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RESUMO

LOPES, Juliana. Producio de biossurfactante por Yarrowia lipolytica a partir de éleo cru
para casos de derramamento de petroleo. Rio de Janeiro, 2024. Trabalho de Conclusao de
Curso (Graduag¢ao em Engenharia de Bioprocessos) - Escola de Quimica, Universidade Federal

do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2024.

Biossurfactantes sao moléculas anfipaticas que sdo produzidas por diversos microrganismos.
Estas substancias apresentam inumeras vantagens quando comparados aos surfactantes
sintéticos, porém ainda ndo conseguem competir economicamente devido aos seus altos custos
de produgdo. Esse problema pode ser reduzido através do uso de matérias-primas alternativas,
como os 6leos residuais. O Brasil € o segundo maior produtor de petréleo offshore do mundo
e, devido a intensa atividade no mar, grandes quantidades de residuos oleosos sao descartadas
na agua, prejudicando o ambiente marinho. Como grande parte das moléculas presentes no
petrdleo sdo biodegradaveis, a biorremediacdo tem se mostrado uma técnica de degradacao
promissora. Assim sendo, este trabalho teve como objetivo investigar a producdo de
biossurfactante por Yarrowia lipolytica IMUFRJ 50682 a partir da biodegradacao de 6leo cru.
A influéncia de diferentes fontes de carbono (glicose e melago) e de nitrogénio (sulfato de
amonia (SA) e milhocina) foi avaliada na producao do biossurfactante com e sem a presenca
de petrdleo. A influéncia da concentracdo de in6culo, da adicdo de extrato de levedura e da
velocidade de agitagdo também foi analisada. Demonstrou-se que Y. lipolytica foi capaz de
crescer ¢ produzir biossurfactante a partir de todas as fontes investigadas, sendo o meio
contendo glicose, petroleo e SA o que atingiu a maior concentragdo celular (aproximadamente
11,5 g/L) e o meio glicose ¢ SA o que atingiu o maior Avalor de Indice de Emulsificacio
(AIE=43,33%). Na maioria dos casos, os experimentos controle (sem petroleo) apresentaram
os melhores resultados, no entanto, a producdo de biossurfactante dos meios contendo o
substrato hidrofobico ¢ subestimada, visto que o surfactante aderido a parede celular da
levedura nao foi quantificado. Na presenga de petroleo, o maior valor de AIE (30,95%) foi
obtido em meio contendo glicose com sulfato de amodnia ap6s 96h. Por fim, os dados obtidos
indicaram que a cepa Yarrowia lipolytica ITMUFRIJ 50682 ¢ uma boa produtora de

biossurfactante com potencial de aplicagdo em processos de biorremediacao.

Palavras-chave: Biorremediacao; Indice de emulsificacdo; Levedura; Residuos agroindustriais,

Yarrowia lipolytica.



ABSTRACT

LOPES, Juliana. Production of biosurfactant by Yarrowia lipolytica from crude oil for oil
spill cases. Rio de Janeiro, 2024. Trabalho de Conclusdo de Curso (Graduagdo em Engenharia
de Bioprocessos) - Escola de Quimica, Universidade Federal do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro,

2024.

Biosurfactants are amphipathic molecules which are produced by various microorganisms.
They have numerous advantages compared to synthetic surfactants, but they are still unable to
compete economically due to their high production costs. This problem can be quantitatively
reduced through alternative feedstocks, such as waste oils. Brazil is the second largest producer
of offshore oil in the world, and due to intense activity at sea, large amounts of oily waste are
discarded into the water, harming the marine environment. As most of the molecules in the
petroleum are biodegradable, bioremediation has proven to be a promising degradation
technique. Therefore, this work aimed to investigate biosurfactant production from the
biodegradation of crude oil. The influence of different sources of carbon (glucose and molasses)
and nitrogen (ammonium sulfate (AS) and corn steep liquor) was evaluated on biosurfactant
production. Then, the influence of the initial inoculum concentration, supplementation with
organic compound, and agitation speed was analyzed. It was demonstrated that Yarrowia
lipolytica IMUFRJ 50682 could grow and produce biosurfactant from all sources investigated,
with the medium containing glucose, petroleum and AS reaching the highest cell concentration
(approximately 11.5 g/L) and the glucose and AS medium reaching the highest (Emulsification
Index Avalue (AIE=43.33%). In most cases, the control experiments (without petroleum)
presented the best results, however, the production of biosurfactant from the media containing
the hydrophobic substrate is underestimated, since the surfactant adhered to the yeast cell wall
was not quantified.In the medium containing oil, the highest value AEI (30.95%) was obtained
with 96 h of fermentation in the medium containing glucose and ammonium sulfate. The effects
observed were different from those without oil and media with oil. Finally, the data obtained
indicated that Yarrowia lipolytica IMUFRJ 50682 is a good producer of biosurfactant with

potential application in bioremediation processes.

Keywords: Agro-industrial waste; Bioremediation; Emulsification index; Yarrowia lipolytica;

Yeast.
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1 INTRODUCAO

Os Dbiossurfactantes sd3o uma classe de surfactantes produzidos por diversos
microrganismos, podendo ser encontrados em superficies de células microbianas ou secretados
extracelularmente. S3o substancias formadas por moléculas anfipaticas que possuem uma
por¢do hidrofilica e outra hidrofobica (FONTES, 2008). Estas substancias oferecem varias
vantagens quando comparadas com os surfactantes, como menor toxicidade,
biodegradabilidade e alta especificidade, o que permite que sejam utilizados em diversas
aplicagdes industriais e ambientais (AMARAL et al., 2009). As potenciais utilizagdes
comerciais dos biossurfactantes incluem a biorremediacdo de ambientes contaminados com
6leo, a recuperacdo aprimorada de petrdleo, a limpeza de metais pesados na industria de
mineracao, a sintese de nanoparticulas na industria de nanotecnologia, além de serem aplicados
nas industrias de alimentos, de cosméticos, de limpeza e de cosméticos (SANTOS et al., 2016).

O uso de biossurfactantes tem sido limitado devido aos altos custos de produgao, associado
aos métodos ineficientes de separagdo do produto e ao uso de substratos dispendiosos. A
substituicdo de surfactantes sintéticos por biossurfactantes s6 ¢ vidvel com a redugdo
significativa do custo da matéria-prima e do processo. (AMARAL et al., 2009; FONTES,
2008). Diversas pesquisas ao redor do mundo tém estudado o uso de fontes renovaveis baratas
(como residuos agroindustriais) para produzir diferentes biossurfactantes (BJERK et al., 2021).
Os oleos residuais de diversas industrias também apresentam um grande potencial como
substratos para producdo de biossurfactante, gracas aos custos reduzidos e ao potencial de
melhor bioconversao ou rendimento (SOONG et al., 2023).

As industrias de petroleo produzem grandes quantidades de um residuo oleoso denominado
borra de petréleo ou borra oleosa em seus processos de exploragdo, transporte, armazenamento
e refino do petroleo. Tem sido relatado que anualmente sao produzidas mais de 60 milhdes de
toneladas de borras de petréleo, acumulando mais de 1 bilhdo de toneladas deste residuo em
todo o mundo (COSTA, 2016).

Esses residuos oleosos sdo convencionalmente tratados através de diferentes métodos
fisicos, quimicos e biologicos. Contudo, a maioria das tecnologias de tratamento convencionais
ndo conseguem remover pequenos conteudos de 6leo suspenso e elementos dissolvidos. Além
disso, muitos tratamentos quimicos envolvem elevados custos iniciais e/ou operacionais
(SABIR, 2015). Como aproximadamente 60-90% da composicdo quimica do petréleo ¢
biodegradavel, a biorremedia¢ao tem se mostrado uma técnica de degradacao promissora. A

biorremediacdo consiste na degradacao de hidrocarbonetos em compostos organicos menores
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através da acdo de agentes biolodgicos, como microrganismos, plantas ou residuos vegetais
(ADEDEIJI et al., 2022).

Gracas a rapida taxa de crescimento e a aptidao de metabolizar e assimilar eficientemente
substratos hidrofobicos (por exemplo, glicerideos, alcanos e acidos graxos) como unica fonte
de carbono, a levedura oleaginosa Yarrowia lipolytica ¢ considerada como um dos organismos
mais promissores na bioconversiao de 6leos e gorduras (SOONG et al., 2023). Além disso, a
habilidade de degradar substratos hidrofobicos ¢ muitas vezes acompanhada pela capacidade
de producao de biossurfactante (LOBO, 2012).

Ferreira et al. (2023) avaliaram a producdo de biossurfactante por Yarrowia lipolytica
IMUFRJ 50682 a partir da biodegradagcdo de compostos presentes no petrdleo. Lobo (2012)
investigou a biodegradacdo parcial de asfaltenos (fragdo do petréleo com moléculas
extremamente complexas) por Y. lipolytica IMUFRIJ 50682, que produziu biossurfactantes
durante a degradacdo. Esses resultados demonstram o potencial de Yarrowia lipolytica na
degradacdo de petroleo, podendo ser utilizada em processos de biorremediacdo e
simultaneamente produzir biossurfactantes, mas ainda ¢ necessario estudos mais aprofundados.

Neste contexto, o objetivo desse trabalho foi estudar a produgdo de biossurfactante por
Yarrowia lipolytica IMUFRJ 50682, cepa isolada da Baia de Guanabara, a partir da
biodegradacdo de o6leo cru para casos de derramamento de petréleo. Substratos de origem
renovaveis, como melago e milhocina, foram testados como fonte de carbono e nitrogénio a fim

de diminuir ainda mais os custos da producao do bioemulsionante.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 SURFACTANTES

Os surfactantes sao um grupo importante de compostos quimicos amplamente utilizados
em varios setores da indastria moderna. Eles sdo compostos anfipaticos que apresentam fracdes
hidrofilicas (grupos polares) e hidrofébicas (grupos apolares) em sua estrutura, podendo ser de
origem sintética ou microbiana (BJERK et al., 2021). A porcao apolar, também chamada de
cauda, possui uma ou duas cadeias carbonicas, ou fluorocarbonicas, ou siloxanicas. Ao passo
que a porg¢ao polar, ou cabega, ¢ constituida por grupos i6nicos (cations ou anions), nao i0GNicos
ou anfoteros, que se comportam como acido ou base dependendo do pH do meio. Os
surfactantes sdo classificados de acordo com o grupo presente na parte polar, podendo ser

cationicos, anidnicos, anfoteros ou ndo ionicos (Figura 2.1) (FELIPE e DIAS, 2017).

Cauda Cabeca

D

Figura 2.1 - Representacio esquematica dos surfactantes cationicos (A), anionicos (B),
anfoteros (C) e nao ionicos (D).

Fonte: FELIPE e DIAS (2017).

Por possuirem grupos hidrofilicos e hidrofobicos na mesma molécula, os surfactantes
conseguem reduzir as tensoes superficiais e interfaciais na interface 6leo/dgua, aumentando
assim a solubilidade das moléculas hidrofilicas. A concentragcdo de surfactante na qual sdo
formadas as micelas (conjunto de moléculas organizadas) ¢ chamada de concentragdo micelar
critica (CMC). A CMC corresponde ao ponto em que o agente tensioativo atinge a menor tensao

superficial estavel (Figura 2.2) (SANTOS et al., 2016).
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A B
Cabega
Cauda
Surfactante
Meio polar Meio apolar

Figura 2.2 - Organizacio molecular de um surfactante em uma micela direta (A) e uma

micela inversa (B).

Fonte: FELIPE e DIAS (2017).

A formag¢do de um filme molecular, ordenado nas interfaces, confere as propriedades
unicas dos surfactantes, uma vez que reduz a tensdo interfacial e superficial. Essas
caracteristicas tornam os surfactantes adequados para uma ampla gama de aplicacdes
industriais, como: detergéncia, emulsificacdo, lubrificacao, capacidade espumante, capacidade
molhante, solubilizacdo e dispersdo de fases. A principal aplicagdo dos surfactantes se
concentra nas industrias de produtos de limpeza (sabdes e detergentes), de petroleo e de
cosméticos e produtos de higiene (NITSCHKE e PASTORE, 2002).

A maioria dos surfactantes quimicos produzidos sao de origem petroquimica (SANTOS
et al.,2016). O consumo desses surfactantes derivados do petréleo ja atingiu entre 70 e 75% do
consumo total nos paises industrializados, enquanto nos paises em desenvolvimento
predominava o consumo de compostos de origem natural (NITSCHKE e PASTORE, 2002).
Gragas a natureza de sua composicao, os surfactantes quimicos apresentam riscos ambientais €
toxicologicos (THAKUR et al., 2024).

Tais riscos tem motivado a comunidade cientifica a procurar novas alternativas, com
foco em surfactantes ecologicamente corretos ¢ de origem bioldgica, buscando maior
biodegradabilidade e sustentabilidade. Além dessas caracteristicas, eles também devem ser
ambientalmente seguros e facilmente produzidos. Surfactantes obtidos por meio da producao

microbiana também sdo chamados de biossurfactantes (BJERK et al., 2021).



18

2.2 BIOSSURFACTANTES

Os biossurfactantes sdo compostos tensoativos de origem microbiana que apresentam
estruturas semelhantes aos compostos de origem sintética (VALPUESTA, 2008). Portanto,
apresentam em sua molécula uma por¢ao hidrofébica e uma por¢ao hidrofilica (FELIPE e
DIAS, 2017).

Eles compdem uma das principais classes de surfactantes naturais, e sdo classificados
de acordo com a sua origem microbiana e sua composi¢ao quimica (NITSCHKE e PASTORE,
2002). Os microrganismos mais comumente empregados na producao de biossurfactantes sao
as bactérias, fungos filamentosos ou leveduras (BJERK et al., 2021), e as principais classes
obtidas sao glicolipidios, lipopeptideos, lipoproteinas, fosfolipidios, acidos graxos, poliméricos
e particulados (NITSCHKE e PASTORE, 2002).

Embora os biossurfactantes apresentem uma diversidade de composi¢cdo quimica e de
propriedades, muitas caracteristicas sdo comuns entre eles, e tais particularidades representam,
em sua maioria, vantagens sobre os surfactantes convencionais (NITSCHKE e PASTORE,
2002):

e Baixa toxicidade: Os biossurfactantes sao mais seguros para serem utilizados nas industrias
alimenticia, farmacéutica e de cosméticos devido a menor probabilidade de provocarem
reacoes alérgicas (FELIPE e DIAS, 2017; NITSCHKE e PASTORE, 2002; SANTOS et al.,
2016);

¢ Biodegradabilidade: Os microrganismos conseguem utilizar os biossurfactantes como
substrato, obtendo energia com maior facilidade, o que os torna mais convenientes para
biorremediacdo e tratamento de residuos (FELIPE e DIAS, 2017; LIEPINS et al., 2021;
NITSCHKE e PASTORE, 2002; SANTOS et al., 2016);

e Tolerancia a temperatura, pH e forc¢a ionica: Muitos biossurfactantes apresentam alta
estabilidade térmica e de pH podendo ser utilizados em ambientes com condi¢des extremas,
onde os surfactantes quimicos perdem sua eficiéncia. Alguns biossurfactantes também
suportam uma concentracdo de sal de até¢ 10%, enquanto 2% de NaCl sdo suficientes para
inativar os surfactantes convencionais (LIEPINS et al., 2021; NITSCHKE ¢ PASTORE,
2002; SANTOS et al., 2016);

e Especificidade: Os biossurfactantes possuem grupos funcionais especificos e, portanto,
constantemente t€ém agdo especifica. Tal caracteristica ¢ interessante na desintoxicagdo de

diferentes poluentes e na desemulsificagdo de emulsdes industriais, bem como em
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aplicacdes especificas na industria de alimentos, farmacéutica e cosmética (SANTOS et al.,
2016);

Utilizacdo de substratos alternativos na producio: Os biossurfactantes podem ser
sintetizados a partir de matérias-primas renovaveis de varias industrias. A utilizagao destas
matérias-primas encoraja agdes de gerenciamento ambiental (FELIPE e DIAS, 2017;

NITSCHKE e PASTORE, 2002).

Por outra perspectiva, a produgdo de biossurfactantes ¢ um campo de estudo emergente.

Para viabilizar a producdo e comercializacdo desses compostos em escala comercial, €

necessario superar alguns desafios relacionados ao processo produtivo (FELIPE e DIAS, 2017):

Preco: Principal desvantagem dos biossurfactantes. Quando comparados aos surfactantes
sintéticos a diferenca de prego chega a ser 50 vezes maior para os biossurfactantes (FELIPE
e DIAS, 2017);

Baixa produtividade: Ainda ndo foram identificados microrganismos capazes de produzir
biossurfactantes em concentragdes economicamente viaveis (FELIPE e DIAS, 2017);
Produciao de espuma durante o processo: A agitacdao e o processo de aeracdo durante o
cultivo dos microrganismos produzem espuma. A formacdo de espuma ndo ¢ um fator
desejado pois arrasta o meio de cultivo para fora do biorreator, causando perdas e
favorecendo a contaminagdo, além de diminuir a eficiéncia do transporte de oxigénio
(FELIPE e DIAS, 2017);

Purificacdo do biossurfactante: S3ao necessdrias varias etapas para a obtencao do
biossurfactante puro, o que diminui o percentual de produto recuperado e gera maiores
quantidades de efluentes, tornando o processo economicamente inviavel (FELIPE e DIAS,
2017).

Apesar dos desafios, em 2025, espera-se que o mercado global de biossurfactantes seja

de cerca de 4,8 bilhdes de euros, apresentando uma taxa composta de crescimento anual de

5,5% no periodo previsto de 2020-2025 (LIEPINS et al., 2021).

2.2.1 Classificacao quimica dos biossurfactantes

Diferentemente dos surfactantes sintéticos, que sao classificados conforme seu

grupamento polar, os biossurfactantes sao classificados pela sua composi¢do quimica

(SANTOS et al., 2021).

As principais classes de biossurfactantes sao glicolipidios, lipopeptideos, lipoproteinas,

fosfolipidios, acidos graxos, poliméricos e particulados, como ilustrados na Tabela 2.1.
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Entretanto, alguns autores agrupam os biossurfactantes de acordo com seu peso molecular,
porque, de modo geral, os compostos de baixa massa molecular reduzem a tensdo superficial
de forma mais eficiente, enquanto as de alto peso molecular formam emulsdes mais estaveis de

sistemas oleo/agua (PEREIRA, DUVOISIN JR e ALBUQUERQUE, 2017).

Tabela 2.1 — Principais classes de biossurfactantes e microrganismos produtores.

Tipo de Biossurfactante Microrganismo

Glicolipideos
-Ramnolipideos Pseudomonas aeruginosa
-Soforolipideos Torulopsis bombicola, T. apicola
-Trealolipideos Rhodococcus erythropolis, Mycobacterium sp.

Lipopeptideos e lipoproteinas

-Peptidio-lipideo
-Viscosina
-Serravetina
-Surfactina
-Subtilisina
-Gramicidina
-Polimixina

Acidos graxos, lipideos neutros e
fosfolipideos

-Acidos graxos
-Lipideos neutros
-Fosfolipideos

Surfactantes poliméricos
-Emulsan
-Biodispersan
-Liposan/Yansan
-Carboidrato-lipidios-proteina
-Manana-lipidio-proteina

Surfactantes particulados
-Vesiculas
-Células

Bacillus licheniformis
Pseudomonas fluorescens
Serratia marcescens
Bacillus subtilis

Bacillus subtilis

Bacillus brevis

Bacillus polymyxa

Corynebacterium lepus
Nocardia erythropolis
Thiobacillus thiooxidans

Acinetobacter calcoaceticus
Acinetobacter calcoaceticus
Yarrowia lipolytica
Pseudomonas fluorescens
Candida tropicalis

Acinetobacter calcoaceticus
Varias bactérias

Fonte: NITSCHKE e PASTORE (2002).

Os glicolipideos sdo o tipo mais comum de biossurfactantes (BJERK et al., 2021). Eles

sao considerados de baixo peso molecular e apresentam em sua estrutura carboidratos (glicose,
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galactose, manose ou ramnose) combinados com acidos graxos de cadeia longa (FELIX, 2012;
ROSENBERG e RON, 1999). Os ramnolipideos, os soforolipideos e os trealolipideos sdo os
mais conhecidos dentre os glicolipideos, sendo os dois primeiros mais usados em formulagdes
e mais discutidos cientificamente (SANTOS et al., 2021).

Os lipopeptideos e lipoproteinas sdo moléculas que possuem peptideos ou proteinas
ligados a acidos graxos. A por¢ao proteica desses compostos pode ser anidnica ou neutra e seus
aminoacidos estdo dispostos em forma ciclica (FELIPE e DIAS, 2017). A surfactina ¢ o
lipopeptideo mais conhecido e estudado. Ele apresenta propriedades de emulsificagdo,
detergéncia, capacidade espumante, propriedades antimicrobianas e solubilizagcdo. Tais
caracteristicas permitem a ampla utiliza¢do desse composto em diversos segmentos industriais
(SANTOS et al., 2021).

Os acidos graxos e fosfolipideos sdo sintetizadas por bactérias e leveduras que utilizam
alcanos como fonte de carbono e energia (FELIPE e DIAS, 2017). Ja os lipideos neutros
englobam os triacilglicerois, acidos micolicos e éacidos graxos, no qual sua maior parte
apresenta algum grau de atividade tensoativa (FELIX, 2012).

Os biossurfactantes poliméricos ou lipopolissacarideos sdao caracterizados por acidos
graxos e polissacarideos ligados covalentemente (FELIX, 2012). Emulsan, lipomanan, alasan,
liposan e outros complexos de proteinas polissacaridicas sdo os mais bem estudados (SANTOS
etal.,2016).

Os surfactantes particulados sdo vesiculas extracelulares produzidas por algumas
bactérias. Essas vesiculas apresentam elevada atividade tensoativa, transportando alcanos para

o interior das células (FELIPE e DIAS, 2017).
2.2.2 Microrganismos produtores de biossurfactantes

Os biossurfactantes sao produzidos por uma variedade de microrganismos, tais como
bactérias, leveduras e fungos filamentosos (LIEPINS et al, 2021), sendo os de origem
bacteriana os mais relatados na literatura. Entretanto, a grande maioria dos tensoativos
produzidos por bactérias ndo ¢ adequada para utilizagdo na industria alimenticia, devido a sua
possivel natureza patogénica (FONTES, AMARAL e COELHO, 2008).

Enquanto a producao de biossurfactantes bacterianos ¢ bem explorada, poucos fungos
filamentosos sdo conhecidos por produzir biossurfactantes (ALVES, 2015). As leveduras
também tém sido estudadas para a producgdo de emulsificadores (FONTES, 2008).

Uma vantagem fundamental do uso de algumas leveduras reside no seu status GRAS

(Gerenally Recogninzed As Safe). Organismos com status GRAS ndo apresentam riscos de
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toxicidade e patogenicidade, o que permite sua utilizacdo para aplicagdes nas industrias de
alimentos e farmacéutica (FONTES, AMARAL ¢ COELHO, 2008). Além disso, as leveduras
oleaginosas podem produzir biossurfactantes a partir de substratos ricos em lipidios, como 6leos
vegetais, gorduras e seus produtos (LIEPINS et al., 2021).

A utilizacdo de diferentes fontes de carbono modifica a estrutura dos biossurfactantes
produzidos e, consequentemente, suas propriedades emulsificantes. Tais mudancas podem ser
vantajosas quando se almeja propriedades especificas para uma aplicagao direcionada
(FONTES, AMARAL e COELHO, 2008).

Entre as leveduras, inimeros estudos tém sido feitos utilizando espécies de Candida e
Yarrowia, sendo Candida bombicola e Yarrowia lipolytica as mais estudadas para produzir

biossurfactantes (MARINHO, SILVA e LUNA, 2022).
2.3 YARROWIA LIPOLYTICA

A levedura Yarrowia lipolytica ¢ um microrganismo estritamente aerobio, eucarioto,
pertencente ao reino Fungi, a classe Ascomicetos e subclasse Hemiascomicetos
(Saccharomycetes) (FERREIRA, 2009). E uma das espécies “ndo convencionais” mais
estudadas, devido a sua intensa atividade secretora e a capacidade de produzir metabdlitos
importantes, como por exemplo, acidos organicos, enzimas, compostos aromaticos (COELHO,
AMARAL e BELO, 2010).

Originalmente foi classificada como Candida, uma vez que nenhum estado sexual havia
sido identificado (BARTH e GAILLARDIN, 1997). Ao observar a formagdo de ascos e
ascosporos (células sexuais tipicas aos fungos ascomicetos, responsaveis pela producao de
esporos para propagac¢do sexuada), Wickerham; Kurtzman e Herman (1970) reclassificaram a
espécie como Endomycopsis lipolytica. Posteriormente, Endomycopsis foi mostrado como um
sindbnimo obrigatério de Saccharomycopsis. Dessa forma, Yarrow (1972) a alocou como
Saccharomycopsis lipolytica. Entretanto, devido a algumas caracteristicas distintas que a
espécie apresentava dentre os membros do género Saccharomycopsis, como estrutura de seus
ascosporos € a presencga da coenzima Q9, van der Walt e von Arx (1980) propuseram que ela
fosse atribuida ao novo género Yarrowia (OLIVEIRA, 2014; van der WALT e von ARX, 1980).

O nome da espécie “lipolytica” esta associado a capacidade do microrganismo de
crescer e decompor materiais hidrofobicos (principalmente 6leos e gorduras), uma vez que seus
habitats naturais sdo ambientes ricos em lipideos e proteinas como queijos, embutidos e
iogurtes, além de ambientes poluidos por hidrocarbonetos, ambientes marinhos e at¢ mesmo

em ambientes hipersalinos (LOBO, 2012; OLIVEIRA, 2014).



23

Y. lipolytica é amplamente utilizada como modelo em estudos relacionados ao
metabolismo lipidico, biogénese dos peroxissomos, vias de secre¢do em geral e diferenciacao
celular. Além disso, ¢ empregada na producdo industrial de uma série de enzimas e acidos
organicos, como o acido citrico (KRONBERG et al., 2011). Esta espécie de levedura também
tem sido considerada um modelo nos estudos de dimorfismo, devido a facilidade de distinguir
entre suas formas morfologicas e por possuir um sistema eficiente para transformacio de

engenharia genética (COELHO, AMARAL e BELO, 2010).
2.3.1 Aplicacao de Yarrowia lipolytica em biorremediacao

Biorremediacdo ¢ um processo de conversdo parcial ou total de contaminantes em
compostos menos toxicos por meio da a¢ao de agentes bioldgicos (microrganismos, plantas ou
residuos vegetais), restaurando assim o estado original do solo ou da agua contaminados
(ADEDEJI et al., 2022; SANTOS et al., 2016). Essa técnica utiliza a capacidade intrinseca do
microrganismo nativo de agir sobre os contaminantes, ao passo em que cria condigdes que
aumentam a taxa de biodegradacdo (ADEDEIJI et al., 2022).

A biorremediagao ¢ frequentemente utilizada como uma substituta para a limpeza
quimica ou fisica de derramamentos de 6leo, uma vez que requer menos equipamento ou mao
de obra. No derramamento de 41 milhdes de litros de 6leo causado pelo petroleiro Exxon
Valdez em 1989, a biorremediacdo desempenhou um papel crucial na limpeza das aguas
contaminadas do Golfo do Alasca, demonstrando que essa técnica ¢ promissora para futuros
derramamentos de 0leo sob as circunstancias apropriadas (ADEDEJI et al., 2022).

Y. lipolytica também tem sido empregada para aplicagdes de biorremediacao devido as
suas caracteristicas de parede celular e producao de surfactante (COELHO, AMARAL e BELO,
2010). Esta levedura tem capacidade de degradar eficientemente uma gama complexa de
hidrocarbonetos e compostos aromaticos, para as quais tem percursos metabodlicos especificos
(LOBO, 2012; OLIVEIRA, 2014).

Zinjarde e Pant (2002) verificaram que 17 microrganismos isolados de ambiente
marinho tropical, dentre eles bactérias e leveduras, eram capazes de degradar 6leo cru. Dentre
as espécies de leveduras isoladas, Y. lipolytica foi a que apresentou maior capacidade
degradadora utilizando 78% da fracdo alifatica do o6leo cru.

Ferreira (2009) avaliou a capacidade da levedura Yarrowia lipolytica IMUFRJ 50862
na degradagdo de 6leo cru. A levedura foi capaz de degradar tanto fragdes leves quanto pesadas
do petréleo, demonstrando potencial para aplicabilidade em processos de biorremediacao de

oleo cru.
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Ferreira et al. (2023) investigaram a degradacdo de compostos de petrdleo bruto e as
possiveis biomoléculas produzidas durante esses processos por Y. lipolytica IMUFRJ 50862. A
cepa foi capaz de degradar hidrocarbonetos de alto peso molecular, como n-alcanos,
isoprenoides, aromaticos com dois ou trés anéis aromaticos, além de hidrocarbonetos mais
complexos, como terpanos triciclicos. A producdo de biossurfactante também foi observada.

Grande parte dos estudos em biorremediagdo esta no nivel de laboratério, o que pode
gerar resultados diferentes dos esperados na biorremediagdo in situ. Entretanto, experimentos
com Y. lipolytica A-101 mostraram que a levedura foi capaz de contribuir com a degradacao de
petréleo, in situ, através de uma possivel acdo conjunta com o microssistema local presente no

solo (BANKAR; KUMAR; ZINJARDE, 2009).
2.3.2 Yarrowia lipolytica na produciao de biossurfactante

A capacidade em degradar diversos compostos organicos, incluindo hidrocarbonetos
alifaticos e aromaticos, ¢ constantemente acompanhada pela producdo de biossurfactantes.
(COELHO, AMARAL e BELO, 2010). Diversos trabalhos da literatura demonstram que
Yarrowia lipolytica ¢ capaz de produzir moléculas com atividade tensoativas.

Amaral et al. (2006) produziram um biossurfactante denominado Yansan, a partir de Y.
lipolytica IMUFRJ 50682, utilizando glicose como fonte de carbono. Fontes et al. (2012)
sintetizaram um biossurfactante por Y. lipolytica IMUFRJ 50682, utilizando diferentes recursos
renovaveis (glicerol bruto e suco de caju clarificado) como fonte de carbono, atingindo indices
maximos de emulsificacao de 68,0% no meio contendo o suco de caju clarificado e 70,2% no
meio contendo o glicerol bruto.

Rufino ef al. (2014) utilizaram residuo do refino de 6leo de soja como substrato para
produzir biossurfactante por Candida lipolytica UCP 0988. Santos et al. (2017) utilizaram
gordura animal e milhocina como substrato na producdo de biossurfactante também por
Candida lipolytica UCP0988. Barros et al. (2024) utilizaram querosene como fonte de carbono
na sintese de um emulsificante por Yarrowia lipolytica LMS 24B.

Embora a produgao de biossurfactantes ocorra na presenca de fontes de carbono soluveis
em agua, como os agucares, uma variedade de estudos demonstram que ao adicionar substratos
hidrofobicos ha um aumento na producao (HOMMEL et al., 1994).

Ferreira (2009) mostrou que fontes de carbono soluveis (glicose e o glicerol) ndo
favoreceram a producdo de biossurfactante por Y. lipolytica. Em contrapartida, a presenca de

substrato hidrofobico (6leo cru) estimulou a produgdo de biossurfactante.
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Cooper e Paddock (1984) obtiveram um rendimento muito baixo (17 g/L) utilizando
apenas glicose ou 0leo vegetal na producgdo de biossurfactante por Torulopsis bombicola, mas

ao utilizarem ambas as fontes de carbono o rendimento aumentou para 70g/L.
2.4 PARAMETROS QUE INFLUENCIAM A PRODUCAO DE BIOSSURFACTANTE

A natureza das fontes de carbono e nitrogénio utilizadas, assim como a presenga de
ferro, manganés, fosforo e magnésio no meio de produgdo, influenciam a composicdo e as
caracteristicas dos biossurfactantes produzidos por microrganismos. Além disso, outros
parametros como tempo do processo fermentativo, temperatura, velocidade de agitagcao, forma
de condugdo do processo, pH do meio e adigdo de nutrientes sdo de extrema importancia na
qualidade e rendimento do biossurfactante produzido (FONTES, AMARAL e COELHO, 2008;
MARINHO, SILVA e LUNA, 2022).

2.4.1 Fontes de carbono

A fonte de carbono desempenha um papel fundamental no crescimento e producdo de
biossurfactantes por microrganismos e difere de espécie para espécie (SANTOS et al., 2016).
As fontes desse elemento podem ser de origem hidrofilicas (glicose, lactose, entre outros) ou
hidrofobicas (hexadecano, 6leos vegetais, parafina, entre outros). Os substratos hidrofilicos sao
inicialmente utilizados pelo microrganismo para o metabolismo celular e para a produgdo da
porcao polar da molécula de biossurfactante, enquanto os substratos hidrofobicos sdo utilizados
exclusivamente para a producdo da por¢ao hidrocarbonica (FONTES, AMARAL e COELHO,
2008; SANTOS et al., 2021).

Sarubbo et al. (2001) utilizaram glicose como fonte de carbono na producao de
biossurfactante por Candida lipolytica 1A 1055. Amaral et al. (2006) também utilizaram glicose
como fonte de carbono para sintese de um biossurfactante denominado Yansan, a partir de Y.
lipolytica IMUFRIJ 50682. Tais resultados vao em desencontro com os estudos de Zinjarde e
Pant (2002) que mostraram que a producao de biossurfactante por Yarrowia lipolytica
utilizando substratos soltveis como fonte de carbono nao € viavel.

Cirigliano e Carman (1984) demonstraram que Yarrowia lipolytica é capaz de produzir
biossurfactante a partir de diferentes fontes de carbono, tais como hexadecano, parafina, 6leo
de soja, oleo de oliva, 6leo de milho e 6leo de algodao, sendo que com hexadecano obteve-se a

maior producao.
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Apesar da produgdo de biossurfactantes ocorrer tanto na presenca de fontes de carbono
de origem hidrofilica quanto na presenga de fontes de origem hidrofobica, alguns trabalhos
enfatizam a importancia da combinagao entre um substrato insoluvel em agua e um carboidrato
no meio de cultura (FONTES, AMARAL e COELHO, 2008; SANTOS et al., 2021).

Cooper e Paddock (1984) aumentaram o rendimento na producao de biossurfactante por
Torulopsis bombicola, ao combinar glicose e 6leo vegetal como fontes de carbono. Os

experimentos contendo apenas uma das fontes obtiveram rendimentos muito baixos.
2.4.1.1 Petrdleo

Petroleo também tem sido utilizado como fonte de carbono para testar o potencial de
alguns microrganismos na producdo de biossurfactantes simultanea a biodegradacdo de
hidrocarbonetos (BORAH e YADAYV, 2017; FERREIRA et al., 2023; MNIF et al. (2011)).

O petrdleo ¢ uma mistura complexa de ocorréncia natural, normalmente apresenta-se
como um liquido escuro, oleoso, inflamavel a temperatura ambiente e suas propriedades fisicas
apresentam grandes variagdes. Sua composi¢do quimica inclui uma combinagdo complexa de
hidrocarbonetos aromaticos, hidrocarbonetos alifaticos, compostos heterociclicos, asfaltenos e
compostos nao hidrocarbonetos (ADEDEIJI et al., 2022).

Os petroleos podem ainda ser classificados pelo seu °API, que ¢ uma medida indireta
da qualidade do petroleo. Quanto maior o °API, menor sua densidade. O 6leo pode ser
classificado como extraleve (°API > 40), leve (40 > °API> 33), médio (33 > °API > 27), pesado
(19> °API > 27), extrapesado (19 > °API > 15), asfaltico (°API < 15) (LOBO, 2012).

Mnif et al. (2011) relataram producao de biossurfactante por Lisinibacillus fusiformis
utilizando petroleo. Ferreira et al. (2023) mostraram que Yarrowia lipolytica produz
biossurfactante durante o processo de biodegradagdo de dleo cru. Tais trabalhos demostraram
que os respectivos microrganismos sao promissores para remediacdo em locais contaminados

por hidrocarbonetos.
2.4.2 Fontes de nitrogénio

O nitrogénio ¢ o segundo suplemento mais importante na produgdo de biossurfactantes
por microrganismos. Nos processos fermentativos, a relacdo C/N afeta o acimulo de
metabolitos. Em baixos niveis de nitrogénio (altas relagdes C/N) o crescimento microbiano ¢

limitado, favorecendo o metabolismo celular em direcdo a producdo de metabodlitos. Em
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contrapartida, altos niveis de nitrogénio (baixas relagdes C/N) levam a sintese de material
celular e limita o acimulo de produtos (SANTOS et al., 2016).

Diversos compostos nitrogenados tém sido empregados na producdao de
biossurfactantes, tais como ureia, peptona, sulfato de amonio, nitrato de sodio, nitrato de
amonio, extrato de levedura, entre outros. O extrato de levedura ¢ a fonte de nitrogénio mais
utilizada, mas sua concentrag¢do varia de acordo com o meio de producdo e o microrganismo
(FONTES, AMARAL e COELHO, 2008).

Zinjarde e Pant (2002) estudaram o efeito da fonte de nitrogénio, tais como sulfato de
amonio, cloreto de amoénio, nitrato de amodnio, ureia e nitrato de sodio, na producdo de
biossurfactante por Y. lipolytica. Os autores observaram que o sulfato de amoénio e cloreto de
amonio foram as fontes que propiciaram maior atividade emulsificante, enquanto o nitrato de
amonio e ureia reduziram a atividade de emulsificagdo a metade. Nao foi detectada atividade
emulsificante na utilizacdo de nitrato de sddio.

Cooper e Paddock (1984) avaliaram a produ¢do de biossurfactante por 7. bombicola
frente a diferentes fontes de nitrogénio, tais como nitrato de sodio, cloreto de amonio, nitrato
de amonio, ureia e extrato de levedura. Os autores observaram que o nitrato ndo ¢ uma boa
fonte de nitrogénio, assim como Zinjarde e Pant (2002), uma vez que apresentou reducdo na
produgdo da biomassa. Na presenga do extrato de levedura, na concentracao de 5 g/L, a
producado do biossurfactante foi favorecida. Ao substituir o extrato de levedura por peptona ou

ureia, a producao diminuiu.
2.4.3 Fontes de origens renovaveis

Pode-se destacar ainda a utilizagdo de fontes de origens renovaveis, facilmente
disponiveis e de baixo custo, na producdo de diferentes biossurfactantes. O uso dessas fontes
alternativas como matéria-prima reduz os custos de produgdo e, consequentemente elimina
problemas relacionados ao armazenamento, tratamento e disposicao final desses residuos
(BJERK et al., 2021).

Na literatura, tem-se encontrado cada vez mais trabalhos fazendo uso de substratos mais
baratos e renovaveis de varias industrias, como agricola (melago, milhocina, residuos de 6leo,
soro de leite), residuos de destilaria, industrias de 6leo, alimenticia, gordura animal, entre outras
(BANAT et al., 2014). Considerando que o Brasil ¢ um pais essencialmente agricola, a
disponibilidade de quantidade e facilidade de acesso aos subprodutos agroindustriais ¢ bastante

significativa (MARINHO, SILVA e LUNA, 2022). Outra fonte de baixo custo facilmente
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disponivel sdo os residuos gerados na industria de processamento de petrdleo (SANTOS et al.,
2021).

O principal problema da utilizagdao dos substratos renovaveis encontra-se em determinar
o equilibrio correto de carboidratos e lipideos para proporcionar o crescimento do
microrganismo no meio fermentativo e a consequente producgdo de biossurfactante. Os residuos
agroindustriais possuem grande quantidade de carboidratos e lipideos, atendendo assim os
requisitos como substratos para a producao de biossurfactante. Dentre os residuos
agroindustriais, o melago e a milhocina sao um dos mais comumente empregados na produgdo

de biossurfactantes. (BANAT et al., 2014; SANTOS et al., 2016).
2.4.3.1 Melago

O melago ¢ subproduto do processamento da cana-de-acticar e da beterraba. Esta
matéria-prima possui 75% de matéria seca, entre 9% e 12% de matéria organica ndo acucarada,
2,5% de proteina, entre 1,5% e 5% de potéssio e aproximadamente 1% de magnésio, fosforo e
calcio. Outros componentes como inositol, biotina, tiamina e acido pantoténico conferem ao
melago sua aparéncia espessa € marrom escura. O alto teor de agucar, variando
aproximadamente entre 48% e 56%, torna o melagco adequado para a produgdo de
biossurfactante. Entretanto, quando o melaco ¢ utilizado como substrato, ¢ ideal que ele seja
clarificado, do contrario, alguns dos seus componentes podem conferir cor desfavoravel ao
biossurfactante, reduzindo seu valor. (BANAT et al., 2014; SANTOS et al., 2016).

Joshi et al. (2008) utilizaram melago e soro de leite como fontes de nutrientes na
producao de biossurfactante a partir de cepas de Bacilus. Santos et al. (2010) utilizaram melago
como fonte de carbono e nitrato de so6dio como fonte de nitrogénio na producdo de
ramnolipideos por Pseudomonas aeruginosa. Takahashi et al. (2011) produziram

soforolipideos por Starmerella bombicola utilizando apenas melago como fonte de nutrientes.
2.4.3.2 Milhocina

A milhocina, também conhecida como licor de maceragdo de milho, ¢ um subproduto
da agua de lavagem e imersdo dos graos de milho, bem como do fracionamento em amido e
gérmen (6leo) contendo 40% de matéria sélida. Este substrato contém entre 21% e 45% de
proteinas, entre 20% a 26% de acido lactico, aproximadamente 8% de cinzas, por volta de 3%
de carboidratos e um baixo teor de gordura, entre 0,9% e 1,2%. Os subprodutos sdlidos e

liquidos gerados pela agroindustria de produtos a base de milho por meio do processamento
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umido tornam-se uma fonte de contaminagao e danos ao meio ambiente quando ndo descartados
adequadamente (SANTOS et al., 2016).

Patel e Desai (1997) produziram biossurfactantes por Pseudomonas aeruginosa
utilizando melaco e milhocina como fontes primarias de carbono e nitrogénio, respectivamente.
Gudina et al. (2015) avaliaram a producdo de biossurfactante por uma cepa de B. subtilis
utilizando milhocina em um meio suplementado com metais (ferro, magnésio e manganeés).
Santos et al. (2018) utilizaram milhocina e um subproduto da produgao do leite de junga (tiger
nuts em inglés) para producdo de biossurfactante por Yarrowia lipolytica e obtiveram IE de

60%.
2.4.4 Temperatura, pH, agitacio e aeraciao

O controle e a otimizagao das condigdes operacionais como temperatura, pH, velocidade
de agitacdo e disponibilidade de oxigénio sdo essenciais para o sucesso do escalonamento da
produgdo de biossurfactantes (FONTES, AMARAL e COELHO, 2008).

Os microrganismos sdo capazes de crescer em uma ampla faixa de temperatura, sendo
essa variacao maior para alguns do que para outros. A temperatura ideal de crescimento € aquela
na qual um determinado microrganismo cresce mais rapidamente. Por outro lado, os
microrganismos conseguem crescer em uma faixa de pH entre 2 e 11, e algumas espécies
modificam o pH do meio durante seu crescimento (SERAFIM, 2017).

A influéncia do pH e da temperatura na produ¢do de biossurfactantes tem sido estudada.
Espécies do género Candida apresentam rendimentos maximos de biossurfactantes em uma
vasta faixa de pH, como pH 5,0 para C. lipolytica, pH 5,7 para C. glabrata UCP 1002, pH 6,0
para C. batistae e pH 7,8 para Candida sp SY16 (SANTOS et al., 2016).

Fontes (2008) estudou a influéncia do pH inicial na producdo de biossurfactante por Y.
lipolytica. A autora constatou que nao ¢ necessario o ajuste do pH inicial, uma vez que os
resultados produzidos foram semelhantes nos meios com pH inicial ente 5,0 € 9,0.

Estudos demonstram que a temperatura ideal de crescimento para a produgdo de
biossurfactantes por diferentes espécies de Candida, como Candida sp. SY16, C. bombicola e
C. batistae, ¢ de 30 °C. No caso de C. lipolytica, 27 °C foi considerado a temperatura ideal
(SANTOS et al., 2016).

Agitacdo e aeracdo sdo fatores que facilitam a transferéncia de oxigénio da fase gasosa
para a fase aquosa, portanto apresentam grande influéncia na producgdo de biossurfactantes.
Fontes (2008) estudou o efeito da mudanca na velocidade de agitacdo, de 160 para 250 rpm, e

na aeracao (volume de meio (Vm)/volume de frasco (V¥)), de 0,3 para 0,5 (Vm/VY), na sintese
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de biossurfactante por Y. /lipolytica. Os resultados demonstraram que o aumento da velocidade
de agitacdo promoveu melhor transferéncia de oxigénio, aumentando assim a taxa especifica
de crescimento celular da levedura, devido ao seu metabolismo estritamente aerobio.
Consequentemente houve um aumento na produgdo de biossurfactante. Em relacdo a aeragao,
a autora avaliou que o aumento na razdo Vm/Vf promoveu aumento na producdo de
biossurfactante. Tal resultado foi relacionado a formagdo intensa de espuma quando a razao
Vm/VTt ¢ menor (0,3) e a agitagdo ¢ de 250 rpm. A formagao de espuma nao ¢ desejada, uma
vez que retira as células e o biossurfactante da fase aquosa, diminuindo a eficiéncia do
transporte de oxigénio no meio liquido, limitando assim o rendimento dos metabolitos.

Em contrapartida, Cunha et al. (2004) encontraram que a agitacdo teve um efeito
negativo no estudo da producao de biossurfactante por Serratia sp. SVGG16. Os melhores
resultados de reducao da tensdo superficial foram obtidos com os valores mais baixos da

agitacao.
2.5 APLICACOES DOS BIOSSURFACTANTES

Os biossurfactantes podem ser aplicados em diversos setores, tais como nas industrias
de petréleo, de alimentos, de bebidas, cosméticos, detergentes, téxteis, tintas, mineragao,
celulose, farmacéutica e nanotecnologia. O maior mercado para os biossurfactantes ¢ a industria
petrolifera, onde eles podem ser usados para recuperacdo de residuos de 6leo de tanques de
armazenamento, limpeza de derramamentos de 6leo e biorremediagdo de solo e agua (SANTOS
et al., 2016). A Tabela 2.2 apresenta um resumo das aplicacdes dos biossurfactantes em

diferentes industrias.
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Tabela 2.2 — Aplicacdes de biossurfactantes para usos industriais.

Industria Aplicacdes Papel dos biossurfactantes

Biorremediagao; . « . « . . . ~ . g . ~

Operacdes dg li;n eza de Emulsificagdo de 6leos, reducdo da tensdo interfacial, dispersao de dleos, solubilizagdo de dleos, umectacao,
Ambiental d er)rranfamen o delz')leO‘ espalhamento, detergéncia, formagdo de espuma, inibi¢do de corrosdo em 6leos combustiveis e equipamentos,

’ 1
- avagem de solo.

Remediagdo e lavagem de solos &

Recuperacio aprimorada de 6leo: Emulsificagdo de dleos, reducdo da tensdo interfacial, desemulsificagdo de emulsées de 6leo, solubilizagdo de
Petroleo Deserrr)lulsg; ﬁcapﬁo ’ 6leos, reducdo da viscosidade, dispersao de 6leos, umectacao de superficies solidas, espalhamento, detergéncia,

¢ formagdo de espuma, inibi¢ao de corrosao em 6leos combustiveis e equipamentos.
Operagdes de limpeza de metais ~ ~ ~ . . ~
. - S Umectacao e formagao de espuma, coletores e espumantes, remocao de ions metalicos de solu¢des aquosas,

Mineracao pesados; Remediacao de solos; . : e ~ ,

Flotacio solo e sedimentos, sequestrantes de metais pesados, espalhamento, inibi¢ao de corrosdo em o6leos.
Alimenticia Emulsificagdo e desemulsificagdo;  Solubilizacdo de 6leos aromatizados, controle de consisténcia, emulsificagdo, agente umectante, espalhante,

Ingrediente funcional detergente, espumante, espessante.

Microbiologicos; . . o . . o . .
Medicamento Produtos farmacéuticos e Agentes antiadesivos, agentes antifingicos, agentes antibacterianos, agentes antivirais, vacinas, terapia

terapéuticos genética, moléculas imunomoduladoras.

Biocontrole: Umectacao, dispersdo, suspensao de pesticidas e fertilizantes em po, emulsificacdo de solugdes de pesticidas,
Agricultura Fe rtilizantes’ facilitacdo de mecanismos de biocontrole de microbios, eliminagdo de patdégenos de plantas e aumento da

biodisponibilidade de nutrientes para microbios benéficos associados as plantas.
Cosméticos Produtos de satde e beleza Emulsificacdo, agentes espumantes, solubilizacdo, agentes umectantes, agentes de limpeza, agentes
antimicrobianos, mediadores de acao enzimatica

Limpeza Detergentes para lavagem Detergentes e sanitizantes para lavagem, umedecimento, espalhamento e inibi¢ao de corrosao.

Preparacao de fibras; ~ ~ e . ~ A . ~ ~ . ~
Texteis Tineimento e estamnagemn: Umectacao, penetracao, solubilizagdo, emulsificagdo, detergéncia e dispersdo, umectagdo e emulsificagdo em

Aca%)amento do téxtlg ; sg ’ formulagdes de acabamento, amaciamento.
Nanotecnologia Sintese de nanoparticulas Emulsificagao, estabilizagao.

b

Fonte: SANTOS et al. (2016).
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3 MATERIAIS E METODOS
3.1 MATERIAIS
3.1.1 Materiais

O reagente utilizado no indice de emulsificacdo foi o hexadecano (Sigma-Aldrich CO
(MO, USA)).

O oleo cru utilizado foi gentilmente cedido pelo Laboratério de Desenvolvimento e
Otimizag¢ao de Processos Organicos (DOPOLAB), tendo como principais caracteristicas: 19,39
°API; asfaltenos = 3,2 %; relagdo resinas/asfaltenos = 7,5; relagao saturados /aromaticos = 2,1;
densidade 25°C (g/cm®) = 0,9337.

Os componentes utilizados no meio de cultura foram: glicose (Vetec, Duque de Caxias,
Brasil), milhocina e melago. A milhocina foi obtida da Ingredion como subproduto residual. O
melago foi gentilmente doado pelo Departamento de Engenharia Bioquimica (DEB), sendo que

a sacarose/glicose/frutose foi responsavel por 58%.
3.1.2 Microrganismo

A levedura empregada no presente estudo € uma cepa selvagem de Yarrowia lipolytica
583 IMUFRJ 50682 (Figura 3.1) selecionada de um estudrio da Baia de Guanabara no Rio de
Janeiro, Brasil (HAGLER e MENDONCA-HAGLER, 1981) e identificada pelo Instituto de
Microbiologia do Centro de Ciéncias da Satde da Universidade Federal do Rio de Janeiro

(FERREIRA, 2009).

Figura 3.1 - Morfologia microscopica da levedura Yarrowia lipolytica IMUFRJ 50682

(aumento de 1000x).
Fonte: FONTES (2008).
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3.1.3 Meios de cultivo

Para o preparo do meio mineral foram utilizados os componentes (em g/L): KH2POs, 7;
Na;HPOg4, 2,5; MgS04.7H20, 1,5; CaCl2.2H20, 0,2; FeCl3.6H20, 0,15; ZnSO4.7H,0, 0,02;
MnS04.H20, 0,06.

Para preparo do meio YPD (“Yeast Extract, Peptone, Dextrose) foram utilizados:

extrato de levedo 1% p/v, peptona 2% p/v e glicose 2% p/v.
3.2 METODOLOGIAS
3.2.1 Obtenciao do inéculo

As células foram conservadas a 4 °C em meio sélido YPD (1% p/v de extrato de
levedura, 2% p/v de peptona, 2% p/v de glicose, 3% p/v de dgar). Com uma al¢a de platina, em
ambiente estéril, as células foram inoculadas em 200 mL de meio liquido YPD em Erlenmeyer
de 500 mL, por 72 horas, a 160 rpm e 28° C. Apds o crescimento, foi realizada a leitura da
absorvancia (570 nm) de uma aliquota do cultivo. Posteriormente, as células eram centrifugadas
a 3000 rpm por 10 minutos e ressuspensas em meio de cultivo estéril servindo de indculo dos
experimentos subsequentes. O volume centrifugado era determinado baseando-se na

concentracao inicial de células desejada para o experimento.
3.2.2 Conducio dos experimentos

Os experimentos foram realizados em duplicata em Erlenmeyer de 500 mL contendo
200 mL de meio mineral, 1% v/v de 6leo cru e concentragdo celular inicial variada, entre 1 g/L
e 5 g/L. Combinagdes diversas entre as fontes de carbono e nitrogénio foram testadas para
melhorar a producdo de biossurfactante. As fontes de carbono utilizadas foram glicose (1% p/v)
e melaco (1,7% p/v) e as fontes de nitrogénio foram sulfato de amoénio (1% p/v) e milhocina
(1% p/v, ou 2% p/v ou 2% p/v filtrada em papel de filtro qualitativo). A concentra¢do de melaco
foi calculada de modo a se obter a concentragdo inicial de glicose de 1% p/v.

Os experimentos foram conduzidos durante 264 horas, a 28°C e em incubador rotatorio
(shaker) em duas agitacdes diferentes (160 e 250 rpm) para verificar o efeito da velocidade de
agitacdo no crescimento celular e na producdo de biossurfactante. A adigdo de extrato de

levedura (0,1% p/v) como vitamina para o microrganismo também foi avaliada.
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Experimentos controle, sem o petroleo, foram realizados para verificar se a presenca do
substrato hidrofobico influencia a produgdo do biossurfactante. Estes ensaios foram conduzidos

nas mesmas condi¢des que os outros experimentos.
3.2.3 Amostragem

Em todos os experimentos foram retiradas aliquotas apds 0, 48, 96, 168, 216 e 264 horas.
O procedimento consistiu em retirar trés amostras do meio fermentado: uma para leitura em
espectrofotometro e obtengao da concentracao celular, outra para determinacao de pH, e a outra
para analise do indice de emulsificagdo, sendo todas retiradas com o auxilio de pipetas estéreis

e de forma asséptica em Capela de fluxo laminar equipada com luz UV — BioFlux II 90.
3.2.4 Quantificacao do crescimento celular

A amostra retirada para quantificagdo do crescimento celular foi centrifugada
(Centrifuga Eppendorf modelo Centrifuge 5804R) a 3000 rpm durante 10 minutos, sendo o
precipitado diluido em agua destilada.

A concentra¢do celular foi acompanhada através de medidas de absorvancia em
espectrofotometro SpectraMax M2e a 570 nm e correlacionada com o peso seco das células

utilizando uma curva padrao que foi previamente obtida.
3.2.5 Determinac¢io do pH

O pH do meio foi determinado utilizando-se um pHmetro 7TECNAL modelo TEC-5 na

temperatura ambiente (27°C).
3.2.6 Determinacio da producio de biossurfactante

A amostra retirada para determinacao do indice de emulsificagdo era centrifugada a
3000 rpm durante 10 minutos, sendo o sobrenadante congelado para analise posterior.

O método utilizado para acompanhar a producdo do biossurfactante foi o indice de
emulsificagdo (IE). A Figura 3.2 mostra o procedimento do método.

Este procedimento consistiu em colocar 1 mL do meio de cultura fermentado (livre de
células) em tubo de ensaio, adicionando o mesmo volume de hexadecano, seguidos por agitagao
em alta velocidade em vortex durante 2 minutos. Apds 24 horas, calculou-se o indice de
emulsificagdo segundo a Equacdo 3.1, sendo Hemuisao @ altura da regido emulsificada € Hiotar @

altura total.
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IE (%) = Hemuisio , 10 G.1)

total

Altura da

1 mL de -
-+ emulsdo

hexadecano '
Agitar por 2
min / repouso

24h > Altura

1 mL de meio total

livre de célula

Figura 3.2 — Método da determinacao do indice de emulsificacao.

Fonte: FONTES (2008).

3.2.7 Analise estatistica

Os dados obtidos para concentragdo celular e indice de emulsificacdo (IE%) foram
analisados por meio de métodos estatisticos para identificar possiveis diferencas entre os grupos
experimentais. Inicialmente, uma Analise de Variancia (ANOVA) unidirecional foi realizada
para testar a hipotese nula de que todas as médias dos grupos eram iguais. A ANOVA divide a
variabilidade total em dois componentes: variabilidade entre grupos (devido a diferengas entre
as médias dos grupos) e variabilidade dentro do grupo (variagdo aleatdria dentro dos grupos).
A estatistica F e seu valor de p associado foram usados para avaliar a significancia estatistica.
Aplicou-se um nivel de significancia padrdo de 0,05. Quando os resultados da ANOVA
sugeriram diferencas potenciais (p < 0,05), foram realizadas comparagdes post-hoc pareadas
usando o teste de Diferenga Significativa Honesta (HSD) de Tukey. O teste de Tukey se ajusta
para comparagdes multiplas e fornece a diferenga média, intervalos de confianga e valores de p
ajustados para todas as comparagdes possiveis de grupos pareados. Para todas as analises, foi

utilizado o software STATISTICA 7.1 (StatSoft, Inc., Tulsa, OK, EUA).
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equipada com luz UV - spzc trashian Mo Centrifuga Eppendorf
BioFlux Il 90 P modelo Centrifuge
5804R
’ Y. lipolytica

Determinagdo pH
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—
IE 1
—_————————————— -
Sobrenadante
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Figura 3.3 — Fluxograma das etapas experimentais
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 INFLUENCIA DAS FONTES DE CARBONO E NITROGENIO

A fim de verificar a produgdo de biossurfactante por Y. /ipolytica em meio mineral foi
realizado um estudo variando as fontes de carbono e de nitrogénio, na presenca e auséncia de
petréleo. As fontes de carbono utilizadas foram glicose (1% p/v) e melago (1,7% p/v) e as fontes
de nitrogénio foram sulfato de amoénio (1% p/v) e milhocina (1% p/v).

Na Figura 4.1 (A) pode-se observar o perfil de crescimento celular de Yarrowia lipolytica
nos diferentes meios de cultivo sem petrdleo (controle), e a Figura 4.1 (B) mostra o perfil desta
mesma cepa crescendo nos mesmos meios com a adi¢ao de 1% v/v de petrdleo. Os resultados

apresentados foram obtidos a partir da média dos valores das duplicatas.
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Figura 4.1 — Perfil de crescimento celular de Y. lipolytica IMUFRJ 50682 em meio
mineral contendo glicose ou melaco como fonte de carbono e milhocina ou sulfato de
amonia (SA) como fonte de nitrogénio, a 160 rpm. (A) Cultivo sem petréleo e (B) cultivo

com petroleo.

E possivel perceber que, nos meios sem petroleo (Figura 4.1 A), houve crescimento celular,
com uma fase exponencial de crescimento ocorrendo entre 0 ¢ 48 h (podendo ter sido inferior
a esse periodo ja que ndo houve amostragem nesse intervalo). O meio de cultivo contendo

melago e milhocina apresentou um crescimento celular ligeiramente superior. Ao adicionar o
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petréleo foi possivel notar um aumento no crescimento celular de modo geral (Figura 4.1 B),
sugerindo o consumo do petroéleo pela levedura.

A ANOVA (Andlise de Variancia) foi utilizada para verificar se havia diferencas
significativas entre os diferentes meios em relacdo as concentragdes celulares ao longo do
tempo. A analise ANOVA resultou em um valor de F de 3,40 e um valor de p de 0,0236,
indicando que ha uma diferenga significativa entre as concentragdes celulares nos diferentes
meios. Um teste post-hoc, o HSD de Tukey, foi realizado para identificar as diferengas entre
duas médias.

O meio contendo petroleo e glicose (substrato mais facilmente assimilado), apresentou a
maior concentracdo celular (aproximadamente 11,5 g/L em cerca de 216 h de fermentagao),
diferindo significativamente de outros meios. Nao foram encontradas diferencas significativas
para os demais meios e eles também suportaram concentragdes celulares relativamente altas,
demonstrando a adaptabilidade de Y. lipolytica para utilizar substratos a base de melaco,
isoladamente ou em combinag¢do com petroleo bruto.

Ao avaliar o indice de emulsificacao (Figura 4.2), o meio contendo glicose ¢ milhocina
apresentou o maior valor, atingindo um pico de 55% apos 96 h de cultivo. No entanto, a
ANOVA resultou em uma estatistica F de 2,20 e um valor de p de 0,098, indicando que ndo ha

evidéncia estatistica de diferencas significativas entre os meios.
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Os resultados mostram que Yarrowia lipolytica IMUFRJ 50682 foi capaz de produzir
biossurfactante a partir de todas as fontes de carbono e de nitrogénio investigadas, tanto na
presenca quanto na auséncia do petréleo.

Além disso, nota-se que em alguns meios, principalmente os contendo os residuos
agroindustriais, o valor do indice de emulsificagdo inicial foi superior a zero (Figura 4.2).
Possivelmente essa condicdo se deve a presenca de compostos emulsificantes nos residuos,
sobretudo na milhocina. Dessa forma, os valores de IE foram analisados subtraindo-se o valor
inicial (AIE).

Aspirando também a degradacdo do 6leo, considerando que a levedura deve degradar
preferencialmente o petroleo, optou-se por utilizar um meio contendo apenas a milhocina, com
o intuito de evitar competicdo entre fontes de carbono. A fim de estabelecer a melhor
concentragdo de milhocina para a producdo do biossurfactante, foram avaliados outros meios
com diferentes concentracdes do residuo agroindustrial, contendo apenas o petroleo como fonte
de carbono. Além dos experimentos com 1% p/v, foram testados meios com 2% p/v e com 2%
p/v de milhocina filtrada, buscando diminuir a quantidade de s6lidos suspensos no meio de
cultivo.

Ao aumentar a concentragao do residuo agroindustrial, foi possivel notar também um
aumento na concentragdo celular (Figura 4.3), sendo o meio contendo 2% p/v de milhocina e
1% v/v de petréleo o que atingiu as maiores concentracdes (4,17 g/L) (Figura 4.3 (B)). Também
foi possivel observar que Yarrowia lipolytica IMUFRJ 50682 foi capaz de crescer no meio
suplementado apenas com a milhocina, sem fonte de carbono adicional, porém apresentou
menor crescimento celular. Além disso, quando o petroleo bruto foi adicionado, nota-se um
aumento no crescimento celular, refor¢cando que o petrdleo esta sendo usado como fonte de
carbono.

A Figura 4.4 mostra os resultados de indice de emulsificagdo dos meios com
concentragoes variadas de milhocina. Em relagdo a atividade emulsificante, o meio contendo
1% p/v de milhocina apresentou os melhores resultados (pico de IE = 53,33% e AIE = 33,33%)
(Figura 4.4 (A)), mesmo sendo o que proporcionou o menor crescimento celular
(aproximadamente 3 g/L) (Figura 4.3 (A)). O meio contendo petroleo e 1% p/v de milhocina
resultou em uma variag¢do dos valores de IE (AIE, de 0 a 96 h) de 20%, que foi ligeiramente

inferior a0 meio contendo apenas glicose como fonte de carbono (AIE =25%).
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Os Avalores de IE de 96 h de processo de alguns meios foram comparados, conforme

mostrado na Figura 4.5. A ANOVA realizada para esses valores resultou em uma estatistica F

de 58,61 e um valor de p de 0,00,005, indicando evidéncia estatistica de diferencas

significativas entre as médias.
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Figura 4.5 — Indice de emulsificacio (IE) apés 96 h subtraido pelo valor inicial de IE
(AIE), do cultivo de Y. lipolytica em frascos Erlenmeyer de 500 mL contendo 200 mL de
meio, a 28°C e 160 rpm; G: glicose; M: melaco; O: petréleo; CSL: Milhocina. Letras
diferentes (a,b,c) significam que os valores diferem significativamente entre si, pelo teste

de Tukey, a um nivel de significancia de 5% (p <0,05).

De acordo com Fontes, Amaral e Coelho (2008), a maioria dos biossurfactantes geralmente
¢ produzida durante a fase estacionaria de crescimento, entretanto algumas espécies podem
apresentar produ¢do durante a fase exponencial. A partir dos resultados, foi possivel detectar
uma atividade de emulsificagdo significativa na fase de crescimento exponencial, entre 48 e 96
h de cultivo.

Um resultado similar foi observado por Amaral et al. (2006) na producdo de
bioemulsionante por Y. lipolytica IMUFRIJ 50682. A producdo do biossurfactante ocorreu
durante a fase exponencial, porém a atividade emulsionante mais significativa ocorreu durante
a fase estacionaria.

Fontes et al. (2012) também identificaram atividade emulsificante significativa durante a
fase exponencial na produ¢ado de biossurfactante por Yarrowia lipolytica utilizando suco de caju
clarificado com e sem sulfato de amonia.

A presenga de um ou mais “vales” no perfil de IE durante diferentes tempos da fermentagao
foi outro fendmeno observado. Essa diminuicao do indice de emulsificagdo pode ser atribuida

a existéncia de proteases produzidas pela levedura, que, segundo Grangemard et al. (1999),
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diminuem a eficiéncia do surfactante, uma vez que atuam sobre sua porcao peptidica gerando
um lipopeptideo de cadeia aberta. De acordo com Fontes (2008), outra possibilidade ¢ que a
levedura utilize o biossurfactante produzido como fonte de carbono durante este periodo.

Além disso, também foi possivel notar que os resultados do indice de emulsificacao dos
experimentos controle foram superiores aos ensaios com o petréleo, sugerindo que quando Y.
lipolytica foi cultivada com o substrato hidrofobico como fonte de carbono, a producao de
biossurfactante nao foi favorecida. De acordo com Fontes (2008), isso pode ser atribuido a
associacao do surfactante produzido a parede celular da levedura. Segundo LANG e PHILP
(1998) apenas uma pequena por¢do do surfactante produzido ¢ liberado quando substratos
hidrofobicos sdo utilizados como fonte de carbono para producdo de biossurfactante por
microrganismos. Como o surfactante aderido a parede celular da levedura ndo foi quantificado,
ha uma subestimag¢ao da producao de biossurfactante nesses meios.

Com base nos resultados obtidos foi selecionado o meio suplementado por 1% p/v de

milhocina para a continuidade deste estudo.
4.2 INFLUENCIA DA CONCENTRACAO DE INOCULO

Alguns trabalhos na literatura indicam um efeito positivo causado pela concentragao de
indculo na biodegradagdo do petrdleo. Ferreira (2009) reportou um efeito positivo da
concentracgdo de inoculo na remogao de 6leo cru. Os ensaios realizados utilizando o maior nivel
de concentracdo resultaram nas maiores porcentagens de remog¢ao. Medeiros, Nascimento e
Ribeiro (2007) também analisaram o efeito da concentragao de indculo no consumo de petrdleo
por Yarrowia lipolytica e constataram que o parametro teve um efeito positivo.

Uma vez selecionada a concentragdo de milhocina que levou aos melhores resultados,
também foi feito o estudo do efeito da concentragdo de indculo (1 e 5 g/L) na producao do
biossurfactante. Os experimentos foram realizados em meio mineral suplementado com 1% p/v
de milhocina (meio controle) e em meio mineral com milhocina 1% p/v e 1% v/v petréleo. A
Figura 4.6 mostra o perfil de crescimento celular e a Figura 4.7 o indice de emulsificacao sob

as diferentes concentracdes de inoculo.
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contendo 1% p/v de milhocina + 1 g/L ou 5 g/L. de indculo, a 160 rpm. (A) Cultivo sem

petroleo e (B) cultivo com petroéleo.

E possivel notar, que o perfil de crescimento celular em ambas as concentragdes de

in6culo, com e sem a adicdo de petroleo, foram semelhantes (Figura 4.6). No entanto, essa

semelhanga ndo foi observada no indice de emulsificacdo (Figura 4.7).

Nos meios controle (Figura 4.7 (A)), o maior valor de indice de emulsificac¢ao foi similar

em ambas as concentragdes iniciais, sendo de 53,33% (AIE = 33,33%) para o experimento com
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1g/L de células e 51,25% (AIE = 21,25%) para o experimento com 5 g/L. Entretanto, os dois
valores foram observados em fases diferentes do crescimento celular.

Ja nos meios contendo petréleo (Figura 4.7 (B)), os experimentos apresentaram perfis
semelhantes no inicio da fermentacdo, ambos obtendo o pico de indice de emulsificagdo
(43,33%) em 96 h e AIE de aproximadamente 17%. Ap0s esse tempo, os perfis se distanciaram,
sendo o experimento com 1g/L de células o que apresentou os maiores resultados de atividade
emulsionante.

A partir dos dados foi possivel concluir que a concentragao de indculo nessas condigdes
ndo apresentou efeitos significativos sobre a producdo do biossurfactante. Tal resultado ¢
discordante ao observado por Ferreira (2009), que mostrou que o efeito da concentracdo do
in6culo foi positivo.

Apesar da influéncia ndo ter sido significativa na producdo de biossurfactante,
concentragdes iniciais de células superiores a 1 g/L ainda foram utilizadas, devido a

possibilidade do aumento na biodegradacao do petroleo.
4.3 EFEITO DA ADICAO DE EXTRATO DE LEVEDURA

Kim et al. (2000) relataram que a atividade emulsificante do biossurfactante pode ser
influenciada pela adi¢do de suplementos ao meio de cultivo. Fundamentado nisso, foi avaliado
o efeito da adi¢do de extrato de levedura (0,1% p/v) no meio de cultura na producdo do
biossurfactante. Os experimentos foram realizados em meio mineral com 1% p/v de milhocina,
0,1% p/v de extrato de levedura (YE), 1% v/v de petrdleo e 5 g/L de concentracdo de indculo.
A Figura 4.8 apresenta os dados referentes ao indice de emulsificagdo dos meios com e sem
suplementagdo da vitamina.

Nos meios controle (Figura 4.8 (A)), a adigdo do extrato de levedura apresentou um
efeito levemente positivo, sendo 60% o maior valor observado do indice de emulsificacdo e
AIE de 33,33% para o meio com a suplementagdo do nutriente. Em contrapartida, a
produtividade do meio sem suplementagdo foi maior, pois apresentou indice de emulsificacao
alto nas primeiras 48 h de cultivo, enquanto o meio suplementado apresentou valores
significativos de emulsificagdo apenas a partir de 168 h.

Ja nos meios contendo o petroleo (Figura 4.8 (B)), a adicao do extrato de levedura
aparentemente ndo favoreceu significativamente a produ¢do do biossurfactante, apesar do

conteudo de sais minerais e vitaminas desse nutriente. O maior valor do indice de emulsificacao
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(43,33%) e de AIE (20,05%) foi observado no meio sem a suplementagdo do composto

organico.
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Figura 4.8 — indice de emulsificacdo Y. lipolytica IMUFRJ 50682 em meio mineral com
1% p/v milhocina contendo ou niao extrato de levedura (YE), a 160 rpm. (A) Cultivo sem

petroleo e (B) cultivo com petroéleo.

Tais resultados podem ser atribuidos ao nivel de nitrogénio no meio de cultivo, uma vez
que foram utilizados dois compostos nitrogenados, a milhocina e extrato de 1évedo. O alto nivel
de nitrogénio promove o crescimento microbiano e limita a producdo de metabolitos. Segundo
Casas e Ochoa (1999), a produgdo de biossurfactante diminui em altas concentragdes de extrato
de levedura devido a exaustao da fonte de carbono, motivada pelo grande crescimento celular.

De acordo com Fontes et al. (2010), a produg¢dao de biossurfactante por Yarrowia
lipolytica foi favorecida em concentra¢des mais baixas de YE (0,5 g/L), obtendo indice de
emulsificagdo de aproximadamente 73%. Na concentra¢do mais alta de YE (5 g/L) a producao
de biossurfactante foi prejudicada, chegando a valores de IE de aproximadamente 45%.

Apesar do extrato de levedura ser a fonte de nitrogénio mais utilizada, sua concentragao

otima ainda nao esta clara (FONTES et al., 2010).
4.4 INFLUENCIA DA VELOCIDADE DE AGITACAO

A velocidade de agitagdo ¢ um parametro de grande influéncia para o crescimento
celular e para a producgdo de biossurfactante. Alguns trabalhos da literatura também reportaram

um efeito positivo do aumento da agitacao na biodegradagao do petréleo.
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Considerando isso, estudou-se a influéncia da velocidade de agitacdo na producdo do
biossurfactante neste trabalho. Para esse estudo foram utilizados meios contendo 1% p/v de
milhocina, 0,1% p/v de extrato de levedura (YE) e 1% v/v de petroleo, com uma concentracao
de indculo de aproximadamente 2,5 g/L. A concentragdo inicial desejada era de
aproximadamente 5 g/L, conforme utilizado nos estudos da influéncia da concentragdo de
inéculo e no efeito da adigdo de extrato de levedura, entretanto, devido a nao linearidade,
variabilidade e complexidade dos bioprocessos, a levedura nao cresceu de forma similar aos
demais experimentos. Apesar disso, os resultados ainda foram analisados, mas ha a necessidade
de repeti¢do para obten¢do de dados mais realistas.

A Figura 4.9 representa os perfis de crescimento celular dos experimentos realizados a
160 rpm e 250 rpm. E possivel observar que o experimento contendo petréleo realizado na
maior agitacdo (250 rpm) apresentou uma varia¢cdo de biomassa maior (aumentando 155% em
48h, que foi o ponto maximo de crescimento), assim como um crescimento mais acelerado. Em
contrapartida, o meio controle realizado a 250 rpm foi o experimento que apresentou menor
crescimento celular. Tal resultado pode ser explicado pela formacao intensa de espuma do meio
controle com o aumento da velocidade, enquanto no meio contendo o substrato hidrofobico ndo

houve formacao de espuma (Figura 4.10).
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Figura 4.9 — Perfil de crescimento celular de Y. lipolytica IMUFRJ 50682 em meio
mineral contendo 1% p/v de milhocina + 0,1% p/v YE, a 160 ou 250 rpm. (A) Cultivo

sem petroéleo e (B) cultivo com petroleo.
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Como ja discutido anteriormente, a formacao de espuma nao ¢ um fator desejado em
bioprocessos, uma vez que diminui a eficiéncia do transporte de oxigénio no meio liquido e
retira as células e o biossurfactante do meio reacional. Portanto, o baixo crescimento celular é

devido a aderéncia de grande parte das células a espuma. (Figura 4.9 (A)).

Figura 4.10 — Imagens dos frascos apds 96h de crescimento de Y. lipolytica IMUFRJ
50682 em meio mineral contendo 1% p/v de milhocina + 0,1% p/v YE, a 250 rpm. (A)

Cultivo sem petrdleo e (B) cultivo com petroleo.

Embora o aumento da velocidade de agitagao tenha produzido um efeito positivo sobre
o crescimento celular do meio contendo petroleo, na produgdo do biossurfactante o aumento da
agitacdo nao apresentou melhorias. A Figura4.11 apresenta os dados de indice de emulsificagado
sob as diferentes condi¢des de agitagdo do meio controle e do meio contendo petroleo.

Mesmo sendo o experimento que apresentou o menor crescimento celular, o meio
controle conduzido a 250 rpm apresentou melhores valores de atividade emulsionante (pico de
IE =50% e AIE = 20,83%) quando comparado ao meio contendo petroleo conduzido na mesma
velocidade (pico de IE = 29,79% e AIE = 16,46%) (Figura 4.11), o qual apresentou o maior
crescimento celular (Figura 4.9 (B)). Neste caso, sugere-se que a via metabdlica de crescimento
foi desviada para a produgao de biossurfactante. Outra possibilidade ¢ subestimac¢ao do indice
de emulsificagdo, visto que o surfactante aderido a parede celular da levedura ndo ¢

quantificado.
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Figura 4.11 — indice de emulsificacio de Y. lipolytica IMUFRJ 50682 em meio mineral
contendo 1% p/v de milhocina + 0,1% p/v YE, a 160 ou 250 rpm. (A) Cultivo sem

petroleo e (B) cultivo com petroéleo.

Apesar do meio controle conduzido a 250 rpm ter apresentado resultados significativos,
os melhores resultados de emulsificagdo foi observado no meio conduzido a 160 rpm (pico de
IE = 60% e AIE = 33,33%) (Figura 4.11), demonstrando que o aumento da agitacdo nao
apresentou melhorias na producdo do biossurfactante nas condi¢des estudadas, sendo

necessario refazer os experimentos.
4.5 pH DOS MEIOS DE CULTIVO

Os valores de pH obtidos durante a fermentacdo demonstraram uma tendéncia a
neutralidade conforme ocorria o consumo dos nutrientes adicionados ao meio, que inicialmente
apresentava valores entre 5-6. Os meios contendo melago, combinado ou ndo com a milhocina
apresentaram um pH final de aproximadamente 6, enquanto os meios contendo apenas
milhocina alcangaram valores préximos a neutralidade.

Nos meios contendo sulfato de amdnio ou glicose o pH foi diferente dos demais meios
e oscilou entre 3,12 e 6,01 mantendo a produg¢ao de biossurfactante. Tais resultados demonstram
que Y. lipolytica IMUFRJ 50682 ¢ eficiente na producao de biossurfactante em uma ampla faixa
de pH, isso, por sua vez, resulta na auséncia de custos relacionados ao controle de pH durante
0 processo.

A tabela 4.1 mostra os valores de pH inicial e final dos experimentos realizados.
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Tabela 4.1 — Concentracio inicial, pH inicial (Oh) e pH final (264h) dos diferentes meios

de cultivo

Experimentos rpm Concentracao inicial (g/L) pHinicial pH final
1% p/v glicose + 1% p/v sulfato de amonio 160 1 5,89 4,93
1% p/v glicose + 1% v/v petréleo + 1% p/v sulfato de aménio 160 1 5,73 5,2
1,7% p/v melago + 1% p/v sulfato de amodnio 160 1 5,47 5,13
1,7% p/v melago + 1% v/v petroleo + 1% p/v sulfato de aménio 160 1 5,45 5,38
1% p/v glicose + 1% p/v milhocina 160 1 5,49 6,01
1% p/v glicose + 1% v/v petréleo + 1% p/v milhocina 160 1 5,53 6,16
1,7% p/v melaco + 1% p/v milhocina + 1% v/v petréleo 160 1 5,42 6,11
1% p/v milhocina 160 1 5,75 6,72
1% p/v milhocina + 1% v/v petrdleo 160 1 5,79 6,7
1,7% p/v melaco + 1% p/v milhocina 160 1 5,12 6,75
2% p/v milhocina 160 1 5,17 6,96
2% p/v milhocina + 1% v/v petroleo 160 1 5,14 6,87
2% p/v milhocina filtrada 160 1 5,26 6,91
2% p/v milhocina filtrada + 1% v/v petroleo 160 1 5,16 6,85
1% p/v milhocina 160 5 5,71 6,64
1% p/v milhocina + 1% v/v petrdleo 160 5 5,65 6,37
1% p/v milhocina + 0,1% p/vYE 160 2,5 5,62 7,11
1% p/v milhocina + 1% v/v petréleo + 0,1% p/v YE 160 2,5 5,65 6,76
1% p/v milhocina + 0,1% p/vYE 250 2 5,73 7,03
1% p/v milhocina + 1% v/v petréleo + 0,1% p/v YE 250 2 5,77 7,04
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5 CONCLUSOES

Com base no exposto, pode-se concluir que Yarrowia lipolytica IMUFRJ 50682 ¢ capaz
de produzir biossurfactante quando cultivada em diferentes meios contendo petroleo, incluindo
meios contendo este substrato hidrofobico como unica fonte de carbono, mostrando o potencial
daquela cepa na biodegradacdo do o6leo. No entanto, algumas limitagdes devem ser
reconhecidas, como a inutilizagdo de métodos mais eficientes na determinacgdo da produgdo de
biossurfactante, como o método da tensao superficial ou o método “Oil spreading”.

Dentre os residuos testados, a milhocina foi o que apresentou os resultados mais
satisfatorios. Estima-se que a utilizacdo de fontes de origens renovaveis diminua o custo total
da producdo de biossurfactante em 10 a 30%, além de ser uma possivel solu¢do para o
reaproveitamento de residuos agroindustriais.

Nas condig¢des estudadas, a concentracao de indculo, pH e suplementagao com extrato
de levedura ndo apresentaram influéncia significativa nos valores de indice de emulsificagao,
ao passo que o aumento da velocidade nio apresentou melhoria, sendo necessario refazer o
experimento.

Em relagdo a produgdo de biossurfactante nos meios contendo o petroleo, ocorre uma
subestimac¢do dos valores de indice de emulsificacdo, visto que o surfactante aderido a parede
celular da levedura ndo ¢ quantificado.

Em continuidade, experimentos futuros serdo direcionados a investigagdo da
degradacao do dleo cru por Y. lipolytica, a fim de confirmar que essa levedura pode ser utilizada
para processos de biorremediagdo e simultaneamente produzir produtos de valor agregado, e a
utilizacdo de métodos mais robustos para o acompanhamento da produ¢do de biossurfactantes.

Este trabalho avanca na aplicagdo de Y. lipolytica em processos biotecnologicos
sustentaveis, posicionando a milhocina como uma fonte de nutrientes econdmica e eficiente

para a producdo de biossurfactantes e biorremediagao de hidrocarbonetos.
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