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RESUMO

MARQUES LENTO DE FREITAS, Karine. Residuo Sélido de Junca para a Producédo de
Biossurfactante por Yarrowia lipolytica. Rio de Janeiro, 2023. Trabalho de Conclusdo de
Curso (Graduagao em Engenharia Quimica) - Escola de Quimica, Universidade Federal do Rio

de Janeiro, Rio de Janeiro, 2023.

A producdo de biossurfactantes destaca-se como alternativa sustentavel aos surfactantes
sintéticos, buscando reduzir o impacto ambiental. A matéria-prima, representando cerca de 50%
dos custos totais, motiva a pesquisa de fontes de baixo custo, notadamente residuos
agroindustriais. Nesse contexto, o estudo foca na producdo de biossurfactantes pela cepa
Yarrowia lipolytica IMUFRJ 50682, utilizando residuos agroindustriais, como residuo de junca
e milhocina, como matérias primas alternativas. A énfase recai na viabilidade econdmica e no
menor impacto ambiental proporcionados por esses residuos. O cultivo foi conduzido a 28°C,
com agitacdo de 250 rpm, ao longo de 96 horas. Durante o processo fermentativo, foram
monitorados a concentracdo celular, a atividade emulsificante e o pH a cada 24 horas. Os
resultados revelaram que todos os residuos testados apresentaram-se promissores como fontes
de carbono e nitrogénio, alcancando aproximadamente 60% de indice de emulsificacdo.
Notavelmente, o uso de residuo de junca e milhocina resultou em uma producdo de
biossurfactante de 60% nas primeiras 48 horas. Ampliando a escala, o estudo avaliou a
producdo em biorreatores, utilizando residuos industriais da junca e milhocina. No entanto,
desafios foram enfrentados, como a adeséo de granulos de junga na membrana, impactando
negativamente o crescimento celular. Em resumo, os resultados indicam que residuos
agroindustriais, como residuo de juncga e milhocina, sdo eficazes e econémicos para a produgéo
de biossurfactantes por Yarrowia lipolytica IMUFRJ 50682, representando um avanco

significativo na pesquisa de bioprodutos com potencial sustentavel.

Palavras-chave: Yarrowia lipolytica; levedura; biossurfactante; junga; milhocina.



ABSTRACT

MARQUES LENTO DE FREITAS, Karine. Residuo Sélido de Junca para a Producédo de
Biossurfactante por Yarrowia lipolytica. Rio de Janeiro, 2023. Trabalho de Conclusdo de
Curso (Graduagao em Engenharia Quimica) - Escola de Quimica, Universidade Federal do Rio
de Janeiro, Rio de Janeiro, 2023.

The production of biosurfactants stands out as a sustainable alternative to synthetic surfactants,
aiming to reduce environmental impact. The raw material, representing approximately 50% of
total costs, motivates the research for low-cost sources, notably agro-industrial residues. In this
context, the study focuses on biosurfactant production by the Yarrowia lipolytica IMUFRJ
50682 strain, using agro-industrial residues such as tiger nuts waste and corn steep liquor as
alternative raw materials. The emphasis is on economic viability and the reduced environmental
impact provided by these residues. Cultivation was conducted at 28°C with agitation at 250 rpm
over 96 hours. During the fermentation process, cellular concentration, emulsifying activity,
and pH were monitored every 24 hours. The results revealed that all tested residues showed
promise as carbon and nitrogen sources, achieving approximately a 60% emulsification index.
Remarkably, the use of tiger nuts waste and corn steep liquor resulted in a biosurfactant
production of 60% within the first 48 hours. Scaling up, the study evaluated production in
bioreactors using industrial residues from tiger nuts and corn steep liquor. However, challenges
were faced, such as the adhesion of tiger nuts granules to the membrane, negatively impacting
cellular growth. In summary, the results indicate that agro-industrial residues, such as tiger nuts
waste and corn steep liquor, are effective and economical for biosurfactant production by
Yarrowia lipolytica IMUFRJ 50682, representing a significant advancement in the research of

bioproducts with sustainable potential.

Keywords: Yarrowia lipolytica; yeast, biosurfactant; tiger nuts; corn steep liquor
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1. INTRODUCAO

A busca por alternativas sustentaveis aos derivados de petréleo tem ganhado impulso
devido a crescente demanda por surfactantes, que sdo compostos anfifilicos com amplas
aplicagdes em diversas industrias. Esses agentes desempenham papéis cruciais na inddstria
alimenticia, farmacéutica, petroquimica e em produtos de uso diario (Araujo et al., 2013). Com
sua versatilidade reconhecida, os surfactantes modificam propriedades de superficie,
estabilizam dispersdes e aprimoram a solubilidade de compostos hidrofébicos (Schramm et al.,
2003). Em avancos recentes, observa-se 0 uso desses compostos em nanotecnologia,
desempenhando um papel crucial ao estabilizar nanomateriais e contribuir para a producéo
controlada de nanoparticulas (Shaban et al., 2020).

Os biossurfactantes, compostos anfifilicos produzidos por microrganismos, surgem
como alternativas promissoras devido a sua biodegradabilidade, baixa toxicidade e origem
renovavel (Alves et al., 2017). No entanto, a ado¢do é limitada pelos custos de producéo,
especialmente substratos dispendiosos e métodos de recuperacdo ineficientes, com o meio de
cultivo representando cerca de 50% dos custos (Makkar & Cameotra, 2002). Além de
beneficios como aprimorar a recuperacdo de petroleo e atuar como dispersantes em
derramamentos de 6leo na industria de petroleo e gas (Nikolova & Gutierrez, 2021), os
biossurfactantes tém potencial em setores como agricultura, cuidados pessoais e alimentos
(Drakontis & Amin, 2020).

Uma série de residuos agroindustriais tém sido utilizados com sucesso para a produgdo
de biossurfactantes por microrganismos. Yafiez-Ocampo et al. (2017) demonstrou o uso de
residuos de 6leo de cozinha e aguas residuais de café, enquanto Rajasimman et al. (2021)
destacou o potencial da fibra de trigo, fibras de arroz, farelo de cevada, residuos de batata e
residuos de farinha de mandioca. Saravanan e Vijayakumar (2014) expandiram ainda mais esta
lista para incluir 6leo de ricino usado, 6leo de coco, 6leo de milho, éleo de motor, azeite, oleina,
6leo de colza, 6leo de girassol, farelo de cevada, residuos de farinha de mandioca, bolo de
amendoim, farelo de arroz e farelo de trigo.

As tiger nuts, também conhecidas como chufa ou junca (Cyperus esculentus), séo
tubérculos de alto valor nutricional, incluindo fibras, proteinas e agucares (Sanchez-Zapata et
al., 2012). Esses tubérculos sao utilizados na producdo de “horchata de chufa”, uma bebida
proveniente do extrato hidrossolivel comum na Espanha, e tém aplicagdes potenciais na
industria alimenticia, farmacéutica e na geracdo de biocombustiveis (Adenowo & Kazeem,

2020). Os subprodutos da junca, como o 6leo, podem ser usados para desenvolver novos
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produtos saudaveis (Rosello-Soto et al., 2018). Além disso, a junca pode ser utilizada como
fonte de carbono para a producdo de biossurfactantes por microrganismos, que possuem
caracteristicas semelhantes aos surfactantes quimicos (Audu et al., 2019).

A milhocina ou “corn steep liquor” é um subproduto do processo de moagem umida do
milho, rico em matéria organica e nutrientes, tornando-o um recurso valioso para diversas
aplicacdes (Zhou et al., 2022). Tem sido utilizada como meio de cultura para a producédo de
desferrioxamina B em Streptomyces pilosus, um sider6foro com aplicagdes clinicas (Chiani et
al., 2010). A biodisponibilidade de aminoacidos na milhocina tem sido estudada no contexto
de bioprocessos, com foco na sua liberagdo durante a fermentacdo (Hofer, 2018). Além disso,
a milhocina tem sido utilizada como meio de cultura para a producdo de biossurfactantes por
Bacillus subtilis, com a adicdo de certos metais que aumentam a producéo de biossurfactantes
(Gudifia et al, 2015).

Yarrowia lipolytica, uma levedura ndo-convencional, tem se mostrado uma produtora
versatil de biossurfactantes, com a capacidade de utilizar diversos recursos renovaveis, como
glicerol bruto e suco de caju clarificado (Fontes et al., 2012). Esses biossurfactantes
demonstraram possuir atividades antibiofilme e antiadesivas contra biofilmes de Salmonella
enterica sorovar Enteritidis (Shatila et al., 2021). Além disso, foi demonstrado que Y. lipolytica
produz biossurfactantes durante a biodegradacdo de n-parafinas, isoprenoides e
hidrocarbonetos aromaticos do petréleo bruto (Ferreira et al., 2022). A producéo de lactonas,
um grupo de compostos de interesse para a industria de aromas, também foi explorada em Y.
lipolytica, com foco na biotransformagao de metil ricinoleato para y-decalactona (Waché et al.,
2003).

Este trabalho concentra-se na avaliagdo da producdo de biossurfactantes pela cepa
Yarrowia lipolytica IMUFRJ 50682, utilizando residuos agroindustriais, como junga e
milhocina, como fontes alternativas de carbono e nitrogénio. A escolha desses residuos baseia-
se em sua riqueza nutricional, representando uma estratégia inovadora para reduzir custos e
promover a sustentabilidade no processo de producgéo de biossurfactantes.

Explorando o potencial da levedura Yarrowia lipolytica e utilizando residuos
agroindustriais como substratos, este estudo visa superar os desafios econémicos associados a
producdo de biossurfactantes, contribuindo para avancos significativos na pesquisa de
bioprodutos sustentaveis. A analise das condi¢bes de cultivo e avaliacdo de parametros como
concentracdo celular e atividade emulsificante ao longo do processo fermentativo oferecem
insights valiosos para o desenvolvimento de uma abordagem economicamente vidvel e

ecologicamente amigével na producéo de surfactantes bioldgicos.



20

1.1. OBJETIVOS
1.1.1. OBJETIVO GERAL

Avaliar a capacidade biotecnologica da levedura Yarrowia lipolytica IMUFRJ 50682
na producao de biossurfactantes, utilizando residuos agroindustriais de junca e milhocina como

matéria-prima de baixo custo.

1.1.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar a producéo de biossurfactante por Y. lipolytica a partir dos residuos
agroindustriais de junca e milhocina em frascos agitados;

e Avaliar a melhor concentracdo de milhocina a ser utilizada na producdo de
biossurfactante;

e Auvaliar a possibilidade de produzir biossurfactante utilizando os residuos de junca e a

milhocina em biorreator;

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1. SURFACTANTES

Surfactantes ou tensoativos sdo compostos organicos formados por moléculas
anfifilicas ou anfipéaticas, capazes de reduzir a tensdo superficial dos liquidos onde se
encontram (Santos et al., 2016; Felix, 2012). Essas moléculas sdo constituidas por longas
cadeias carbonicas, em geral, hidrofébicas e com um grupo hidrofilico podendo ser idnico, ndo
ibnico ou anfotérico, em uma de suas extremidades, que interagem tanto com substancias
polares quanto apolares (Costa & Pastore, 2005).

Os surfactantes possuem propriedades tais como detergéncia, emulsificacéo,
lubrificacdo, capacidade espumante, molhabilidade, solubilizacdo e dispersdo de fases
(Gouveia et al., 2003; Woods & Charles, 2004) e possuem ampla aplicabilidade nas industrias
farmacéuticas, de alimentos, petroquimica, téxtil, agroindustriais além de formulacGes
cosmeéticas, produtos de limpeza, entre outros (Araujo et al., 2013).

A partir de uma concentracdo micelar critica, ha a formacéo de micelas, que sdo uma
estrutura globular formada por um agregado de moléculas do surfactante que envolvem
internamente uma molécula apolar com sua cauda hidrofobica e externamente, ficam suas

cabecas polares que interagem com a agua. Estas estruturas sdo, portanto, responsaveis pela
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retirada de gorduras e por isso surfactantes estao presentes predominantemente em detergentes,
sabdes, xampus, entre outros (Campos & Silva, 1986; Nogueira et al., 2020).

Geralmente essas moléculas sdo produzidas a partir de derivados do petréleo, uma
matéria prima ndo renovavel. No entanto, o interesse do consumidor em adquirir produtos
ecologicamente corretos tem estimulado o mercado de produtos com menor impacto ambiental
e uma nova forma de "re-pensar a quimica" (Brumano et al., 2016). Além disso, eles
apresentam maior toxicidade e sdo pouco compativeis com o0 meio ambiente, estimulando a
necessidade da substituicdo pelos biossurfactantes (Nitschke e Pastore, 2002).

No entanto, o mercado global de surfactantes ainda esta em alta e foi avaliado em US$
39,99 bilhdes em 2021 e deve chegar a US$ 59,95 bilhdes em 2030 com um CAGR (Compound
Annual Growth Rate) de 4,5% durante o periodo de previsao (2022-2030) (SkyQuest, 2022).

2.2. TENSAO SUPERFICIAL

A tensdo superficial € um fenbmeno que ocorre na camada mais externa de um liquido,
fazendo com que sua superficie se comporte como uma membrana elastica. As moléculas no
interior do liquido sdo atraidas em varias dire¢des pelas moléculas vizinhas, resultando em
forgas praticamente equilibradas em cada molécula. No entanto, as moléculas na superficie do
liquido experimentam atrac&o apenas lateral e inferior (FEUP, 2014). Essa forca lateral e para
baixo cria tensdo na superficie, fazendo com que ela se comporte como uma pelicula elastica
(Arcanjo, 2009). A tensdo superficial manifesta-se em situacdes intrigantes, como quando uma
agulha € delicadamente colocada sobre a agua, permitindo que ela permaneca na superficie sem
afundar, mesmo sendo mais densa que a agua. Além disso, a gota d'agua que se forma em uma
torneira mantém sua forma devido a elasticidade na superficie da gota (Marques, 2015).

Pode-se definir a tensdo superficial como a capacidade da superficie de um liquido de
resistir a uma forca externa, resultante da natureza coesiva de suas moléculas. Essa propriedade
permite que pequenos objetos "flutuem™ na superficie de um fluido, desde que o objeto nao
consiga romper e separar a camada superior de moléculas de 4gua. Quando um objeto esta na
superficie do fluido, a superficie sob tensdo age como uma "membrana elastica" (Nishida,
2019).

Existem varias abordagens para medir a tenséo superficial, classificadas como estaticas,
dindmicas e de desprendimento ou separagdo. Entre os métodos estaticos, notaveis estdo a
ascensdo capilar (Meyer et al., 1986), a placa de Wilhelmy (Wilhelmy, 1863) e o anel de

DuNoly (Du-Nody, 1919). Enquanto os dois ultimos demandam equipamentos especificos,
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nem sempre disponiveis, o0 método de ascensdo capilar geralmente apresenta erros
experimentais significativos, superiores a 20%. Isso ocorre devido a sua precisao condicional,
visto que sO pode ser aplicado quando o angulo de contato entre 0 menisco e a parede do tubo
é zero, como no caso de capilares. No entanto, essa exigéncia é dificilmente atendida pelos
capilares comerciais com precos acessiveis, pois requer um diametro uniforme ao longo do
tubo. O metodo dindmico da oscilacdo (Srisankar, et al, 1987) possibilita a determinacdo da
tensdo superficial em intervalos de tempo curtos, mas é considerado um dos métodos mais
complexos. Em contrapartida, a medicdo da tensdo superficial baseada no desprendimento,
como o0 método do peso da gota ou volume da gota (Tate e Philos, 1864), apesar de ser um dos
mais antigos é consideravelmente mais simples.

Certamente, a utilizacdo de tensoativos, também conhecidos como surfactantes, na
indUstria téxtil proporciona uma excelente oportunidade para explorar a relagdo pratica-tedrica
em relacdo a influéncia desses compostos na tensdo superficial. Devido a capacidade de reduzir
a tensdo superficial de liquidos, os tensoativos sdo categorizados como umectantes,
detergentes, emulsionantes e solventes. As moléculas desses agentes tensoativos sao compostas
por um grupo lipofilico e um grupo hidrofilico (Steinhart, 2000)

Surfactantes, devido ao seu grupo lipofilico, ocupam preferencialmente a superficie de
um liguido, reduzindo a tensdo superficial (Smith et al., 2013). No entanto, o impacto deles na
tensdo superficial é limitado apds atingir uma concentracdo micelar critica (CMC), momento
em que micelas se formam (Pantina & Furst, 2008). Esse comportamento € explicado pela
presenca de um minimo local de tensdo superficial proximo a CMC, o qual pode ser atribuido
ao comportamento das moléculas de surfactante (Morgner, 2008). A capacidade dos
surfactantes de se auto-organizarem e formar estruturas supramoleculares, como micelas, é

crucial na reducéo da tenséo superficial (Indelicato et al., 2017).

2.3. BIOSSURFACTANTES

2.3.1. Propriedades dos Biossurfactantes

Biossurfactantes sdo compostos anfifilicos com alta biodegradabilidade e baixa
toxicidade, tornando-os promissores para diversas aplicacdes (Akbari et al., 2018). Eles séo
produzidos por microrganismos e possuem propriedades Unicas, como maior
biodegradabilidade e menor toxicidade, o que os torna adequados para uso em recuperagao

avancada de petroleo, biorremediacdo ambiental, processamento de alimentos e produtos
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farmacéuticos (Muthusamy et al., 2008). Essas propriedades também os tornam eficazes na
melhoria da biodegradacao e solubilizacdo de compostos de baixa solubilidade em tratamento
de solo e agua (Mulligan, 2005). As propriedades fisico-quimicas dos biossurfactantes, como
a reducdo da tensdo superficial e interfacial, baixas concentragdes criticas de micelizagéo e a
capacidade de solubilizar compostos hidrofobicos, os tornam particularmente Uteis nessas
aplicacGes (Jahan et al., 2019). O uso de matérias-primas mais baratas e bioprocessos
otimizados pode tornar a producéo de biossurfactantes economicamente mais atrativa (Saharan
etal., 2011)

2.3.2. Microrganismos produtores de biossurfactante

Os microrganismos, especialmente bactérias, produzem biossurfactantes quando
cultivados em substratos imisciveis em agua (Desai & Banat, 1997). Esses biossurfactantes,
que possuem grupos hidrofilicos e hidrofobicos, sdo mais eficazes, seletivos, ambientalmente
amigaveis e estaveis do que os surfactantes sintéticos (Healy et al., 1996). Os biossurfactantes
mais comuns séo os glicolipidios, compostos por carboidratos ligados a um &cido alifatico de
cadeia longa. A producdo desses biossurfactantes € influenciada por fatores como a cepa
microbiana, fonte de carbono e nitrogénio, pH, temperatura e concentracdo de oxigénio e ions
metalicos O uso de substratos sollveis em agua e residuos agroindustriais para a producéo de
biossurfactantes também tem sido explorado (Desai & Banat, 1997).

Uma variedade de microrganismos foi identificada como capaz de produzir
biossurfactantes, incluindo Pseudomonas sp., Lysinibacillus sp. e Bacillus sp. (Ossa, 2020;
Almeida et al., 2020). Esses biossurfactantes tém diversas aplicacGes, incluindo na industria
petrolifera para limpeza de tanques, recuperacdo avancada de petroleo e controle da poluicdo
por 6leo (Colla & Costa, 2003). Eles também desempenham um papel crucial em processos de
biorremediacdo devido a sua biodegradabilidade, baixa toxicidade e eficacia em melhorar a
biodegradacdo e solubilizacdo de contaminantes (Decesaro et al., 2015).

Diversas espécies de leveduras foram identificadas como produtoras de
biossurfactantes, com Candida utilis e Saccharomyces cerevisiae sendo exemplos notaveis
(Ribeiro et al., 2018; Oliveira, 2011). Além dos biossurfactantes, as leveduras também podem
produzir outros compostos valiosos, como pectinases e lipases (Oliveira et al., 2009; Goncalves
etal., 2014).

A espécie de levedura Yarrowia lipolytica tem se mostrado uma produtora potente de
biossurfactantes, com a capacidade de reduzir a tensdo superficial e inibir a formacdo de
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biofilme (Shatila et al., 2021). Essa habilidade é ainda mais aprimorada quando a levedura é
cultivada em recursos renovaveis, como glicerol bruto e suco de caju clarificado (Fontes et al.,
2012). As habilidades metabdlicas de Y. lipolytica para produzir &cidos graxos e
biossurfactantes tém sido exploradas, destacando seu potencial para diversas aplicacGes
biotecnologicas (Bauer et al., 2022). A otimizacdo da producdo de biossurfactantes por Y.
lipolytica foi alcangada por meio de um design fatorial, com o uso de fontes especificas de

nitrogénio e carbono (Fontes et al., 2010).

2.3.3. Yarrowia lipolytica

Yarrowia lipolytica é uma levedura ndo convencional, estritamente aerobica (Coelho et
al., 2010) e ndo patogénica capaz de produzir metabdlitos importantes e apresentar uma intensa
atividade secretora e com um significativo potencial industrial, especialmente na producéo de
lipases e outros metabdlitos (Coelho et al., 2010; Fickers et al., 2011). Além disso, € um modelo
valioso para estudos de dimorfismo em leveduras. A capacidade da levedura de crescer em
aguas residuais de azeite e degradar compostos organicos, é muitas vezes acompanhada pela
producdo de biossurfactantes (Coelho et al., 2010). Y. lipolytica tem sido usada com sucesso
para expressao de proteinas heter6logas e engenharia de vias metabodlicas, tornando-a um
sistema promissor para a biotecnologia (Madzak, 2015). Suas caracteristicas fisioldgicas,
metabolicas e gendmicas Unicas a tornaram um modelo valioso para o conhecimento basico em
diversos campos (Nicaud, 2012). Na Figura 1 é possivel observar uma imagem microscopica
da Yarrowia lipolytica IMUFRJ 50682.

Figura 1: Imagem de microscopia 6tica de Yarrowia lipolytica (aumento de 1000x).

Fonte: elaboracdo propria
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E uma levedura versatil com um significativo potencial biotecnoldgico, especialmente
na producéo de lipase, acido citrico e aroma (Coelho et al., 2010). Sua capacidade de crescer
em ambientes hidrofébicos e producgdo de diversos metabdlitos, incluindo biossurfactantes, a
torna Util para a biorremediagdo, e pode ser geneticamente modificada para a producdo
econémica de produtos quimicos e combustiveis (Gongalves et al., 2014; Zhu & Jackson,
2015). Essa espécie fungica também ¢é eficiente na degradacédo de substratos hidrofobicos e tem
sido utilizado em biorremediacgdo e na sintese de diversos produtos (Bankar et al., 2009).

Amaral et al. (2006) conduziram a sintese de biossurfactante usando a cepa Y. lipolytica
IMUFRJ 50682, empregando um meio de cultivo com glicose como fonte de carbono. O
biossurfactante resultante, denominado Yansan, foi caracterizado como um composto lipideo-
carboidrato-protéico com notavel atividade emulsionante e estabilidade em uma ampla faixa
de pH (3-9). Em outro estudo, Fontes et al. (2010) empregaram uma abordagem de superficie
de resposta para otimizar o meio de producdo de biossurfactante utilizando a mesma cepa.
Concluiram que concentracdes ideais de glicose (4%), glicerol (2%), sulfato de am6nio (10
g/L) e extrato de levedura (0,5 g/L) resultam em um indice de emulsificacdo de 81,3% e uma
reducdo da tensédo superficial de 19,5 mN/m.

A cepa Y. lipolytica IMUFRJ 50682 demonstrou a capacidade de crescer e produzir
biossurfactante em meio contendo glicerol residual e suco de caju clarificado, indicando a
possibilidade de substituir fontes convencionais de carbono por residuos industriais na
producdo de biossurfactantes (Fontes et al., 2012).

2.4. PRODUCAO DE BIOSSURFACTANTE A PARTIR DE FONTES RENOVAVEIS

Biossurfactantes, que sdo compostos ativos produzidos por microrganismos, tém
recebido atencdo devido a sua biodegradabilidade, baixa toxicidade e producdo a partir de
fontes renovaveis (Colla & Costa, 2003). A producdo de biossurfactantes a partir de fontes
renovaveis, como materiais amilaceos, tem sido explorada para aplicacbes em diversas
industrias, incluindo a biorremediacdo (Vieira et al., 2023). Estratégias para aumentar a
producdo de biossurfactantes de um isolado de Paenibacillus sp. tém sido investigadas, sendo
as condicdes 6timas identificadas como uma temperatura de 30°C e um tempo de cultivo de 24
horas (Oliveira et al., 2021). Esses biossurfactantes tém potenciais aplicacbes em processos de
biorremediacéo, especialmente na solubilizacdo e biodegradacdo de contaminantes (Decesaro,
etal., 2015).
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Yafiez-Ocampo et al. (2017) e Amodu et al. (2014) ambos demonstraram o potencial
dos residuos agroindustriais na producdo de biossurfactantes, com indices elevados de
emulsificacdo de 58-59% e 65,5-95%, respectivamente. Yéafiez-Ocampo et al. (2017) utilizaram
6leo de cozinha usado e agua residual de café, enquanto Amodu et al. (2014) utilizaram
beterraba. Solanki et al. (2020) expandiu ainda mais esse tema, alcangando um indice de
emulsificacdo de 43,12-47,41% usando casca de batata em po e ureia. Esses estudos destacam
coletivamente a eficacia dos residuos agroindustriais na producdo de biossurfactantes, com
potencial para otimizagOes adicionais.

2.3.4.1. Subprodutos da producéo de leite de junca

Tiger nuts, também conhecidos como chufa ou junca, sdo os tubérculos da planta
Cyperus esculentus, amplamente consumidos na Africa Ocidental e na regido do Mediterraneo
(Figura 2) (Temple et al., 1990). Eles sao ricos em fibras, proteinas e agucares, além de &cido
oleico, glicose, fdésforo, potassio, vitaminas C e E (Sanchez-Zapata et al., 2012). Essas
propriedades nutricionais tornam os tiger nuts um alimento funcional potencial com vérios
beneficios para a saude, incluindo capacidade de eliminacdo de radicais, inibicdo da
peroxidacdo lipidica, efeitos anti-inflamatérios e anti apoptéticos (Yu, 2022). Apesar de sua
subutilizacdo, a junca tem aplicacBes potenciais na induastria alimenticia, formulagédo
farmacéutica, producéo agricola e geragdo de biocombustiveis (Adenowo & Kazeem, 2020).

A junca € comumente cultivada, principalmente para a producdo do leite de junca,
também conhecido como horchata de chufa, uma bebida muito apreciada na Espanha. No
Brasil, especialmente no Maranhao, as condi¢6es sdo favoraveis para o cultivo desse tubérculo,
tornando-se uma das atividades agricolas de maior importancia na regido interna do estado
(Costa Neto et al., 2017).

O subproduto solido da junga, chamado de tiger nut fiber (TNF) ou fibra de chufa
(Figura 3), é gerado durante o processo de extracdo do leite de junga, constituindo-se como um
dos principais subprodutos desse procedimento (Neto et al., 2017). E uma rica fonte de fibra
dietética, proteinas e agucares (Sanchez-Zapata et al., 2012) e também contém uma quantidade
significativa de minerais e vitaminas, além de exibir propriedades antioxidantes. Essa fibra, ja
utilizada como componente dietético no processamento de alimentos, apresenta um potencial
significativo para ser empregada como substrato em processos biotecnologicos (Sanchez-
Zapata et al., 2012).
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Figura 2: Imagem de tubérculos de Tiger nuts ou “junca”

Fonte: elaborac&o propria

O residuo sélido de junca tem sido usado com sucesso como fonte de carbono para a
producdo de biossurfactantes por microrganismos. Audu et al. (2019) isolaram uma cepa
bacteriana produtora de biosurfactante e descobriram que o biossurfactante produzido
compartilhava caracteristicas semelhantes aos biossurfactantes padrdo. Desai (1997) e Makkar
(1999) discutiram o potencial do uso de fontes de carbono ndo convencionais, como fibra de
noz-de-tigre, para a produgdo de biossurfactantes, destacando sua baixa toxicidade,
biodegradabilidade e aceitabilidade ecoldgica.

Figura 3: Imagem do residuo sélido da junca ou “tiger nuts fiber”

Fonte: elaboragdo prépria
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2.3.4.2. Milhocina

A milhocina (corn steep liquor) é um subproduto agroindustrial derivado do
processamento do milho, proveniente da embebicdo dos grdos de milho durante o
fracionamento em amido e germe (6leo) (Figura 4). Composta por 40% de solidos, destaca-se
pelo seu consideravel potencial de reutilizacdo devido a sua composicao e propriedades fisico-
quimicas, além dos beneficios ambientais associados. E uma excelente fonte de carboidratos,
aminodcidos, peptideos, minerais, metais, vitaminas e fosfato compondo uma excelente fonte
de carbono e/ou nitrogénio (Rivas et al., 2004; Menegassi, 2007; Fontana et al., 2000) (Tabela
1).

Figura 4: Imagem de Milhocina ou “corn steep liquor”

Fonte: elaboracédo propria

Uma variedade de estudos tem explorado o uso da milhocina como fonte de carbono
para a producdo de biossurfactantes. Oliveira (2019) descobriu que a milhocina, combinada
com outras fontes de nitrogénio e carbono, pode otimizar o processo de fermentagdo para a
producdo de esporos de Bacillus thuringiensis. Da mesma forma, Santos et al. (2018)
demonstraram que a Candida guilliermondii pode crescer bem utilizando a milhocina como
fonte de carbono, resultando na producéo de biossurfactantes.

Yarrowia lipolytica foi eficaz na produgéo de biossurfactantes utilizando milhocina, um
subproduto da producédo da producdo do milho, como fonte de carbono (Fontes et al., 2012).
Este biossurfactante apresenta potencial para aplica¢fes industriais devido a sua capacidade de
reduzir a tensao superficial e emulsificar. O uso de milhocina como fonte de carbono para a

producdo de biossurfactantes por Y. lipolytica tem o potencial de diminuir os custos de
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producdo e aumentar a sustentabilidade (Silva et al., 2020). A otimizacao adicional da producao
de biossurfactantes por Y. lipolytica utilizando milhocina como fonte de carbono pode ser
alcancgada através do uso de fontes especificas de nitrogénio e carbono, como sulfato de aménio
e extrato de levedura, e uma combinacao de glicose e glicerol (Fontes et al., 2010).

Tabela 1 - Composicdo de aminoacidos, vitaminas e minerais encontrados em

uma solucéo concentrada de milhocina.

Aminoécidos (g de aminoacido/100g de proteina)
Alanina 9,83 Glicina 5,27 | Metionina 1,98
Arginina 3,68 Histidina 3,72 | Fenilalanina 2,85
Acido aspartico 5,82 Isoleucina 3,07 | Prolina 9,64
Cistina 2,2 Leucina 8,28 | Serina 5,18
Acido glutamico 18,07 Lisina 4,75 | Treonina 4,08
Triptofano - Tirocina 3,09 | Valina 5,16
Vitaminas (mg/kg)
Acido
Biotina 0,3 pantoténico 15
Cholina 3.500,0 | Piridoxina 9,0
Inositol 6.000,0 | Riboflavina 6,0
Niacina 80,0 Tiamina 3,0
Minerais
Selénio
Célcio (%) 0,14 Magnésio (%) 0,6 (mg/kg) 0,3
Cobre (mg/kg) 15,0 Potéssio (%) 2,8 Zinco (mg/kg) 60,0
Manganés (mg/kg) 20,0 Sédio (%) 0,1 Enxofre (%) 0,6
Ferro (mg/kg) 100,0 Fasforo (%) 1,8

Fonte: Menegassi, 2007

2.5. Aplicagao dos Biossurfactantes

Biossurfactantes, produzidos por microrganismos, oferecem inimeras vantagens em
relacdo aos surfactantes quimicos, incluindo biodegradabilidade, baixa toxicidade e
funcionalidade em condigdes extremas. Eles ttm uma ampla gama de aplicacdes, incluindo nas
industrias de alimentos, cosméticos, farmacéutica e petroquimica (Colla & Costa, 2003; Silva
et al., 2016). Na industria do petroleo, sdo particularmente Uteis para a limpeza de tanques de
armazenamento de 0leo, recuperacdo avancada de petrdleo e controle de poluicdo por éleo
(Colla & Costa, 2003; Marinho et al., 2022). O uso de biossurfactantes nessas aplica¢cdes nao
é apenas eficaz, mas também sustentavel ambientalmente (Silva et al., 2016; Marinho et al.,

2022). Sua producdo a partir de recursos renovaveis e seu potencial para substituir surfactantes
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sintéticos derivados do petréleo os tornam uma alternativa promissora no mercado industrial
(Silva et al., 2016).

Santos (2003) detectou uma significativa taxa de biodegradagédo do 6leo de motor por
Candida lipolytica, quando apenas o biossurfactante foi empregado, atingindo 19,8%, o que
evidencia sua capacidade de aumentar a disponibilidade dos hidrocarbonetos para a acdo dos
microrganismos. Os indices de biodegradacdo situaram-se na faixa de 19 a 26%, sendo esses
valores mais baixos atribuidos ao excesso de compostos recalcitrantes resultantes do processo
de intemperizacgéo do solo.

Resultados obtidos por Morais & Abud (2013) mostraram que os biossurfactantes
produzidos em meio mineral suplementado com éleo e manipueira, em concentracdes de 1,5%,
conseguiram remediar o 6leo da areia de praia contaminada pelo petréleo em cerca 83%, para
0 microrganismo isolado do solo. Esse percentual foi superior aos biossurfactantes comerciais

ou sintéticos existentes e disponiveis no mercado.

3. MATERIAIS E METODOS

3.1. MICRO-ORGANISMO

Yarrowia lipolytica 583 IMUFRJ 50682, uma cepa de levedura isolada de um estuario
na Baia de Guanabara, Rio de Janeiro, Brasil, e identificada pelo Instituto de Microbiologia da
Universidade Federal do Rio de Janeiro, foi empregada neste estudo.

3.2. MATERIAIS

Os componentes do meio de cultivo consistiram em peptona e extrato de levedo (Kasvi
— PR, Brasil), glicose (Reagen— RJ, Brasil), agar-agar, sulfato de amdnio e glicerol (Vetec —
RJ, Brasil).

3.3. RESIDUOS AGROINDUSTRIAIS PARA A PRODUCAO DE BIOSSURFACTANTE

Dois subprodutos agroindustriais diferentes foram experimentados na producéo de
biossurfactantes: o residuo solido de junga e a milhocina. O residuo de junca foi obtido por
meio da extracdo realizada por COSTA NETO (2016) a partir da junca adquirida de

agricultores locais em um mercado municipal no Maranhdo. A parte liquida proveniente dessa
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maceracao ¢ conhecida como leite de junca e foi chamada de “junga liquido” no presente
trabalho, enquanto a parte solida, foi peneirada e chamada de “residuo solido de junga” (RJS).
Quanto a milhocina, 4 kg foram gentilmente doados pela empresa Ingredion Brasil. Estes

materiais foram armazenados em recipientes fechados em uma geladeira a 4 °C.

3.4. PRODUCAO DE BIOSSURFACTANTE

3.4.1. Pré-in6culo

Para a manutencdo de Yarrowia lipolytica (IMUFRJ 50682), foi utilizado um meio
YPD composto por 1% de extrato de levedura, 2% de peptona, 2% de glicose e 3% de agar,
armazenado a uma temperatura de 4 °C em placas de Petri. Ap0s essa etapa, as células de
Yarrowia lipolytica (IMUFRJ 50682) foram transferidas para frascos Erlenmeyer de 500 mL,
contendo 200 mL de meio YPD sem a presenca de &gar. A cultura resultante foi entdo
submetida a agitacdo orbital a 160 rpm, mantida a uma temperatura de 28 °C por um periodo
de 72 horas. Uma quantidade adequada dessas células foi posteriormente utilizada para a
inoculacdo de 1 mg de células secas por mL do meio destinado a producéo de biossurfactante.

3.4.2. Producédo de Biossurfactante em Erlenmeyer

A producdo de biossurfactante ocorreu em frascos de Erlenmeyer com capacidade de 1
litro, contendo 500 mL do meio de cultivo. O meio de cultura, conforme otimizado por Fontes
et al. (2010), foi composto por 0,5 g/L de extrato de levedo, 10 g/L de sulfato de aménio, 4%
de glicose e 2% de glicerol, sendo utilizado como controle neste estudo.

Os meios de cultura que continham subprodutos agroindustriais foram preparados
inicialmente com as mesmas quantidades de extrato de levedo (0,5 g/L) e sulfato de aménio
(10 g/L) presentes no controle. A glicose e o glicerol foram substituidos por 10 g/L do RJS
(residuo solido de junca).

Para avaliar a substituicdo do extrato de levedo pela milhocina (MCNA), diferentes
concentragdes de MCNA (1,0; 3,0 e 5,0 g/L) foram usadas, mantendo 10 g/L de sulfato de
amonio e 10 g/L do RJS.

Além disso, foram testados meios que continham apenas sulfato de aménio (10 g/L),
apenas MCNA (1,0; 3,0 e 5,0 g/L), e meios que continham o RJS a 10 g/L e MCNA nas

concentragdes mencionadas.
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Os meios liquidos foram esterilizados em autoclave a 121°C por 20 minutos. Para
reduzir a carga microbiana nos subprodutos agroindustriais, estes foram expostos a radiacao
ultravioleta (UV) por 20 minutos em placas de Petri contendo 5 g de RJS e 2,5 g de MCNA.
ApOs a esterilizacdo, os residuos, que foram sanitizados pela exposicdo a UV, foram
adicionados ao meio liquido de forma asséptica.

Ap0s a inoculacdo das células nos meios de cultura, os frascos de Erlenmeyer foram
mantidos em um incubador rotatorio (shaker) por 96 horas, a uma temperatura de 28 °C e uma
velocidade de agitacdo de 250 rpm. Amostras foram coletadas em intervalos de 24 horas e

submetidas a analises apos centrifugacao.

3.4.3. Produgdo de Biossurfactante em Biorreator

A produgdo de biossurfactante foi realizada em um biorreator acoplado a contactores
de membrana modelo BioFlo llc (Batch/Continuous Fermentor; New Brunswick Scientific;
EUA). Este biorreator possui uma capacidade nominal de 5,0 L e um volume util médio de 3,0
L. Apds inoculagdo das células, a temperatura de operacdo foi mantida constante a 28 °C, 300
rpm e a aeracdo foi realizada de maneira ndo dispersiva, utilizando um cilindro de oxigénio
puro. Antes de cada producéo, tanto o biorreator quanto os frascos contendo o meio de cultura
foram esterilizados em autoclave a 121 °C por 15 minutos. O sistema de oxigenacédo foi
esterilizado mediante a circulacdo de uma solucdo de hipoclorito de sddio a 1% por 1 hora.
Apls esse procedimento, agua destilada estéril foi circulada pelo sistema para eliminar
quaisquer vestigios de cloro, permitindo assim a inoculacdo dos microrganismos
(KRONEMBERGER et al., 2008). O meio de cultivo foi preparado com uma concentracao de
10 g/L de residuo sélido de junca e 5 g/L de milhocina.

3.5. METODOS ANALITICOS

3.5.1. Concentracao celular

A determinag&o da concentracdo celular envolveu a medicgdo da densidade optica a 570
nm, e esses valores foram posteriormente convertidos em g/L, aplicando um fator de conversao

previamente estabelecido, conforme descrito por Amaral et al. (2006).
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3.5.2. pH

A leitura do pH do meio de fermentacédo foi realizada utilizando um potenciometro
(Digimed — DM-22), que foi devidamente calibrado com solu¢Ges tampéo de pH 4,01 e pH
6,86.

3.5.3. indice de emulsificago

A avaliacdo do indice de emulsificacdo foi conduzida utilizando amostras do meio de
cultivo sem células, seguindo o protocolo de Cooper e Goldenberg (1987). Este procedimento
envolveu a combinacdo de 1 mL do meio de cultura fermentado (isento de células) com um
volume equivalente de hexadecano em tubos de ensaio. A mistura foi agitada vigorosamente
em um agitador vortex por dois minutos. Os tubos foram deixados em repouso por 24 horas, e

o célculo do indice de emulsificacdo foi realizado com base na seguinte férmula:

Indice da emulsdo IE(%) = He X 100 /Ht (1)

He = altura da emulséo;

Ht = altura total do liquido.
O resultado obtido foi expresso como porcentagem.
3.5.4. Composicao centesimal dos subprodutos agroindustriais

As determinacOes da composicdo centesimal do RJS e da MCNA, incluindo umidade,
cinzas, lipideos e proteina, seguiram 0 metodo da AOAC (2005). Para os carboidratos, a analise
foi realizada por meio do célculo da diferenca em relacdo aos resultados das demais analises.
3.6. ANALISE ESTATISTICA

As informagOes coletadas foram submetidas a uma analise estatistica por meio do

software SAS (Statistical Analysis System), empregando uma analise de variancia fatorial

(ANOVA), considerando um intervalo de confianca de 95%.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. COMPOSICAO CENTESIMAL DOS RESIDUOS AGROINDUSTRIAIS

A composicgdo de matérias-primas utilizadas em culturas microbioldgicas é crucial por
diversas raz6es, como por exemplo, garantir nutrientes adequados, pH controlado, fontes de
carbono e energia, aminoacidos essenciais, equilibrio i6nico e prevengdo de contaminacgéo.
Gouveia (2013) destaca a importancia de recursos de baixo custo em microbiologia, o que pode
ser alcancado por meio do uso de métodos e materiais alternativos. 1sso é especialmente
relevante no contexto de culturas microbioldgicas, pois a escolha das matérias-primas pode
impactar significativamente o custo e a acessibilidade. Portanto, a composicdo de matérias-
primas utilizadas em culturas microbiolégicas € importante para custo, acessibilidade e
qualidade.

As Tabelas 2 e 3 fornecem os resultados da analise da composicdo centesimal dos

residuos da milhocina e da junca.

Tabela 2 - Composi¢éo da milhocina

Componente Quantidade (%) Componente Quantidade (%)
Umidade 49,84 Carboidratos 23,76
Proteina 18,03 Célcio* 2,00
Lipideos 0,36

Cinzas 8,01

Ferro* 6,47

*Unidade em mg/100g

Tabela 3 - Composic¢éo do residuo solido de junca, RJS.

Componente Quantidade (%) Componente Quantidade (%)
Amido 11,9 Carboidratos 22,07
Umidade 67,06 Ferro* 3,10
Proteina 3,60 Célcio* 42,5
Lipideos 7,86 Vitamina C* 1,76
Cinzas 0,56

*Unidade em mg/100g

A composic¢do da milhocina inclui cerca de 18% de proteinas, 8% de cinzas, 0,3% de
lipideos e 23% de carboidratos, conforme observado por Akhtar et al. (1997). Essa substancia
apresenta um teor proteico de 18%, sendo uma fonte promissora de nitrogénio para o
desenvolvimento celular e o metabolismo de micro-organismos, conforme destacado por
Sobrinho et al. (2007) e Moraes et al. (2001).
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Quanto ao residuo solido da junca, evidencia-se um notavel contetdo de nutrientes,
indicando seu potencial em aplicacdes biotecnoldgicas, especialmente como fonte de carbono
e nitrogénio. Os resultados obtidos para o residuo sélido da junga superam as quantidades de
proteina, célcio e ferro encontradas por Sanchez-Zapata et al. (2012), atingindo valores de 1,75
mg/100g, 10,45 mg/100g e 3,0 mg/100g, respectivamente.

Diversos estudos destacaram a importancia das fontes de carbono e nitrogénio na
producdo de biossurfactantes. Dias e Nitschke (2022) descobriu que o uso de éleo de girassol
como fonte de carbono aumentou significativamente a producgéo de biossurfactantes em duas
cepas de Paraburkholderia diazotrophica. Luna et al. (2008) também enfatizou o potencial da
producdo de biossurfactantes em meios de baixo custo, incluindo aqueles formulados com agua

do mar.

4.2. SELECAO DA CONCENTRACAO DE MILHOCINA

Fontes et al. (2010) otimizaram um meio de produgdo utilizando glicose, glicerol,
sulfato de amonio e extrato de levedura como fontes de carbono e nitrogénio para a produgéo
de biossurfactante. Neste estudo, esse meio foi adotado como controle (CT), e as mesmas fontes
de carbono e nitrogénio sdo utilizadas para avaliar a producdo com os residuos agroindustriais
provenientes da junca e da milhocina.

Foi conduzido um estudo sobre os efeitos das diversas concentragdes de MCNA (1,0
g/L; 3,0 g/L e 5,0 g/L) como substituto do extrato de levedura e dos diferentes tempos de
fermentacdo, utilizando um delineamento inteiramente casualizado em esquema fatorial, a
fermentacdo foi conduzida ao longo de 96 h.

Na figura 5, observa-se os resultados encontrados para o crescimento celular, producao

de biossurfactante e pH durante os cultivos.
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Figura 5: Médias do crescimento celular do cultivo de Y. lipolytica em diferentes meios de
producédo de biossurfactante, realizado em Erlenmeyer de 1 L com 500 mL de meio de cultivo
nos seguintes meios CT (glicose + glicerol + sulfato de amonio SAM + extrato de |évedo), e
milhocina MCNA 1,0 ¢g/L,, 3,0 g/L e 5,0 g/L em substituicédo ao extrato de Iévedo e residuo solido
de junca (RJS) em substituicéo a glicose e glicerol.

5.0

N
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0 24 48 72 96
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Conforme indicado na Figura 5, os resultados demonstram um aumento na
concentracdo celular ao longo do tempo de fermentacdo no meio de cultivo CT, apds uma fase
lag inicial de 24 h, atingindo 4,5 g/L, valor mais alto quando comparado aos meios contendo
residuos de junca e milhocina. De maneira geral, observa-se, que os meios de cultura contendo
residuos com milhocina nas concentrac@es de 1, 3 e 5 g/L apesar de enriquecidos com sulfato
de amoénio, apresentaram baixos valores de crescimento celular (2,7; 2,0; 2,1 g/L,
respectivamente) ao longo de todo o processo de cultivo.

Apesar de Y. lipolytica ser uma levedura oleaginosa eficaz na utilizacdo de lipidios
como fonte de carbono (Amaral et al., 2006), e mesmo apresentando uma consideravel
quantidade de lipideos em sua composicéo, aproximadamente 8% (Tabela 2), o crescimento da
biomassa celular foi limitado quando se utilizou residuo de junga, independentemente da
guantidade de milhocina adicionada (1,0; 3,0; 5,0 g/L).

A reducdo nas concentracdes celulares observadas nesses meios pode ser atribuida a
migracdo das células de Y. lipolytica para a superficie dos granulos de junca, depositados no
fundo do frasco Erlenmeyer. Conforme sugerido por diversos autores, a presenca de
biossurfactantes é essencial para que 0s microrganismos possam assimilar substratos insoliveis
em agua (Mulligan, 2005; Hamme et al., 2006).

Hommel (1994) e Ron (2002) destacam ambos o papel dos biossurfactantes em
aumentar a biodisponibilidade de substratos hidrofobicos, promovendo assim o crescimento de
bactérias e acelerando a taxa de biorremediacdo. Hua et al. (2003) apoia ainda mais essa ideia,
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demonstrando que os biossurfactantes podem influenciar positivamente a emulsificacdo e
biodegradacdo de n-alcanos. Perfumo et al. (2010) acrescenta que os biossurfactantes séo uma
resposta fisioldégica a requisitos ambientais especificos e podem ser influenciados pelo
substrato, tornando-os particularmente ativos em relagdo ao mesmo substrato.

A analise de variancia (ANOVA), apresentada na Tabela 4, evidencia que tanto os
meios de producdo (CT, ou RIS+SAM+MCNA) quanto o tempo de fermentacdo e a
concentragdo de milhocina mostraram-se significantes para o crescimento celular (p<0,05),
assim como a interago entre esses fatores. E relevante ressaltar que esses fatores ndo operam
de maneira independente, impossibilitando a avaliacdo separada das variaveis.

Na figura 6, observa-se os resultados encontrados para o indice de emulsificacdo para

a producdo de biossurfactante.

Figura 6: Médias do indice de emulsificagdo do cultivo de Y. lipolytica em diferentes meios de
producédo de biossurfactante, realizado em Erlenmeyer de 1 L com 500 mL de meio de cultivo
nos seguintes meios CT (glicose + glicerol + sulfato de amodnio SAM + extrato de |évedo), e
milhocina MCNA 1,0 g/L, 3,0 g/L e 5,0 g/L em substitui¢céo ao extrato de lévedo e residuo solido
de junca (RJS) em substituicéo a glicose e glicerol.
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O meio controle (CT) demonstra um indice de emulsificagéo significativo de 58,6%
nas primeiras 24 horas, atingindo 66,7% ao fim do cultivo. Isso confirma que o meio otimizado
por Fontes et al. (2012) proporciona uma significativa producéo de biossurfactante. Accorsini
(2010) obteve com os isolados de Candida albicans, mais especificamente o LBPF 9, uma
reducdo na tensdo superficial do meio de cerca de 43% em 24 h de incubacéo, utilizando
glicerol como substrato. Segundo Volpato et al. (2022) o biossurfactante derivado de B. subtilis

N3-4P, produzido com glicerol como fonte de carbono, mostrou-se altamente eficaz na
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remocdo de petroleo bruto em um sistema de solo contaminado, alcancando 65,2% de remocao

do 6leo bruto com uma concentragio de 8 g L.

Tabela 4. Resultado da ANOVA para o crescimento celular obtido no planejamento
fatorial 7x5x3.

FV GL SQ QM F p-valor
Meios de 1 1,9591 1,9591 1599 4 0,000000
Producéo
Tempo de 4 36,6978 90,1745 7489 8 0,000000

Fermentacao
Concentragao 2 0,6752 0,3376 2756 0,000000
de milhocina
MP X T 4 16,5498 4,1374 3377,7 0,000000
MP X
IMCNA 2 0,6752 0,3376 2756 0,000000
T X [[MCNA 8 1,9197 0,2400 1959 0,000000
MP X T X
IMCNA 8 1,9197 0,2400 1959 0,000000
Residuo 30 0,0367 0,0012
Total 59 58,5135

Nota: MP: Meio de producéo; T: Tempo de fermentacdo (h); [[MCNA: Concentragao de milhocina; FV: Fontes de varia¢do; GL: grau de
liberdade; SQ: soma de quadrados; QM: quadrado médio; F: teste de fisher; p-valor: probabilidade.

A Figura 6 também revela que, em 24 horas de fermentacdo, tanto o meio controle
quanto os meios com SAM + RJS + MCNA atingiram aproximadamente 60% de indice de
emulsificacdo, destacando o meio contendo 3,0 g/L de milhocina, que atingiu 0 mesmo indice
de emulsificacdo do controle (66,7%). No entanto, as diferencas entre os resultados dos
diferentes meios ndo parecem ser significativas. Silva et al. (2010) encontraram menores
valores de tensdo (31,68 e 33,72 mN/m) nas condi¢des dos meios contendo, respectivamente,
(5% de milhocina e 5% de 6leo queimado de motor) e (10% milhocina e 5% 6leo de motor)
por Pseudomonas fluorescens UCP 1514 utilizando milhocina como matéria-prima.

Ap0s o periodo de 96 h, os indices de emulsificacdo de todos os meios se igualaram,
alcangando aproximadamente 65%, destacando a capacidade da Y. lipolytica em produzir
biossurfactante a partir de residuos de baixo custo.

De acordo com a ANOVA (Tabela 5), o meio de producdo, tempo de fermentacdo e a
concentracdo de milhocina e a interagdo entre eles foram significativos (p < 0,05) para o indice
de emulsificagdo. E relevante ressaltar que esses fatores ndo operam de maneira independente,
impossibilitando a avaliacdo separada das variaveis.

Na figura 7, observa-se os resultados encontrados para o pH na producgdo de

biossurfactante.
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Figura 7: Médias do pH do cultivo de Y. lipolytica em diferentes meios de producéo de
biossurfactante, realizado em Erlenmeyer de 1 L com 500 mL de meio de cultivo nos seguintes
meios CT (glicose + glicerol + sulfato de aménio SAM + extrato de l1évedo), e milhocina MCNA

1,0 g/L, 3,0 g/L e 5,0 g/L em substituicdo ao extrato de lévedo e residuo sélido de junca (RJS) em
substituicdo a glicose e glicerol.
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Conforme apresentado na Figura 7, o pH do meio apresentou uma reducéo significativa
nas fases iniciais do crescimento celular no meio controle, atingindo valores em torno de 3,0 a
partir das 48 h, com variacdo minima até o término do cultivo. Como demonstrado por Wei et
al. (2003) a produgdo de biossurfactante pode levar a acidificagdo do meio em culturas
enriquecidas com ferro de Bacillus subtilis. Essa acidificacdo pode ser influenciada por
diversos fatores, como as fontes de carbono e nitrogénio utilizadas no meio (Makkar &
Cameotra, 1997; Silva et al., 2010; Suryanti, 2015). Também pode ser atribuida a liberacéo de
produtos metabodlicos da levedura, incluindo &cidos orgéanicos (Fickers et al., 2005)

Tabela 5. Resultado da ANOVA para o indice de emulsificagdo obtido no planejamento
fatorial 7x5x3.

FV GL SQ QM F p-valor
Meios de 1 3411 3411 182,06 0.000000
Producéo
Tempo de 4 34902.7 87257 465730 0.000000

Fermentacéao
Concentragao 2 0885 4943 263.81 0,000000
de milhocina
MP X T 4 799.9 200,0 106,73 0,000000
MP X
IMCNA 2 988,5 494.3 263,81 0,000000
T X [[MCNA 8 1422.2 177.8 94,89 0,000000
MP X T X
IMCNA 8 1422.2 177.8 94,89 0,000000

Residuo 30 56,2 1,9
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Total 59 40921,3

Nota: MP: Meio de producéo; T: Tempo de fermentacéo (h); [[MCNA: Concentracdo de milhocina; FV: Fontes de variagdo; GL: grau de

liberdade; SQ: soma de quadrados; QM: quadrado médio; F: teste de fisher; p-valor: probabilidade.

Por outro lado, os meios que incluiam junca e milhocina apresentaram um aumento no
pH durante as primeiras 48 h, chegando a valores proximos a 7,0. De acordo com a explicacao
de De Lima e Silva et al. (2010), esse aumento no pH esta associado ao consumo da fonte de
nitrogénio presente na milhocina, principalmente aminoacidos. O metabolismo dessas
substancias resulta na formagdo do ion aménio, que eleva o pH. Em um estudo anterior, esses
autores também observaram um pH em torno de 7,0 ao empregar meios contendo milhocina na
producdo de biossurfactante por Pseudomonas fluorescens.

E evidente que os meios com residuo de junca e milhocina apresentam diferenca em
relacdo ao controle apds 48 h de fermentagdo. Nao foram realizados ajustes de pH durante o
processo fermentativo, uma escolha que, segundo Cui (2017) levou a um aumento da producéo
de &cido succinico por Yarrowia lipolytica quando o pH nédo foi controlado, sugerindo um
potencial aumento na producdo de biossurfactantes. Essa constatacdo foi confirmada por
Fontes (2008), o qual notou que, para a producdo de biossurfactante por Y. lipolytica, ndo é
essencial ajustar o pH inicial. 1sso porque esses compostos foram gerados de maneira
semelhante em meios com pH inicial variando de 5,0 a 9,0.

Os resultados da analise de variancia (ANOVA), conforme apresentados na Tabela 6,
indicam a significancia do meio de producdo, do tempo de fermentagéo e da concentragéo de
milhocina (p < 0,05) na variagdo do pH do meio de cultivo, bem como a interagdo entre esses
fatores. Dado que a interacdo é estatisticamente significativa, esses fatores ndo operam de

forma independente, tornando impraticavel a analise separada de cada um.

Tabela 6. Resultado da ANOVA para o pH obtido no planejamento fatorial 7x5x3.

FV GL SQ QM F p-valor
Meios de 1 81,527 81,527 3960,81 0,000000
Producéao
Tempo de 4 0,572 0,143 6,95 0,000439

Fermentacao
Concentragdo 2 3,672 1,836 89.19 0,000000
de milhocina
MP X T 4 33,519 8.380 407.11 0,000000
MP X
IMCNA 2 3,672 1.836 89,19 0,000000
T X [[MCNA 8 1,497 0,187 9,09 0.000003
MP X T X 8 1,497 0,187 9,09 0,000003

[JMCNA
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Residuo 30 0,618 0,021
Total 59 126,574

Nota: MP: Meio de producéo; T: Tempo de fermentacéo (h); [[MCNA: Concentragéo de milhocina; FV: Fontes de variagdo; GL: grau de
liberdade; SQ: soma de quadrados; QM: quadrado médio; F: teste de fisher; p-valor: probabilidade.

Considerando as informacGes sobre o desenvolvimento celular, pH e indice de
emulsificacdo, foi necessario investigar separadamente a influéncia e a habilidade de producao
de biossurfactante desses componentes. Nesse sentido, foi realizado um experimento adicional,
chamado de controle 2, no qual o residuo de milhocina foi testado puro nas mesmas condicdes
testadas anteriormente (1,0; 3,0 e 5,0 g/L). Testou-se também um meio contendo apenas sulfato
de amdnio e outro com sulfato de amdnio e residuo sélido de junca.

Na figura 8, observa-se os resultados encontrados para o crescimento celular no cultivo
para a producdo de biossurfactante.

Figura 8: Médias do crescimento celular do cultivo de Y. lipolytica em diferentes meios
de producéo de biossurfactante, realizado em Erlenmeyer de 1 L com 500 mL de meio
de cultivo nos seguintes meios: Sulfato de aménio (Sulfto Amo); Sulfato de Aménio
(SAM) + Residuo solido de junc¢a (RJS) e milhocina (MCNA) 1,0 ¢g/L, 3,0 g/L e 5,0 g/L

3.0

o
=)

Crescimento celular (gL)

0.0
0 24 48 72
Tempo (h)

=@ Sulfto Amo SAM+RIS @-=MCNALO =—8=MCNA30 MCNAS.0

Ao analisar a Figura 8, é evidente que houve um crescimento celular limitado, ndo
excedendo 2,0 g/L em todos os meios testados em comparagdo com o controle que continha
glicerol, glicose, extrato de levedo e sulfato de aménio, o qual apresentou aproximadamente
4,5 g/L (conforme indicado anteriormente na Figura 5). A reducdo na multiplicacdo celular
nesses meios pode ser atribuida as concentragcBes baixas de nutrientes. A introducdo de
compostos como o extrato de levedura em conjunto com o sulfato de amonio desencadeia a

biossintese de biossurfactante (Amaral et al, 2010). O extrato de levedura € uma fonte rica em
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proteinas, peptideos de cadeia curta, carboidratos, aminoacidos livres e cidos nucléicos, sendo
supostamente uma fonte abundante de carbono, nitrogénio e oligoelementos essenciais
(Lotfabad et al., 2009). Fontes et al. (2012) também afirmaram que a adi¢do de sulfato de
amonio ao suco de caju clarificado, um subproduto agroindustrial da producéo de cajus, ndo
promoveu o crescimento celular.

Daverey e Pakshirajan (2009) constataram uma quantidade reduzida de biomassa ao
utilizar apenas melaco de cana-de-agucar e 6leo no meio para a producdo de biossurfactante
por C. bombicola. Os autores concluiram que esse resultado pode ser atribuido principalmente
ao fato do meio ndo ter sido suplementado com fontes externas de nitrogénio (extrato de
levedura e ureia).

Os impactos dos diversos meios de producdo e dos periodos de fermentacdo foram
analisados por meio de um delineamento totalmente casualizado em um esquema fatorial. A
Tabela 7 revela que o meio de producéo, o tempo de fermentacédo e a interacdo MP x Tf sdo

estatisticamente significativos (p < 0,05) para o crescimento celular.

Tabela 7. Resultado da ANOVA para o crescimento celular obtido para producéo de
biossurfactante com sulfato de aménio e residuos (controle 2) em diferentes tempos de

fermentacao.

FV GL SQ QM F p-valor
Meios de 4 221721 055430 564.16 0,000000
Producéo
Tempo de 3 0.65893 0.21964 22355 0,000000

Fermentacao
MP X T 12 2 44369 0.20364 207,26 0,000000
Residuo 20 0,01965 0,00098
Total 39 533948

Nota: MP: Meio de producéo; T: Tempo de fermentacéo (h); FV: Fontes de variagdo; GL: grau de liberdade; SQ: soma de quadrados; QM:
quadrado médio; F: teste de fisher; p-valor: probabilidade.

Na figura 9, observa-se os resultados encontrados para o indice de emulsificacdo na

producdo de biossurfactante.
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Figura 9: Médias do indice de emulsificacéo do cultivo de Y. lipolytica em diferentes
meios de producéo de biossurfactante, realizado em Erlenmeyer de 1 L com 500 mL de
meio de cultivo nos seguintes meios: Sulfato de aménio (Sulfto Amo); Sulfato de Aménio
(SAM) + Residuo sélido de junca (RJS) e milhocina (MCNA) 1,0 g/L, 3,0 g/L e 5,0 g/L
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Conforme previsto, a utilizacdo de uma Unica fonte de nutrientes ndo conseguiu
estimular a sintese de biossurfactante, pois ndo foi adequada para impulsionar o
desenvolvimento celular. Dados resultados da Figura 9, mostram que o indice de emulsificacédo
foi baixo (<40%) para todos os meios de producdo, destacando-se a auséncia de indice de
emulsificagdo para o meio somente com sulfato de amonia. A produgdo de biossurfactantes
depende crucialmente do nitrogénio para o crescimento celular, sendo o extrato de levedura a
principal fonte desse elemento nesse processo (Abouseoud et al., 2008)

No meio composto por sulfato de aménio e RJS (controle 2), a producéo insuficiente
de biossurfactante ndo ultrapassou 35% de indice de emulsificacdo (Figura 9), evidenciando a
importancia da presenga de MCNA nesse meio para uma producdo mais elevada (>60%),
conforme observado na Figura 6. Na presenca apenas de MCNA, também se observa valores
baixos, sendo a condi¢do mais adequada a maior concentragdo desse composto (5 g/L).

A analise de variancia (ANOVA) revelou que o meio de producdo, o tempo de
fermentacdo e a interagdo entre ambos sdo estatisticamente significativos (p < 0,05) para o

indice de emulsificacdo. O desdobramento dessa interacéo é apresentado na Tabela 8.
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Tabela 8. Resultado da ANOVA para o indice de emulsificacdo obtido para producéo de
biossurfactante com sulfato de aménio e residuos (controle 2) em diferentes tempos de

fermentacao.

FV GL SQ QM F p-valor
Meios de 4 2265086 566,271 369,996 0,000000
Producéao
Tempo de 3 4303,863 1434 621 937,368 0,000000

Fermentacéo
MP X T 12 2857,299 238,108 155,578 0,000000
Residuo 20 30,610 1,530
Total 39 9456 858

Nota: MP: Meio de produgdo; T: Tempo de fermentagdo (h); FV: Fontes de variacdo; GL: grau de liberdade; SQ: soma de quadrados; QM:

quadrado médio; F: teste de fisher; p-valor: probabilidade.

Na figura 10, observa-se 0s resultados encontrados para o pH na producdo de

biossurfactante.

Figura 10: Médias do pH do cultivo de Y. lipolytica em diferentes meios de producéo de
biossurfactante, realizado em Erlenmeyer de 1 L com 500 mL de meio de cultivo nos
seguintes meios: Sulfato de amonio (Sulfto Amo); Sulfato de Amonio (SAM) + Residuo
solido de junca (RJS) e milhocina (MCNA) 1,0 g/L, 3,0 g/L e 5,0 g/L
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Ao longo da fermentagéo, observa-se um aumento do pH, indicando que todos 0s meios
de produgdo seguiram um comportamento semelhante. Durante todo o periodo de cultivo os
meios apresentaram um pH médio em torno de 7. Esses resultados estdo em concordancia com
0s mencionados anteriormente ao utilizar meio contendo SAM+RJ+MCNA. Antunes (2013)
também obteve um pH em torno de 7 ao empregar 10% da milhocina e 5% do 6leo de girassol

pos—fritura para a producdo de biossurfactante por Pseudomonas fluorescens.
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Os resultados apresentados na Tabela 9 indicam significancia estatistica (p<0,05) para
0 meio de producdo e o tempo de fermentacdo na analise de variancia (ANOVA) referente a
variacdo do pH do meio de cultivo. Além disso, a interagdo MP x T também demonstrou ser

estatisticamente significativa.

Tabela 9. Resultado da ANOVA para o pH obtido para producéo de biossurfactante
com sulfato de amonio e residuos (controle 2) em diferentes tempos de fermentacao.

FV GL SQ QM F p-valor
Meios de 4 6490 1622 1270  0,000000
Producao
Tempo de Fermentagao 3 43,686 14,562 11399 0,000000
MP X T 12 6,072 0,506 396 0,000000
Residuo 20 0,026 0,001
Total 39 56,274

Nota: MP: Meio de produgdo; T: Tempo de fermentagdo (h); FV: Fontes de variacdo; GL: grau de liberdade; SQ: soma de quadrados; QM:

quadrado médio; F: teste de fisher; p-valor: probabilidade.

Considerando os resultados (Figura 9), constatou-se que tanto a milhocina quanto o
sulfato de amodnio isoladamente nao foram eficazes para um indice de emulsificacdo elevado
(acima de 50%) necessario para se considerar uma boa producédo de biossurfactante (Fontes et
al., 2012). Diante disso, visando reduzir ainda mais os custos de producéo, foi avaliado o uso
exclusivo dos residuos em conjunto. Ao buscar a concentragdo ideal de milhocina, foi
observado que varios pesquisadores empregaram concentracGes elevadas do material. Santos
et al. (2013) relataram uma reducdo para 25 mN/m usando 9% de milhocina em um meio para
Candida sphaerica, enquanto Gudifia et al. (2015) alcancou uma producéo de biossurfactantes
de 1,3 g/L usando 10% de milhocina em um meio para Bacillus subtilis. Sendo assim, para o
presente estudo foi escolhida a maior concentragdo de milhocina (5,0 g/L).

4.3. PRODUCAO DE BIOSSURFACTANTE COM RESIDUOS DE JUNCA SOLIDO E
LIQUIDO

Nessa etapa, avaliou-se 0 uso dos residuos de junga com milhocina, visto que ambos se
mostraram significativos para a producdo de biossurfactante, mas na auséncia de sulfato de
amonia, que ndo apresentou relevancia para o indice de emulsificacdo. Os efeitos dos diferentes
meios de producéo (controle - CT; residuo da junca liquido e milhocina RIL+MCNA e residuo
da junca sélido e milhocina RIS+tMCNA) e dos tempos de fermentacédo (0, 24, 48, 72, 96 h)

foram estudados por meio de um delineamento inteiramente casualizado em esquema fatorial.



46

Na Figura 11, observa-se os resultados encontrados para o crescimento celular durante
a producao de biossurfactante.

Figura 11: Médias do crescimento celular do cultivo de Y. lipolytica em diferentes meios
de producéo de biossurfactante, realizado em Erlenmeyer de 1 L com 500 mL de meio
de cultivo nos seguintes meios CT (glicose + glicerol + sulfato de amonio + extrato de
Iévedo), milhocina 5,0 g/L. com residuo sélido de junca (RJS) e residuo liquido de junca
(RJL).
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Os resultados da Figura 11 indicam que os meios contendo residuos de junca com
milhocina ndo estimularam o crescimento celular, alcancando valores de biomassa que néo
ultrapassaram 3 g/L ao longo de 24 horas de cultivo. No entanto, esse valor estd em
conformidade com o valor encontrado anteriormente no meio utilizando SAM+RJ+MCNA 5,0
(Figura 5) que apresentou um valor maximo de 2,7 g/L. O meio controle, atinge o valor de
aproximadamente 4 g/L, que também esta de acordo com o encontrado anteriormente para esse
meio (Figura 5).

E interessante observar que os comportamentos de crescimento celular para RJL e RJS
sdo semelhantes. Durante o processo fermentativo do RJL, ocorreu uma notavel formacéo de
espuma, sugerindo que uma parte significativa das células migrou do meio reacional para a
espuma, explicando o baixo crescimento celular. Esse efeito semelhante foi observado no RJS,
onde também ocorreu migragdo de células de Y. lipolytica para a superficie dos granulos de
junca, depositados no fundo do Erlenmeyer.

Os resultados da Tabela 10 indicam que tanto os diferentes meios de producéo quanto
os tempos de fermentacdo foram estatisticamente significativos para o crescimento celular (p
<0,05). A interacdo entre esses fatores também mostrou significancia, destacando que eles ndo
operam de forma independente.
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Tabela 10. Resultado da ANOVA para o crescimento celular obtido para producéo de
biossurfactante com diferentes meios de producdo (residuos de junca) em diferentes

tempos de fermentacéo.

FV GL SQ QM F p-valor
Meios de 2 2,7547 1,3774 21,672 0,000038
Producédo (MP)
Tempo de 4 9,7603 2,4401 38,393 0,000000
Fermentacéo (T¥)

MP X Tf 8 5,4427 0,6803 10,705 0,000058
Residuo 15 0,9533 0,0636
Total 29 18,911 4,5614

FV: Fontes de variagdo; GL: grau de liberdade; SQ: soma de quadrados; QM: quadrado médio; F: teste de fisher; p-valor: probabilidade.

Na figura 12, observa-se 0s resultados encontrados para o pH na producdo de

biossurfactante.

Figura 12: Médias do pH do cultivo de Y. lipolytica em diferentes meios de producéo de
biossurfactante, realizado em Erlenmeyer de 1 L com 500 mL de meio de cultivo nos
seguintes meios CT (glicose + glicerol + sulfato de aménio + extrato de l1évedo),
milhocina 5,0 g/L. com residuo sélido de junca (RJS) e residuo liquido de junca (RJL).
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De acordo com os dados apresentados nos experimentos anteriores, a Figura 12 mostra
que o pH dos meios contendo residuo de junga, atingem o pH de aproximadamente 7 apds 48h
de fermentacéo, alcancando um valor pouco acima de 8 para ambos 0os meios no tempo de 96h.
O meio controle, tem o pH acidificado ao longo da fermentacéo, atingindo um minimo de
aproximadamente 3, conforme observado anteriormente (Figura 7). Estudando a influéncia do
pH na producdo do biossurfactante por Y. lipolytica, Zinjarde e Pant (2002) observaram que
em pH em torno de 8,0 foi obtida melhor produtividade.
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De acordo com a ANOVA, o meio de producdo, tempo de fermentacdo e a interacao
entre eles foram significativos (p < 0,05) para o indice de emulsificacdo e o desdobramento

dessa interagdo pode ser visto na tabela 11.

Tabela 11. Resultado da ANOVA para o pH obtido para producéo de biossurfactante
com diferentes meios de producéo (residuos de junca) em diferentes tempos de

fermentacao.
FV GL SQ QM F p-valor
Meios de Producéo (MP) 2 45,0168 22,5084 722,39 0,000000
Tempo de Fermentacdo (Tf) 4 7,2547 1,8137 58,21 0,000000
MP X Tf 8 57,0301 7,1288 228,79 0,000000
Residuo 15 0,4674 0,0312
Total 29 109,769 31,4821

FV: Fontes de variacdo; GL: grau de liberdade; SQ: soma de quadrados; QM: quadrado médio; F: teste de fisher; p-valor: probabilidade.

Figura 13: Médias do indice de emulsifcacdo do cultivo de Y. lipolytica em diferentes
meios de producdo de biossurfactante, realizado em Erlenmeyer de 1 L com 500 mL de
meio de cultivo nos seguintes meios CT (glicose + glicerol + sulfato de aménio + extrato

de Iévedo), milhocina 5,0 g/L. com residuo sélido de junca (RJS) e residuo liquido de

junca (RJL).
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Na figura 13, observa-se os resultados encontrados para o indice de emulsificacdo
durante a producao de biossurfactante. O meio contendo residuo sélido de junga com milhocina
promoveu a producdo de biossurfactante, atingindo valores de indice de emulsificagdo em torno
de 60% ja nas primeiras 24 h de cultivo, enquanto o CT e RIL+MCNA permanecem em 0%,
indicando que, mesmo com as células aderidas aos granulos de junca, producdo de
biossurfactante para o meio. Sabe-se que a producédo de biossurfactante esta correlacionada ao

crescimento celular, no entanto, a presenga de um maior numero de células ndo implica
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necessariamente em uma concentracao elevada de biossurfactante produzido. De acordo com
as observacdes de Rodrigues et al. (2006) e Sharma et al. (2014), a producdo de biossurfactante
ocorre durante a fase de crescimento exponencial.

O indice de emulsificacdo do meio constituido por junca liquida com adigdo de
milhocina foi equivalente ao controle a partir de 72 horas de fermentacdo (Figura 13). Antunes
(2010) estudou o potencial de Chromobacterium violaceum UCP 1463 na producdo de
biossurfactante utilizando 3,5% de milhocina e outros residuos, encontrando IE em torno de
70% em 72 h de cultivo. Apds 72 h, os indices de emulsificagdo de todos os meios ndo diferem
entre si e 0s meios contendo residuo de junca e milhocina alcancam resposta em torno de 60%.

Na Tabela 12 observa-se por meio da ANOVA que o meio de producdo, tempo de
fermentacdo e a interagdo MP x Tf também foram significativos (p < 0,05) para o indice de

emulsificag&o.

Tabela 12. Resultado da ANOVA para o indice de emulsificacdo obtido para producéo
de biossurfactante com diferentes meios de producéo (residuos de junc¢a) em diferentes
tempos de fermentacao.

FV GL SQ QM F p-valor
Meios de Producao (MP) 2 3609,86 1804,93 45,9193 0,000000
Tempo de Fermentacao (Tf) 4 16108,27  4027,07  102,4527  0,000000
MP X Tf 8 4825,96 603,25 15,3472 0,000006
Residuo 15 589,60 39,31
Total 29 25133,69  6474,56

FV: Fontes de variagdo; GL: grau de liberdade; SQ: soma de quadrados; QM: quadrado médio; F: teste de fisher; p-valor: probabilidade.

4.4. PRODUCAO DE BIOSSURFACTANTE EM BIORREATOR COM CONTACTORES
DE MEMBRANA

Com base nos resultados obtidos anteriormente para a producéo de biossurfactante pela
levedura Y. lipolytica (em torno de 60% de indice de emulsificacdo) em meio contendo apenas
residuos agroindustriais, testou-se a produgdo em biorreatores a fim de avaliar sua producao
em maior escala.

Os resultados fornecidos na Figura 8 indicam um crescimento celular maximo de 1,7
g/L em 48 horas, confirmando o resultado obtido utilizando RJIS+MCNA no experimento em
Erlenmeyer. Este baixo crescimento pode ser atribuido & aderéncia dos granulos de junca aos
poros da membrana contactora, resultando na falta de nutrientes no meio para favorecer o
desenvolvimento do micro-organismo. Outra possivel explicacdo para essa ocorréncia € a

migracdo das células para a superficie dos granulos de junca, buscando facilitar o acesso aos
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nutrientes, embora ndo tenha eliminado o fato de que esses grdos permaneceram aderidos a
membrana porosa. Segundo Beopoulos (2009) as respostas fisiologicas de Y. lipolytica a
substratos hidrofobicos incluem processos de transporte mediados pela superficie e interagcdo
direta na interface, a producdo de biossurfactantes, a hidrofobizacdo da membrana

citoplasmatica e a formacdo de protrusdes.

Figura 14. Médias do crescimento celular e pH de Y. lipolytica ap6s 72 h de fermentagéo
em biorreator de 5L com contactores de membrana para producao utilizando residuo
solido de junca (RJS) 10 g/L e milhocina (MCNA) 5,0 g/L.
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Conforme evidenciado pelos resultados na Figura 14, o pH inicial do meio situou-se
em aproximadamente 4, alinhando-se com 0s observados ao empregar 0 meio contendo
RJIS+MCNA. O valor maximo de pH atingido foi de 6,4 em 48 horas, decrescendo para 5,5 em
72 horas. Este padrdo ndo condiz com o esperado, uma vez que geralmente o pH se mantém
entre 7-8; essa variacdo pode ser atribuida a contaminagdo bacteriana, resultando na producéo
de produtos secundarios. Sanchez-Clemente (2020) demonstrou que a fonte de carbono no
meio pode levar a alteragdes de pH durante o crescimento bacteriano, no meio com glicose
como fonte de carbono, foi observada leve acidificacdo do meio para todas as cepas testadas
no estudo.

A perda significativa de celulas do meio reacional pode ter comprometido a producédo

de biossurfactante, que nao alcancou valores obtidos em Erlenmeyer. Mesmo assim, valores
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superiores a 50% foram obtidos em 72 h de cultivo (Figura 15). Importante destacar que, ao
contrario do observado no experimento em Erlenmeyer, os residuos solidos de junca agora ndo
permanecem mais no meio reacional, conforme mencionado anteriormente. Esta alteracdo se
configura como um dos fatores responsaveis pela remocdo das células do meio, e
consequentemente, a baixa producéo de biossurfactante. A adesao de Y. lipolytica a substratos
foi investigada por Lehocky et al. (2008), que descobriram que filmes finos semelhantes a
teflon preparados com plasma eram adequados para adesdo forte e seletiva das células de
levedura.

Figura 15. Médias do indice de emulsificacdo da Y. lipolytica apés 72 h de fermentacao
em biorreator de 5L com contactores de membrana para producéo utilizando residuo
solido de junca (RJS) 10 g/L e milhocina (MCNA) 5,0g/L.
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4.5. RELACAO DE CUSTOS DE PRODUCAO

A Tabela 13 apresenta a anélise comparativa dos custos de produgéo de biossurfactante,
sendo confrontado o meio controle otimizado conforme Fontes et al. (2010) com o meio
escolhido neste estudo, compostos exclusivamente por residuos agroindustriais.

Tabela 13. Custo dos meios utilizados para producdo de biossurfactante por Y. lipolytica: meios
controle (CT) e residuo sélido de junca (RSJ).

Marca Preco Meio pré- Meio de
(R$/kg) inéculo! (R$/L) producdo(R$/L)
CT? MCNA:3
Ext.levedura® Hunan Insen Biotech 49,4 0,494 0,02 -

Co., Ltd
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Peptona* Wuxi Inmetro New 128,44 2,57 - -
Materials Co., Ltd.
Glicose* FuFeng 3,46 0,07 0,14 -
Glicerol* Xi'an International 13,83 - 0,28 -
Healthcare Factory
Co., Ltd.
Sulf. Wauxi Volksky New 24,7 - 0,25 -
Amonio* Materials Co., Ltd.
Milhocina** Intas Pharmaceuticals 1,48 - - 0,07
1ihocina e Pharmanza India Ltd
Junga*® Grau alimenticio 2,47 - - 0,25
Total 3,13 0,69 0,32

*Cotagao do dia 11/12/2023 dolar a R$4,94

1 Meio de pré-indculo utilizado para os experimentos de producdo de biossurfactante: YPD (1% extrato de
Iévedo; 2% de peptona e 2% de Glicose)

2 CT: meio controle (glicose (4%), glicerol (2%), sulfato de amonio (10 g/L) e extrato de levedura (0,5 g/L)

3 RSJ: meio contendo 10 g/L de residuo sélido de junca e 5 g/L de milhocina.

4 Preco obtido através do site alibaba

5 Residuo de junca ndo é vendido comercialmente, foi considerado o prego da junga in natura, da empresa PRX
ALIMENTOS LTDA

Na tabela 13, é notavel que a adocdo de matéria-prima mais econémica resulta na
diminuicao dos custos associados ao meio de producdo de biossurfactante. Mesmo ao empregar
fontes de carbono e nitrogénio mais dispendiosas no meio de crescimento celular (meio de pré-
indculo), o custo € duas vezes inferior no caso do meio de producéo utilizando residuo de junca
quando comparados aos custos do meio de producdo CT.

A selecdo cuidadosa de componentes econdmicos € crucial para o desenvolvimento de
processos mais acessiveis (Makkar & Cameotra, 2002). Para isso, subprodutos ou residuos
agroindustriais contendo carboidratos, lipidios e proteinas foram escolhidos para suportar o
crescimento e a sintese de surfactantes. Os custos de tratamento e descarte desses residuos sao
significativos para industrias que buscam alternativas para reduzir, reutilizar, reciclar e
valorizar seus residuos. Com a énfase na construcéo de uma sociedade sustentavel em harmonia
com o meio ambiente, a introducdo da tecnologia verde em todos os setores da industria € um
dos desafios mais importantes (Nitschke & Costa, 2007).

Nesse contexto, a utilizacdo de materiais primarios de baixo custo, especialmente
residuos agroindustriais, é crucial para a producéo de biossurfactantes devido ao potencial de
reducdo de custos de producdo e impacto ambiental (Lourengo et al., 2021, Saravanan &
Vijayakumar, 2014). Além de reduzir os custos de producéo, o uso de residuos agroindustriais
contribui para a sustentabilidade ambiental ao reaproveitar materiais residuais (Neboh et al.,

2016; Rivera et al., 2019).
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5. CONCLUSOES

Este estudo ressalta o potencial biotecnologico da levedura Yarrowia lipolytica 50682
na producdo de biossurfactantes, utilizando residuos agroindustriais como meio de cultivo
alternativo e de baixo custo. Os resultados obtidos, principalmente com relagdo aos custos de
producdo evidenciam que o custo de producao pode ser duas vezes menor quando comparado
ao meio controle, otimizado por Fontes et al. (2010).

A combinagdo dos residuos agroindustriais residuo solido de junca e milhocina,
mostrou-se uma excelente estratégia para fornecer nutrientes favordveis ao crescimento
microbiano e a biossintese de biossurfactantes. As concentracdes de 10 g/L para o residuo de
junca e 5 g/L para milhocina, resultaram um indice de emulsificacdo superior a 60%, o que
demonstra ser promissor para obtencéo de elevada concentracao de surfactante.

A ampliacdo da escala de producdo em biorreatores demonstrou desafios associados a
aderéncia dos granulos de junca na membrana contactora, impactando negativamente o
crescimento celular e a produtividade. A implementacdo de um sistema de filtracdo ou
peneiramento acoplado ao contactor de membranas surge como uma solucdo, porém, a pré-
avaliacdo é crucial para evitar complicacfes operacionais.

Conclui-se que a Yarrowia lipolytica é capaz de produzir biossurfactantes, utilizando a
combinacdo do residuo solido de junca e milhocina, destacando-se como um meio

nutricionalmente rico, proporcionando resultados promissores.

6. SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Utilizacdo de biorreatores com fracionamento de espuma. Chen (2006) desenvolveu
um método de produgdo em lote com fracionamento de espuma, que aumentou
significativamente o rendimento do biossurfactante. A espuma foi encaminhada através da
coluna de fracionamento de espuma até um rompedor mecanico de espuma, € um espumado
enriquecido com biossurfactante foi coletado. A concentragdo de surfactina no produto
espumado foi cerca de 50 vezes maior que a do meio de cultura. Utilizando o reator integrado,
foram produzidos 136 mg L™ de surfactina, significativamente mais do que foi alcancado em

frascos agitados (92 mg L™).
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