

Nas tabelas 7, 8 e 9 podem-se observar os resultados para os

substratos casca, talo de abacaxi e glicose respectivamente.




Tabela 7- Atividade emulsificante para as diferentes concentracfes de

hidrolisado de abacaxi (casca) utilizadas pela Candida tropicalis durante a

producéo de biossurfactantes no periodo de 12 horas de fermentacédo a 30°C a

200rpm.

Concentragcdo 2 Horas 4 Horas 6 Horas 8 Horas 10 Horas 12Horas
Conc.1 (BS+6leo) 0,41 0,46 0,58 1,21 1,25 1,28
Conc.2 (BS+6leo) 0,45 0,46 0,59 1,25 1,3 1,32
Conc.3 (BS+6leo) 0,46 0,48 0,65 1,35 1,42 1,46
Conc.4 (BS+6leo) 0,48 0,48 0,67 1,36 1,59 1,61
Conc.5 (BS+6leo) 0,5 0,51 0,78 1,38 1,6 1,67
*BS: Biossurfactante produzido.

Tabela 8- Atividade emulsificante para as diferentes concentracdes de

hidrolisado de abacaxi (talo) utilizadas pela Candida tropicalis durante a

producao de biossurfactantes no periodo de 12 horas de fermentacéo a 30°C a

200rpm.

Concentracdo 2 Horas 4 Horas 6 Horas 8 Horas 10 Horas 12Horas
Conc.1 (BS+6leo) 0,45 0,48 0,67 1,65 2,01 2,06
Conc.2 (BS+6leo) 0,46 0,5 0,78 1,67 2,13 2,15
Conc.3 (BS+6leo) 0,47 0,52 0,84 1,69 2,57 2,58
Conc.4 (BS+6leo) 0,5 0,57 0,86 1,75 2,65 2,78
Conc.5(BS+6leo) 0,51 0,61 0,91 1,8 2,7 2,86

*BS: Biossurfactante produzido.
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Tabela 9- Atividade emulsificante para as diferentes concentracdes de glicose
utilizadas pela Candida tropicalis durante a producédo de biossurfactantes no

periodo de 12 horas de fermentacgdo a 30°C a 200rpm.

Concentracdo 2 Horas 4 Horas 6 Horas 8 Horas 10 Horas 12Horas
Conc.1 (BS+6leo) 0,68 0,79 0,84 1,78 2,16 2,19
Conc.2 (BS+6leo) 0,7 0,79 0,87 1,81 2,19 2,24
Conc.3 (BS+6leo) 0,75 0,81 0,94 1,95 2,68 2,74
Conc.4 (BS+6leo) 0,76 0,85 0,97 2,05 2,75 2,79
Conc.5 (BS+6leo) 0,8 0,87 0,99 2,1 2,84 2,97

*BS: Biossurfactante produzido.

Conforme demonstrado nas Tabelas 7, 8 e 9 a partir das 6 horas de
fermentacdo houve um aumento consideravel em todos os tipos de substratos,
pode ser analisado também que quanto maior for a concentracdo dos
substratos maior sera a atividade emulsificante como pode ser visto nas
tabelas. Portanto, as atividades emulsificantes da casca e talo de abacaxi e
glicose na concentracdo 5 e com 12 horas de fermentagéo, foram os valores
mais altos para essa analise. Porém os valores com 4% de concentracdo nao
houve uma diferenca significativa, sendo assim seria mais viavel a nivel
industrial utilizar a concentracdo 4. De acordo com Lang (2002), em seu
estudo ele produziu um biossurfactante que atingiu 2,44 a 600nm de atividade
emulsificante, neste trabalho encontrou-se um resultado superior atingindo 2,86
para o substrato talo e 2,97 para o substrato glicose a 600nm de atividade
emulsificante, o que indica que o biossurfactante produzido tem uma boa

atividade emulsificante.

5.7 Tensao superficial
A eficacia do biossurfactante produzido pela levedura Candida

tropicalis nos meios de producéo, foi determinada pelas medidas de tenséo
superficial. Essa determinagdo foi realizada nos caldos fermentados apos
serem centrifugados para separacao das celulas do sobrenadante. Esta analise

€ a de maior importancia para os agentes tensoativos, sendo que quanto maior
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for a concentracdo do tensoativo produzido maior sera a reducdo da tenséo
superficial (OLIVEIRA, 2014).

Os resultados obtidos para tensdo superficial para os substratos
glicose, talo e casca de abacaxi estdo mostrados nos Graficos 31, 32 e 33,
respectivamente, pode-se observar que estes resultados diferem quanto ao tipo
de substrato, concentracéo e tempo de fermentagéo.

No Grafico 31 foram obtidos os melhores resultados o qual foi utilizado
glicose como substrato para a producao de biossurfactante a partir de 10 horas
de fermentacdo em relacdo a concentracao tanto a 4% e 5% nao variam muito
o resultado.Sendo que na concentracdo 4 e 10 horas de fermentacdo a tenséo
superficial da 4gua foi reduzida de 72 mNm™ para 28 mNm™.

Em um estudo realizado por Ehrhardt (2015), obteve-se uma reducao
da tensado superficial em 25,1% apos nove horas de fermentacdo da bactéria
Bacillus subtilis utilizando como substrato os residuos do abacaxi e 3% de
concentracédo de glicose. Neste mesmo estudo com 5% de glicose obteve-se
uma reducédo de 25,3% apoés 24 horas de fermentacéo.

Nesse estudo quando utilizado o hidrolisado do abacaxi (talo) foi
reduzida a tensdo superficial da agua de 72 mNm™ at¢ 30mNm™ na
concentracdo 4% e 10 horas de fermentacdo (Grafico 32), este resultado
encontrado com a levedura Candida tropicalis e o substrato glicose, talo e
casca do abacaxi indica que esta levedura produz um biossurfactante com
grande poder de reducédo da tenséo superficial.

Em um estudo realizado por Almeida (2014), onde se utilizou a levedura
Candida tropicalis e residuos agroindustriais como a milhocina obteve-se uma
reducdo da tenséo superficial do meio para 29,52 mNm™ em uma fermentacao
de 120 horas.

Quando se utilizou a casca de abacaxi (Grafico 33) como substrato para
a producdo de biossurfactante a tenséo superficial da agua foi de 72 mNm™
para 37 mNm™, na concentracdo 4% e 10 horas de fermentacdo. O resultado
para a casca de abacaxi foi inferior aos obtidos pela glicose e talo de abacaxi
pelo fato da casca de abacaxi ndo ter tantos acucares fermentesciveis, sendo
assim a producéo de biossurfactante foi afetada e o resultado baixo em relacéo
a tensao superficial. De acordo com Rocha (2016), o biossurfactante produzido

por Candida tropicalis em um biorreator utilizando 0leo de fritura de canola,
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melaco de cana e milhocina em uma fermentacdo de 144 horas reduziu a

tensdo superficial para 31 mNm™,

Grafico 31: Tenséao superficial do sobrenadante livre de células obtido em
diferentes concentracdes de glicose durante 4, 6, 8, 10 e 12 horas de
fermentacao utilizando a levedura Candida tropicalis a 30°C e 200 rpm (mudar

o grafico).
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Grafico 32: Tenséao superficial do sobrenadante livre de células obtido em
diferentes concentragdes de hidrolisado de abacaxi (talo) durante 4, 6, 8, 10 e

12 horas de fermentacao utilizando a levedura Candida tropicalis a 30°C e 200

rpm.
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Gréfico 33: Tensao superficial do sobrenadante livre de células obtido em
diferentes concentrac¢des de hidrolisado de abacaxi (casca) durante 4, 6, 8, 10
e 12 horas de fermentacao utilizando a levedura Candida tropicalis a 30°C e
200 rpm.
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5.8 Concentracdo micelar critica (cmc)

A concentra¢do micelar critica (CMC) foi determinada pela diluicdo do
caldo fermentado livre de células com base na medi¢do da tensdo superficial
em funcdo da concentragdo do biossurfactante. Para esta andlise foram
utilizadas apenas as amostras com 10 horas de fermentagdo na concentracéo
4%, j& que, neste periodo foi onde se obteve os melhores resultados de tensao
superficial e produtividade.

A determinagdo da concentragdo micelar critica € um dos parametros
mais importantes para a determinacdo da eficiéncia de um biossurfactante, e
este valor varia entre 0,01 a 2 g/L (MULLIGAN, et al. 2001) , sendo assim 0s
resultados obtidos nesse estudo, conforme mostra os Graficos 34, 35 e 36 para
0s trés substratos utilizados, demonstraram resultados inferior a 2 g/L para
CMC revelando ser um biossurfactante eficiente.

Nos Graficos 34, 35 e 36 estdo os valores de CMC dos biossurfactantes

produzidos por glicose, talo e casca de abacaxi, respectivamente.



Grafico 34: Concentracao micelar critica (CMC) no sobrenadante livre de
células quando foi utilizado glicose como substrato pela levedura Candida

tropicalis no tempo de fermentacao de 10 horas a 30°C e 200 rpm.
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Gréfico 35: Concentracao micelar critica (CMC) no sobrenadante livre de
células quando foi utilizado hidrolisado de abacaxi (talo) como substrato pela
levedura Candida tropicalis no tempo de fermentacao de 10 horas a 30°C e

200 rpm.
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Grafico 36: Concentracao micelar critica (CMC) no sobrenadante livre de
células quando foi utilizado hidrolisado de abacaxi (casca) como substrato pela
levedura Candida tropicalis no tempo de fermentacéo de 10 horas a 30°C e
200 rpm.
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Conforme mostra o Grafico 34 para o substrato glicose o valor de CMC
fica ou entre 0,7 e 1 g/L. Oliveira (2014) obteve resultados semelhantes
utilizando glicose como substrato e a bactéria Bacillus pumilus tendo um
resultado que varia ou entre 0,5 e 1 g/L.

De acordo com o estudo realizado por Bueno (2008) onde utilizou como
substrato sacarose e caldo de cana com a bactéria Bacillus sp obteve-se um
valor de 27-37 mg/L de CMC.

No Grafico 35 observa-se que o valor de CMC foi o mais baixo e de
acordo com Christofi & Ivshina (2002), quanto mais baixo for o valor de CMC
mais eficiente € o biossurfactante produzido, portanto para o substrato talo de
abacaxi obteve-se o menor resultado de CMC com o valor variando entre 0,2 e
0,4 g/L.

Para o substrato casca de abacaxi (Grafico 36) o valor da CMC foi o
mais alto e provavelmente se deve ao fato deste substrato ter apresentado
valores inferiores de tensao superficial e produtividade quando se comparado

com o substrato talo.
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5.9 Determinacéao do efeito do biossurfactante para estabilizacdo de um
molho tipo francés

Foi determinado o efeito da adicdo do biossurfactante produzido por
Candida tropicalis ,sendo que o biossurfactante era uma proporcédo de 50 mL
de biossurfactante produzido pela casca de abacaxi, 50 mL de biossurfactante
produzido pelo talo de abacaxi e 50 mL de biossurfactante produzido pela
glicose, em um sistema simulando um molho tipo francés, durante quatro
meses. As formulacdes utilizadas se encontram na Tabela 10. Todas as

analises foram realizadas em triplicata.

Tabela 10- Formulacao do sistema utilizado para analise de indice de

emulsificacao, simulando um molho francés.

Ensaio Ketchup(mL) Vinagre(mL) Oleo(mL) Sal Biossurfactante(mL)

(gr)
1 2 4 4 1 0
2 2 4 4 1 2
3 2 4 4 1 4
4 2 4 4 1 6
5 2 4 4 1 8
6 2 4 4 1 10

Os resultados do indice de emulsificagdo no periodo de 10

minutos e 24 horas podem ser observados na Tabela 11

Tabela 11 — indice de emulsificacéo dos ensaios realizados.

Ensaio indice de Emulsificacio%
10 minutos 24 horas
1 nao houve emulsificacao
2 nao houve emulsificacéo
3 20% nao houve emulsificagéo
4 45% 44 5%
5 25% 29%
6 16% 19%
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As condicfes das andlises realizadas foram temperatura ambiente (29 a
30°C), o pH dos ensaios eram proximos de 5,8.

Conforme mostrado na Tabela 11 nos ensaios 1 e 2 ndo apresentaram
indice de emulsificacdo, tendo em vista que no primeiro ndo foi adicionado
biossurfactante e no segundo foram adicionados apenas 2 mL, 0 que nos
mostra que a quantidade de biossurfactante na mistura era pouca. No ensaio
trés houve emulsificacdo, mas apenas nos primeiros minutos e depois de 24
horas ja ndo havia mais emulsificacdo. O quarto ensaio foi o que teve melhor
desempenho tendo um indice de emulsificacdo de 45% e mantendo-se estavel
apos 24 horas. Os ensaios 5 e 6 apresentaram resultados abaixo do esperado
havendo variacdo dos primeiros minutos para 24 horas.

As analises de 15 em 15 dias durante 4 meses foram realizadas apenas
com o ensaio 4, ja que este mostrou melhor resultado quanto ao indice de

emulsificacdo. O resultado para essa analise esta mostrado no Gréfico 37.

Grafico 37- Determinacéo da estabilidade da emulsdo do molho tipo francés
por 120 dias
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De acordo com o Gréafico 37 pode-se observar que depois dos 45 dias
houve uma reducédo de 44% para 41%, e a partir dai o indice de emulsificacao
comegou a cair a cada leitura, porém muito pouco, considerando assim que

essa mistura mostrou-se eficaz em estabilizar a emulsao.
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Em um estudo realizado por Silva (2016), foi possivel observar a
formagcdo de uma emulsdo alimenticia do tipo Oleo/agua utilizando o
biossurfactante produzido pela levedura Yarrowia lipolytica, em uma proporcao
1:1, porém ndo manteve a estabilidade do sistema apds 24 Horas, sendo que a
maior estabilidade nesse estudo foi de 7 dias usando o biossurfactante

produzido, goma xantana e maltodextrina.

5.10 Separacéao do biossurfactante

Para separagdo do biossurfactante, foram utilizadas apenas as
fermentacdes obtidas com concentracdo 4% e 10 horas de incubacao, ja que,
essas foram as condicfes para a melhor producdo do biossurfactante. Para
isso, 0 sobrenadante livre de células foi precipitado com etanol na
concentragdo 1:2 a 4°C. O biossurfactante foi seco em estufa a vacuo a 45°C.
Os resultados mostraram que para o substrato talo a producao foi de 7,56 g/L
em 10 horas de fermentacéo, ja para a casca a producéao foi de 5,23 g/L o que
indica que a quantidade de acUcares fermentesciveis usada para produzir
biossurfactante foi inferior ao talo.

Em um estudo realizado por Silva et al (2016), onde se analisou a
producdo de biossurfactante por Yarrowia lipolytica foi utilizado para
precipitacdo do biossurfactante o etanol em uma proporcéo de 5:1obtendo-se a
maior extragédo de biossurfactante no valor de 7,04 g/L.

Santos et al (2018), em seu estudo de producdo de biossurfactantes
utilizando diferentes fontes de carbono por Candida guilliermondii, observou
qgque com o substrato suco de caju como fonte de carbono a produtividade
maxima foi de 0,178g/L em uma hora de producdo. O que mostra que n0Ssos
resultados estdo dentro dos parametros de outros estudos, mostrando-se

eficaz a producao de biossurfactante por Candida tropicalis.
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6. CONCLUSOES

A casca e o talo do abacaxi se mostraram bons substratos para a
producao de biossurfactantes pela levedura Candida tropicalis .

A hidrélise com 2,5% e 15 minutos de autoclave foi a mais eficiente para
a fermentacéo.

A desintoxicacdo realizada para eliminar inibidores da fermentagéo foi
eficaz, tendo em vista que, apds a desintoxicacdo, a quantidade de
compostos fendlicos diminuiu.

A analise de indice de emulsificacdo mostrou que o substrato talo de
abacaxi foi o0 mais eficiente, mantendo-se estavel apds 24 horas.

As atividades emulsificantes da casca e talo de abacaxi e glicose na
concentracédo 4 e 5 % obtiveram resultados semelhantes com 10 horas
de fermentacdo, portanto a escolha foi 4% tendo em vista o quesito
industrial e econémico.

A tenséo superficial mostrou diferentes resultados, pois esta variou em
relacdo ao substrato, a melhor reducédo foi para o substrato glicose
reduzindo a tensdo superficial da agua de 72 mNm™ para 28 mNm™ na
concentragéo 4 e 10 horas de fermentacéo.

A CMC de todos os substratos se manteve abaixo de 2g/L, sendo que
para o talo de abacaxi obteve-se o menor valor sendo ele (0,2 a 0,4 g/L).
O biossurfactante produzido foi eficaz para manter a estabilidade do
sistema semelhante a um molho francés no periodo de 120 dias
analisados.

A producéo do talo foi de 7,56 g/L em 10 horas de fermentacéo e 4%, ja

para a casca foi de 5,23 g/L com 0s mesmos parametros.



80

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

ACCORSINI, F. R. Isolamento de leveduras de um consoércio
especializado e avaliagéo de seu potencial na producéo de
biossurfactantes em fontes alternativas de carbono. Dissertacdo de
Mestrado, 2010, 89 f. Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”
Faculdade de ciéncias agrarias e veterinarias campus de Jaboticabal, 2010.

AGEITEC- Agéncia Embrapa de Informac&o Tecnolégica. Arvore do
Conhecimento: Frutas Disponivel em: <http://www.agencia.cnptia.embrapa.br>.

Acesso em: 15 de ago. 2018.

ALMEIDA D. G; et al. Utilizacao de planejamento experimenttal na
Producéo de biossurfactante pela levedura Candida tropicalis a partir de
residuos industriais. Trabalho apresentado ao Congresso Brasileiro de
Engenharia Quimica (COBEQ). Universidade Federal Rural de Pernambuco,
Rede Nordeste de Biotecnologia — RENORBIO, 2014.

ANTUNES, A. A. Producdo, caracterizacdo e aplicacao do biossurfactante
isolado de Chromobacterium violaceum em meios alternativos e de baixo
custo. Tese de Doutorado, 2010, 222 f. Universidade Federal de Pernambuco,
2010.

AQUINO, P. L. M. Producéao de biossurfactantes a partir de Bacillus
velezensis utilizando residuos agroindustriais como substrato.
Dissertacdo de Mestrado, 2011, 82 f. Universidade Estadual Paulista, Instituto
de Biociéncias, Letras e Ciéncias Exatas, 2011.

ARAGAO, V. O. et al. Leveduras degradadoras de hidrocarbonetos e
produtoras de biossurfactantes. In: REUNIAO ANUAL DA SOCIEDADE
BRASILEIRA PARA O PROGRESSO DA CIENCIA, 57., 2007. Fortaleza.
Anais... Fortaleza, 2007.

BANAT, I. M.; MAKKAR, R.S.; CAMEOTRA, S.S. Potential commercial
applications of microbial surfactants. Appl. Microbiol. Biotechnol., 53: 495-
508, 2000.



81

BARROS, L. M. Ocorréncia de Candida albicans e Candida dublinienses
em sitios subgengivais e nas mucosas da cavidade bucal: genotipagem
por RAPD e atividade enzimatica de aspartil proteinases e fosfolipases.
Tese de Doutorado, 2005, 133 f.Universidade Estadual de Campinas, Sao
Paulo, 2005.

BOGNOLO, G. Biosurfactant as emulsifying agents for hydrocarbons.
Colloids and Surfaces A, Physicochemical and Engineering Aspects,
Amsterdam, v. 152, p. 41-52, 1999.

BORGES, M. R. Sintese enzimatica de ésteres de acgucar: surfactantes e
polimeros como novos materiais ambientalmente seguros. Tese de
Doutorado, 2007, 185 f. Universidade federal do rio grande do norte centro de
ciéncias exatas e da terra programa de pés-graduacao em ciéncia e
engenharia de materiais, 2007.

BRUMANDO, L. P.; SOLER, M. F.; DA SILVA, S. S. Recent advances in
sustainable production and application of biosurfactants in Brazil and
Latin America. Industrial Biotechnology, v. 12, n. 1, p. 31-39, 2016

BUENO, S. M. Bactérias produtoras de biossurfactantes: Isolamento,
producdo, caracterizacdo e comportamento num sistema modelo. Tese de
Doutorado, 2008, 99 f. Universidade Estadual Paulista “Julio Mesquita Filho”,
2008.

CALVO, C. et al. Application of bioemulsifiers in soil bioremediation processes.
Future prospects. Science of the Total Environment, Amsterdam, v. 407, n.
12, p. 3634-3640, 2009.

CAMPOS, F. M; FIGUEIREDO, A.R; HOGG, T. A; COUTO, J. A. Effect of
phenolic acids on glucose and organic acid metabolism by lactic acid bacteria
from wine. Wine Microbiology, v. 26, p. 409-14, 20009.

CHAOVANALIKIT, A.; WROLSTAD, R. E. Total anthocyanins and total
phenolics of fresh and processed cherries and their antioxidant properties.
Journal Food Chemistry and Toxicology, v. 69, p. 67-72, 2004.



82

CHRISTOFI, N.; IVSHINA, I. B. Microbial surfactants and their use in field
studies of soil remediation. Journal of Applied Microbiology, v. 93, p. 915-
929, 2002.

COMASSETO, J.V. A reunido da Quimica e da Biologia. In: MARSAIOLI, A.
PORTO, A.L. (Org). Biocatalise e Biotransformacdo Fundamentos e
Aplicagdes. Salto: Schoba, 2010, v. 1.

DAMIAOQ, A. O. Producéo de biossurfactantes por Pseudomonas
aeruginosa e a bioprospeccéo de genes relacionados com
raminolipideos. Dissertagdo de Mestrado, 2012, 74 f. Universidade Federal da
Bahia, 2012.

DARVISHI, P. et al. Biosurfactant production under extreme environmental
conditions by efficient microbial consortium, ERCPPI-2. Colloids and Surfaces
B: Biointerfaces, Amsterdam, v.84, n.2, p. 292-300, 2011.

DELEU, M.; PAQUOT, M. From renewable vegetables resourcesto
microorganisms: new trends in surfactants. Comptes Rendus Chimie, n.7, p.
641-646, 2004.

DESAI, J.D.; BANAT, I. M. Microbial production of surfactants and their
commercial potential. Microbiology and Molecular Biology Reviews, v. 61, p. 47.
1997.

DUBOIS, M., GILLES, K., HAMILTON, J.,REBERS P.,& SMITH, F. Colorimetric
method for determination of sugars and related substances. Analytical
Chemistry, p. 350-356, 1956.

EHRHARDT, D. D. Producéao de biossurfactantes por Bacillus subtilis
utilizando residuo do processamento do abacaxi como substrato.
Dissertacao de Mestrado, 2015, 96 f. Universidade Estadual de Campinas,
2015.



83

EMBRAPA — EMPRESA BRASILEIRA DE PESQUISA AGROPECUARIA.
Abacaxi: Producao e aspectos técnicos, 2000. Disponivel em: <http://
www.embrapa.com.br.

FELIX, A. K. N. Caracterizagao e estudo da aplicabilidade do
biossurfactante produzido por Bacillus subtilis LAMIOO5 a partir do suco
de caju . Dissertacdo de Mestrado, 2012, 105f. Universidade Federal do
Ceara. Fortaleza, 2012.

FELIPE, L. O.; DIAS, S. C. Surfactantes sintéticos e biossurfactantes:
vantagens e desvantagens. Quimica e Sociedade, Séo Paulo, vol. 39, n° 3, p.
228-236, 2016.

FELSE, P.A.; SHAH, V.; CHAN, J.; RAO, K.J.; GROSS, R.A. Sophoroplid
biosyntesis by Candida bombicola from industrial fatty acid residues. Enzyme
and Microbial agroecologiaifrn.files.wordpress.com. Acesso em: 10 dez. 2017.

Technology, 40: 316-323, 2007.

FERREIRA, L. C. Aspectos microbiolégicos da conservacéao de polpas de
pequi (Caryocarbrasiliense Camb.): Qualidade, higiene, adaptacéo de
bactérias ao estresse &cido e isolamento de microrganismos com
potencial para bioconservacao. Tese de doutorado, Universidade Federal de
Minas Gerais, Faculdade de Farmécia, MG, 110 f, 2007.

FONTES, G. C.; AMARAL P. F. F. E COELHO, M, A, Z. Producéo de
biossurfactante por levedura. Quimica Nova, p. 2091 -2099, 2008.

FOX, S.; BALA, G. A. Production of surfactant from Bacillus subtilis ATCC
21332 using potato substrates. Bioresource Technology, n. 75, p. 235-240,
2000.

GOUVEIA, E. R. et al. Bactérias produtoras de biossurfactantes. Revista
Biotecnoldgica Ciéncia e Desenvolvimento, Pernambuco, n. 30, p. 39-45,
Jun. 2003. Disponivel em: <http://www.biotecnologia.com.br/revista/bio3.
Acesso em: 02 out. 2016.



84

IBGE- Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica. Disponivel em:
<http://www.agricultura.pr.gov.br/arquivos/File/deral/Prognosticos/2017/Fruticult
ura_2016_17.pdf> Acesso em: 29 de nov. 2017.

IJAH, U. J. J. Studies on relative capabilities of bacterial and yeast
isolates from tropical soil in degrading crude oil. Waste Management, n. 18,
p. 293-299, 2000.

IQBAL, S.; KHALID, Z. M.; MALIK, K. A. Enhanced biodegradation and
emulsificationof crude oil and hyperproduction of biosurfactants by gamma ray-
induced mutant of Pseudomonas aeruginosa. Journal of Applied
Microbiology, v.21, p.176-179, 1995.

JAMAI, L. et al, Production of ethanol from starch by free and immobilized
Candida tropicalis in the presence of a-amylase. Bioresource Technology, v.
98, p. 34, 2001.

JOSHI, S. et al. Biosurfactant production using molasses and whey under
thermophilic conditions. Bioresource Technology, Essex, v. 99, n. 1, p. 195-
199, 2007.

LANG, S. Biological Amphiphiles (Microbial Biosurfactants). Current opinion in
Colloid & Interface Science, v.7, p. 12-20, 2002.

LAWRENCE, M.J.; REES, G.D., Microemulsion-based media as novel drug
delivery systems, Advanced Drug Delivery Reviews, 45, 89-121, 2000.

LUNA, J.N.; RUFINO, D.R.; SARUBBO, L.A.; TAKAKI, G.M.C. Producéo de
Biossurfactante em meio de baixo custo formulado com agua do mar.
Exacta. 6: 209-215, 2008.

MARCELINO, P. R. F. Producéo de biossurfactantes de segunda geracao
por leveduras em hidrolisado hemiceluldsico de bagaco de cana-de-
acUcar. Dissertacao de Mestrado, 2016, 157 f. Universidade de S&o Paulo,
2016.



85

MARQUES, N. S. A. Producdo, caracterizacao e aplicacédo de
biossurfactante produzido por Mucor circinelloides UCP/WFCC 0001.
Dissertacao de Mestrado, 2017, 118 f. Universidade catélica de Pernambuco,
2017.

MNIF, I.; et al. Purification and identification of Bacillus subtilis SPB1
lipopeptide biosurfactant exhibiting antifungal activity against
Rhizoctonia bataticola and Rhizoctonia solani. Environmental Science and
Pollution Research, v. 23, p. 6690-6699, dez. 2015.

MONSALVE, J. F.; PEREZ, V. I. M.; COLORADO, A. A. R. Produccién de
etanol a partir de La cadscara de banano y almidon de yuca, Dyna, ano 73,
n. 150, p. 21-27, 2006.

MORAES, R.K.S. Producao de biossurfactantes a partir de substratos de
baixo custo. Dissertagao de Mestrado, 2012, 132f. Universidade Federal de
Alagoas, Maceio, 2012.

MOURA, C. L. Estudo da solubilizacdo da griseofulvina em micelas dos
brijs 78, 98, 700. Dissertacao de Mestrado, 75 f. 2017. Universidade Federal
do Cear4, 2017.

MUSSATTO, S. I.; ROBERTO, I. C. Alternatives for detoxification of diluted-acid
lignocellulosic hydrolyzates for use in fermentative processes: a review.
Bioresource Technology, v. 93, n. 1, p. 1-10, 2004.

MULLIGAN, C. N.; YONG, R. N.; GIBBS, B. F. Surfactant-enhanced
remediantion of contaminated soil: a review. Engineering Geology, v. 60, p.
371-380, 2001.

NEILSON, J.W.; ARTIOLA, J.F.; MAIER, R.M. Characterization of lead removal
from contaminated soils by non-toxic soil-washing agents. J. Environ. Qual. 32:
899-908, 2003.

NELSON, N. A photometric adaptation of Somogy method for determination of
glucose. Biochemistry, v. 153, n. 2, p. 375-380, 1944.



86

NITSCHKE, M.; PASTORE, G. M. Biossurfactantes: propriedades e
aplicacfes. Quimica Nova, Sdo Paulo, v. 25, n. 5, p. 772-776, 2002.

OLIVEIRA, J. G. Utilizacao de melago, manipueira e soro de queijo como
substratos para producao de biossurfactante por Bacillus pumilus e sua
aplicacdo em biorremediacao de solo. Tese de Doutorado, 2014, 98f.
Universidade Estadual Paulista, Sdo José do Rio Preto, 2014.

PACHECO, G. J. Producéo de biossurfactantes por Rhodococcus
erythropolis e sua aplicacdo naremocédo de éleo de sedimentos arenosos.
Dissertacao de Mestrado, 2008, 95f. Universidade Federal do Rio de janeiro,
2008.

PALMQVIST, E.; HAHN-HAGERDAL, B. Fermentation of lignocellulosic
hydrolysates II: inhibitors and mechanisms of inhibition. Bioresource
Technology, v. 74, n., p. 25-33, 2000.

PARKINSON, M. Bio-surfactants. Biotechnology Advances, New York, v. 3,
n. 1, p. 65-83, 1985.

PATTANA, L.; THANI, A.; Acid hydrolysis of sugarcane bagasse for lactic acid
production. Bioresou. Techon, v. 101, p. 1036-1046, 2010.

PEREIRA, M.B; MENDES, T.P.P; SEOLATTO, A. A. Producéo de bioetanol a
partir de residuos da industria de suco. X congresso de engenharia quimica,
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro,2013.

PIROLLO, M. P. S. et al. Biossurfactant synthesis by Pseudomonas aeruginosa
LBI isolated from a hydrocarbon-contaminated. Journal of applied microbiology,
v. 105, p. 1484-1490, 2008.

REIS, R. S.; PACHECO, G. J.; PEREIRA, A. G.; FREIRE, D. M. G.
Biosurfactants: Production and Applications, Biodegradation - Life of Science,
Dr. Rolando Chamy (Ed.), InTech, 2013, v. 01, p. 1-370, 2013.



87

RIBEAUX, D. R. Potencial biotecnolégico da nova linhagem de Candida
tropicalis isolada de sedimentos de mangue na producéo de
biossurfactante. Dissertacédo de Mestrado, 78 f. 2016. Universidade Federal
de Pernambuco, 2016.

ROCHA, P. M. Producéao de surfactina por Bacillus subtilis UFPEDA 438
utilizando melago de cana como substrato. Dissertagdo de Mestrado, 116f.
Universidade Federal do Rio Grande do Norte, 2016.

RODRIGUEZ, E.; CALLIERI, D. A. S. High yield conversion of sucrose into
ethanol by a flocculent Zymomonas sp. Isolated from sugarcane juice.
Biotechonology Letters, Dordrecht, v. 8, p. 745-748, 1986

ROGERIO, M.C.P.; et al. Valor nutritivo do residuo da inddstria
processadora de abacaxi (Ananas comosus) em dietas para ovinos:
consumo, digestibilidade aparente e balancos energético e nitrogenado.
Arquivo Brasileiro de Medicina Veterinaria e Zootecnia, v. 59, n. 3, p. 773-781,
2007.

RUFINO, R.D.; LUNA, J.M.; CAMPOS-TAKAKI, G.M.; SARUBBO, L.A.
Characterization and properties of the biosurfactant produced by Candida
lipolytica UCP 0988. Electronic Journal of Biotechnology. v. 17, p. 73, 2014.

SANTOS, S.F.M.. Avaliacdo da producao de biossurfactante a partir de
diferentes fontes de carbono por Candida guilliermondii. Revista Saude &
Ciéncia Online, v. 7, n. 2, (maio a agosto de 2018). 502p., Jodo Pessoa,
Paraiba.

SANTOS, F. K. G.;et al. Determinacdo da concentracdo micelar critica de
tensoativos obtidos a partir de 6leos vegetais para uso na recuperagao
avancada de petréleo. IV PDPETRO, p. 21-24. Campinas, 2007.

SARUBBO, L. A.; FARIA. Co-Utilization of Canola Oil and Glucose on the
Production of a Surfactant by Candida lipolytica Current Microbiology. 54,
68-73, 2007



88

SARUBBO, L. A, et al. Scale up de produc¢éo de biossurfactante por
candida tropicalis e aplicacao naremocao de metais pesados. Trabalho
apresentado ao Congresso Brasileiro de Engenharia Quimica (COBEQ).
Universidade Federal de Pernambuco, 2016.

SATPUTE, S. K.; BANPURKAR, A. G.; DHAKEPHALKAR, P. K.; BANAT, |. M.;
CHOPADE, B. A. Methods for investigating biosurfactants and bioemulsifiers: a
review. Critical Reviews in Biotechnology, v. 30, p. 127-144, 2010.

SEOLATTO, A.; et al. Comparacao no rendimento de pré-tratamentos na
hidrolise do bagaco de abacaxi para producéo de biocombustiveis. XX
Congresso Brasileiro de Engenharia Quimica, Florianopdélis, 2014.

SILVA, R.C.F.S.; et al. Applications of biosurfactants in the petroleum
industry and the remediation of oil spills. Int. J. Mol. Sci. 2014, 15, 12523-
12542, 2014.

SILVA, K. A; FONTES, G.C, COELHO, M.A.Z. Avaliacao de diferentes
meétodos de extracdo do Biossurfactante produzido por Yarrowia
lipolytica. Trabalho apresentado ao Congresso Brasileiro de Engenharia
Quimica (COBEQ), Universidade de Pernambuco, 2016.

SILVA, O.0. Aproveitamento do bagaco de abacaxi (Ananas comosus)
para producao biotecnoldgica de xilitol. Tese de Doutorado, 2011, 121 f.
Universidade Federal de Vigosa, 2011.

SINGH, A., VAN HAMME, J.D. And Ward, O. P. Surfactants in microbiology
and biotechonology. Biotechonology Advances, v. 25, p. 99-122, 2007.

SOMOGYI, M. Notes on sugar determination. Journal of Biologycal
Chemistry, v. 195, n. 1, p. 19-23, 1952.

SOUSA, J. R.; et al. Cinética e caracterizagao de ramnolipideos produzidos por
Pseudomonas aeruginosa MSICO02 utilizando glicerol como fonte de carbono.
Quimica Nova. S&o Carlos, v. 37, n. 3, p. 431-441, 2014.



VERA, E. C. S. Producéo biotecnolégica de biossurfactante por
Lactococcus lactis CECT-4434 a partir de residuos agroindustriais e

avaliacdo de suas propriedades. Tese de doutorado, 2017, 132 f.
Universidade de S&o Paulo, 2017.

89



90

APENDICE A - Concentracéo de glicose e absorbancia (490 nm) para

padronizacdo da curva padrdo de acUcares totais.

Concentracdo de glicose (mg/mL) Absorbéancia
0,02 0,196
0,04 0,338
0,06 0,586
0,08 0,89
0,1 1,05
0,12 1,194
0,14 1,431
0,16 1,586
0,18 1,768

0,2 1,969

APENDICE B - Curva padréo para acglcares totais.

Abs 490 nm

2,5

15

0,5

Acucares Totais

y =9,9414x + 0,0066
R2 = 0,996

& absorbéancia

— Linear (absorbancia)

nad

0 0,0 0,1 0,15 0,2 0,25
[acUcares] g/L




APENDICE C - Concentracgio de glicose e absorbancia (540 nm) para

padronizacdo da curva padrdo de agucares redutores.

Concentracdo de glicose (mg/mL) Absorbéancia
0,04 0,124
0,08 0,378
0,12 0,455
0,16 0,636
0,20 0,696
0,24 0,895
0,28 1,032
0,32 1,095
0,36 1,28
0,4 1,366

APENDICE D - Curva padréo para acglcares redutores.
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2P E=EF
PN RO

Abs 540 nm
O O O O
o™ N o

Acucares Redutores

Y= Q,A1 332x + 0.0407

R2=0,9916

/ @ absorbancia
— Linear (absorbancia)

0,2 0,3 0,4 0,5
[acUcares] g/L
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APENDICE E - Concentracdo de acido vanilico e absorbancia (750 nm) para

padronizacao da curva padrdo de compostos fenolicos.

Concentracdo de glicose (mg/mL) Absorbéancia
0,04 0,181
0,08 0,184
0,12 0,312
0,16 0,451
0,20 0,553
0,24 0,665
0,28 0,797
0,32 0,842
0,36 0,935
0,4 1,036

APENDICE F - Curva padrdo compostos fendlicos.

Composto Fendlicos

1,2
y = 2,5805x + 0,0254 o

1 RZ= 0,991;/(
0,8 <

1S
<
To) /
£ 06 A
0 / @ absorbancia
< 04 i anci
< ' —Linear (absorbancia)
0,2 -
0 T T T 1

0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5
Concentracéo de acido vanilico g/L




93

APENDICE G - Peso celular da levedura (g/L) e absorbancias determinadas na

obtencéo da curva do crescimento de Candida tropicalis.

Peso celular (g/L) Absorbéancia (nm)
0 0
0,145 0,13
0,18 0,158
0,2 0,215
0,378 0,359
0,39 0,4
0,52 0,57
0,6 0,65
0,76 0,8
0,89 0,93
0,92 0,957

APENDICE H - Curva Padr&o de glicose para crescimento da Candida

tropicalis
absorbancia -1 0esox- 00134
1 R2 =0,9969
0,8
&
£06
2 A
304 @ absorbancia
'<?: —Linear (absorbancia)
0,2
0 T T T T 1
0 0,2 0,4 0,6 0,8 1
Massa celular seca g/L
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