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RESUMO

PASA, KELLI CRISTINA. Recuperacdo de Biossurfactante Produzido por
Kluyveromyces marxianus. 2019. 34 f. Trabalho de Concluséo de Curso
(Graduacéo) - Curso Superior de Engenharia Ambiental. Universidade Tecnoldgica
federal do Parana. Francisco Beltrao, 2019.

Os surfactantes de origem biolégica, também chamados de biossurfactantes séo
produzidos a partir de microrganismos, e apresentam vantagens em relacédo aos de
origem quimica, como biodegradabilidade em solo e agua. Apresentam também,
baixa toxicidade, sendo possivel utiliza-los na indastria de alimentos, cosméticos e
farmacéutica. O objetivo deste trabalho foi recuperar o biossurfactante produzido por
Kluyveromyces marxianus, bem como determinar a biomassa e o indice
emulsificante. Para a recuperacao do biossurfactante foram testados os métodos de
precipitacdo com sulfato de aménio e precipitacdo com etanol. A producdo de
biomassa foi determinada por gravimetria em balanca analitica e o indice
emulsificante foi verificado utilizando dois hidrocarbonetos, a gasolina e a
querosene. Com base nos resultados experimentais, a técnica de extracdo por
precipitacdo com sulfato de amébnio ndo produziu nenhum precipitado. Ja a
recuperacdo utilizando o etanol, na proporcado de 5:1, mostrou-se eficiente para a
recuperacdo do biossurfactante produzido, porém com baixo rendimento. O indice
emulsificante foi determinado pela altura da emulsdo formada, sendo o resultado
expresso em porcentagem, onde a querosene (44,64%) apresentou maior indice
emulsificante quando comparada a gasolina (1,92%). A média da producdo de
biomassa foi de 5,4 g L™. Os resultados apresentados mostraram que é possivel
recuperar o biossurfactante produzido pela levedura Kluyveromyces marxianus, mas
€ indicado que se utilize maiores concentracdes de sulfato de aménio, bem como
maiores volumes de etanol, para extracao do biossurfactante.

Palavras-chave: Microrganismo, Hidrocarboneto, Industria, Biodegradabilidade,
Renovaveis.



ABSTRACT

PASA, KELLI CRISTINA. Biosurfactant Recovery Produced by Kluyveromyces
marxianus. 2019. 34 f. Course Conclusion Paper (Undergraduate) - Degree in
Environmental Engineering. Federal Technological University of Parana. Francisco
Beltréo, 2019.

Surfactants of biological origin, also called biosurfactants are produced from
microorganisms, and have advantages over those of chemical origin, such as
biodegradability in soil and water. They also have low toxicity and can be used in the
food, cosmetics and pharmaceutical industry. The objective of this work was to
recover the biosurfactant produced by Kluyveromyces marxianus, as well as to
determine the biomass and emulsifying index. For biosurfactant recovery, the
methods of ammonium sulfate precipitation and ethanol precipitation were tested.
Biomass production was determined by analytical scale gravimetry and the
emulsifying index was verified using two hydrocarbons, gasoline and kerosene.
Based on the experimental results, the ammonium sulfate precipitation extraction
technique produced no precipitate. The recovery using ethanol, in the ratio of 5: 1,
was efficient for the recovery of biosurfactant produced, but with low yield. The
emulsifying index was determined by the height of the emulsion formed, being the
result expressed as a percentage, where kerosene (44.64%) presented higher
emulsifying index when compared to gasoline (1.92%). The average biomass
production was 5.4 g L™. The presented results showed that it is possible to recover
the biosurfactant produced by the yeast Kluyveromyces marxianus, but it is indicated
that higher concentrations of ammonium sulfate as well as larger volumes of ethanol
are used for biosurfactant extraction.

Keywords: Microorganism, Hydrocarbon, Industry, Biodegradability, Renewables.
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1. INTRODUCAO

Véarias sdo as areas do conhecimento que integram a biotecnologia, como a
bioguimica, microbiologia, genética, engenharia genética, engenharia quimica,
zootecnia, entre outras (GUSMAO; SILVA; MEDEIROS, 2017), e por isso €
considerada uma ciéncia multidisciplinar. Por ser uma ciéncia que abrange diversas
areas, possui também inumeras aplicacdes na area industrial, farmacéutica, saude,
pecuaria, agricola, mineracao e meio ambiente.

A obtencdo de produtos biotecnolégicos pode ser oriunda de processos
fermentativos, a partir dos mesmos podem ser obtidos cervejas, paes, iogurtes,
vinhos, queijos, leite fermentado, provenientes da industria alimenticia, podendo ser
obtidos também produtos relacionados a é&rea da saude, como o0 caso de
antibiéticos, vacinas para prevencao e controle de doencas.

Na producéo de determinados produtos de origem biotecnolégica, sao utilizados
os biossurfactantes, que sao oriundos de microrganismos, sendo que grande parte
destes biossurfactantes sdo produzidos por bactérias. As bactérias que tém sido
mais estudadas sdo: Corynebacterium, Corynebacterium lepus, Pseudomonas
aeruginosa, Nocardia e Rhodococcus, Bacillus licheniformis, Bacillus subtilis,
Arthrobacter paraffineus, Kluyveromyces marxianus (BARROS; QUADROS;
PASTORE, 2008).

A utilizacdo de biossurfactantes nas indastrias pode ser custoso, devido a
utilizacdo de substratos com custo elevado, por conta disso € muito importante a
utilizacao de fontes alternativas de nutrientes, como o caso de produtos oriundos da
agroindustria, pois se tornam mais baratos e apresentam alto rendimento, tendo
como resultado a producéo de biossurfactantes com baixo custo, e assim reduzido a
poluicdo que seus rejeitos causam (FONTES; AMARAL; COELHO, 2008).

Alguns dos substratos utilizados para producdo de surfactantes biolégicos sao:
6leo de soja queimado, que é resultante de processos de fritura, este é utilizado
como fonte de carbono para a producdo de biossurfactantes glicolipidicos por
Candida ishwadae; a manipueira, que é a agua oriunda da prensagem da mandioca,
gue possui alta toxicidade ao meio ambiente e uma grande fonte de carbono para a
producdo de biossurfactante a partir de C. lipolytica; Residuos de milhocina

(proveniente do processamento do milho) e da refinaria de 6leo soja, substrato de
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baixo custo, utilizado para produzir biossurfactante a partir de Candida sphaerica,
Melaco de soja (que € um subproduto da producdo do 6leo de soja), que é uma
grande fonte carbono utilizado para producdo de biossurfactante, pela levedura C.
bombicola (FONTES; AMARAL; COELHO, 2008).

Em um processo biotecnolégico, € necessério seguir etapas para que 0
experimento seja realizado com sucesso, dentre eles 0s processos de upstream e
downstream. Upstream envolve a caracterizagcdo e o preparo do substrato a ser
utilizado no processo e downstream corresponde aos processos de recuperacao dos
bioprodutos formados, sendo que a etapa de recuperacdo do produto € a mais
onerosa, por conta disso e importante testar diferentes metodologias (MANO, 2008).

Desta forma, o objetivo deste trabalho foi recuperar biossurfactante produzido por

Kluyveromyces marxianus utilizando diferentes métodos.
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2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL

Recuperar o biossurfactante produzido por Kluyveromyces marxianus.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

v Realizar bioensaios para producéao do
biossurfactante e quantificar a biomassa;

v  Verificar o indice emulsificante frente a
hidrocarbonetos;

v’ Testar dois métodos para recuperacdao do

biossurfactante.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 BIOSSURFACTANTES

Grande parte dos surfactantes produzidos comercialmente, sdo obtidos a
partir de derivados de petréleo. Com a crescente preocupacdo com O meio
ambiente, juntamente com leis de protecdo ao mesmo, teve-se a necessidade da
procura por surfactantes naturais. Estes surfactantes naturais sdo moléculas
anfipaticas, que possuem uma parte hidrofébica (apolar) e outra hidrofilica (polar), a
parte apolar geralmente € uma cadeia hidrocarbonada, e a por¢cédo polar pode ser
iGnica (anidnica ou catidnica) e nao-ibnica (DECESARO et al., 2013).

Biossurfactantes ou surfactantes bioldégicos sao obtidos a partir de
microrganismos, e apresentam as mesmas propriedades que o0s surfactantes
sintéticos, ou seja, desempenham alta capacidade emulsificante e diminuem a
tensdo superficial. Os microrganismos produtores destes podem ser bactérias,
fungos e leveduras (BARROS; QUADROS; PASTORE, 2008).

Grande parte dos surfactantes biolégicos apresentados na literatura, sdo de
origem bacteriana. As bactérias mais mencionadas sdo do género Bacillus sp.,
Acinetobacter sp., Arthrobacter sp., e Pseudomonas sp., porem grande parte dos
biossurfactantes produzidos por bactérias ndo sdo utilizados na indastria de
alimentos, devido sua possivel patogenicidade. Ja as leveduras apresentam grandes
vantagens quanto utilizadas para a producao de biossurfactantes, como o caso das
status GRAS (generally regarded as safe) que sdo as leveduras que néo
apresentam riscos de patogenicidade ou toxicidade, como o caso das espécies
Yarrowia lipolytica, Saccharomyces cerevisiae, Kluyveromyces lactis, Kluyveromyces
marxianus (FONTES; AMARAL; COELHO, 2008).

Os surfactantes bioldgicos podem ser classificados de acordo com a origem
microbiana e sua composi¢cdo quimica, as principais classes incluem: glicolipidios,
lipopeptideos e lipoproteinas, fosfolipidios e acidos graxos, surfactantes poliméricos
e surfactantes particulados, ja os surfactantes sintéticos, sao classificados de acordo
com seus grupos polares (PIROLLO, 2006).

As fontes de nitrogénio e carbono utilizadas podem influenciar nas

caracteristicas e na composicdo do biossurfactante produzido, bem como a
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presenca de ferro, fésforo, magnésio e manganés. Outros fatores como o caso da
temperatura, agitagcéo, pH e forma de conducéo do processo, séo importantes para a
qualidade e quantidade de biossurfactantes produzidos (FONTES; AMARAL,
COELHO, 2008).

A producdo dos surfactantes biolégicos pode ser de forma espontdnea ou
induzida pela existéncia de compostos lipofilicos, que sdo 6leos vegetais, gorduras
ou lipidios, e também por variacdo de temperatura, pH, velocidade de agitacdo e
aeracdo, ou também por manter sob condi¢cdes de estresse o crescimento celular,
como 0 caso de concentracdes baixas de nitrogénio. A produgédo pode ser feita
também por resting cells neste método nao é feita a multiplicacdo celular, porém a
fonte de carbono continua sendo utilizada pelas células para a producdo do
biossurfactante. Alguns exemplos de producdo de surfactantes biolégicos por
leveduras é utilizacdo de Candida apicola e Torulopsis bombicola para produzir
soforolipideos, e utilizacdo de Candida antarctica para producdo de manosileritritol
(FONTES; AMARAL; COELHO, 2008).

3.2 VANTAGENS DOS BIOSSURFACTANTES EM RELACAO AOS
SURFACTANTES QUIMICOS

Os biossurfactantes apresentam algumas vantagens em relacdo aos
surfactantes quimicos, como baixa toxicidade, estabilidade térmica, solubilidade em
adgua alcalina, biodegradabilidade, estabilidade de pH e reproducdo a partir de
substratos renovaveis, o que torna o processo mais barato (ARAUJO; FREIRE;
NITSCHKE, 2013). Ao contrario dos surfactantes quimicos, os surfactantes
bioldgicos sédo de facil degradacao, ou seja, sdo biodegradaveis em solo e 4gua, e
por conta disso sdo utilizados em tratamento de residuos e aplicados em processos
de biorremediacdo (DECESARO et al., 2013).

Os biossurfactantes apresentam-se mais eficientes do que os surfactantes
convencionais, visto que produzem tensao superficial menor em concentragoes
menores de biossurfactantes. A tensédo superficial e interfacial (6leo/agua), varia
entre 1 e 30 mN/m e a CMC (concentracdo micelar critica) dos biossurfactantes, que
corresponde a medida de eficiéncia dos mesmos, varia entre 1-2000mg/L (BARROS;
QUADROS; PASTORE, 2008).
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Apresentam também baixa toxicidade, por conta disso podem ser utilizados
nas industrias de alimentos, de cosméticos e farmacéuticos.Estes vem ganhando
mais atencdo pelo fato da crescente populacdo alérgica a produtos artificiais
(FONTES; AMARAL; COELHO, 2008).

Os surfactantes de origem microbiana séo tolerantes a alguns fatores, como o
caso do pH, temperatura e forca idnica, ou seja, apresentam estabilidade térmica e
de pH elevadas, sendo assim podem ser utilizados em condi¢cdes agressivas. Um
exemplo disso € o lipopeptidio de B. licheniformis que em temperaturas em torno de
75 °C por até 140 h e pH entre 5 e 12 se mantém estdvel. Sdo tolerantes também a
concentracbes de NaCl elevadas, enquanto os surfactantes quimicos uma
concentracdo de 2-3% ja € suficiente para inativa-los, enquanto que o0s
biossurfactantes suportam concentracbes de até 10% de concentracdo salina
(BARROS; QUADROS; PASTORE, 2008).

Outra vantagem que os biossurfactantes apresentam é o fato de possuirem
diversidade quimica grande, e se tem a possibilidade de serem sintetizados por
substratos renovaveis, sendo assim possivel realizar as aplicacfes especificas para
cada caso particular, visto que suas propriedades fisicas e caracteristicas estruturais
sao diferentes umas das outras. Outro fato de grande importancia econdmica, é que
ndo sdo derivados de petréleo, como o0 caso dos convencionais, pois na medida que
o valor do petréleo aumenta, os surfactantes convencionais tendem a aumentar
também. E possivel também a modificacdo das propriedades fisicas e da estrutura
quimica dos biossurfactantes, por meio de manipulacdo biol6gica, quimica e
genética, permitindo assim, para cada necessidade especifica 0 desenvolvimento de
produtos (FONTES; AMARAL; COELHO, 2008).

3.3 - LEVEDURA DA ESPECIE Kluyveromyces marxianus

A Kluyveromyces marxianus apresenta diversas caracteristicas ideais para
utilizacdo na industria como; capacidade de ser cultivadas em elevadas
temperaturas, entre 40 a 45° C, e em ampla faixa de pH (2,6 a 6), apresenta altas
taxas de crescimento, além de utilizar grande variedade de agucares como fonte de
carbono (JUNIOR, 2006).

A levedura Kluyveromyces marxianus é classificada como GRAS (Generally

Regarded as Safe), sendo bastante atrativa como fonte alternativa de nutrientes na
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dieta, por conta da producdo de uma grande variedade de compostos orgéanicos
(VERAS, 2009).

Segundo Veras (2009), a K. marxianus, ganha destaque por possuir grande
capacidade de crescer em uma ampla variedade de substratos de baixo custo, como
0 caso de substratos oriundos das industrias de alimentos, que geralmente sdo ricos
em nutrientes e se apresentam em grande disponibilidade.

De acordo com Burlani (2014), o género Kluyveromyces spp tem ganhado
atencao, por apresentar leveduras como Kluyveromyces marxianus e Kluyveromyces
Lactis, que apresentam capacidade de hidrolisar lactose, produzindo etanol,
oligossacarideos, aromas e biomassa. A capacidade desta levedura em utilizar a
lactose proveniente do soro de queijo, como fonte de carbono, € muito importante no
ponto de vista ambiental, pois 0 mesmo € considerado um poluente ao meio
ambiente (JUNIOR, 2006).

3.4 APLICACOES INDUSTRIAIS

Os biossurfactantes produzidos pelos microrganismos possuem propriedades
funcionais de emulsificacdo, umedecimento, separagdo, inibicAo de corrosao,
solubilizacdo, reducao da tenséo superficial e da viscosidade de liquidos. Por conta
destas propriedades, sao utilizados em diversas areas, como o caso da agricultura,
industria de bebidas, alimenticia, farmacos, téxtil, papel, cosméticos e ambientais,
como o caso da biorremediacdo (ARAUJO; FREIRE; NITSCHKE, 2013).

Segundo Barros et al. (2007) os biossurfactantes possuem uma gama ampla
de aplicacdes, pois apresentam algumas propriedades de grande interesse industrial
como: emulsificacdo, detergéncia, capacidade emulsificante, lubrificante, capacidade
molhante e dispersao de fases.

A emulsificacdo apresenta grande importancia na formacdo de textura e
consisténcia, e também na solubilizagdo de aromas, e por conta disso 0s
biossurfactantes sdo bastante empregados como emulsificantes no processamento
de matérias primas, e por isso podem ser utilizados na panificacdo e em produtos
derivados de carnes. Também s&o utilizados na producdo de molhos prontos para
saladas, como o caso do bioemulsificante produzido por Candida utilis (BARROS;
QUADROS; PASTORE, 2008).
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Com o0 modelo de agricultura adotado, a crescente populagcdo e a
necessidade de se produzir mais alimentos, sdo adotadas medidas para o controle
de pragas, que consiste na aplicacdo de pesticidas e herbicidas, para controle das
mesmas e para obter maior producdo. Os biossurfactantes sdo bastante utilizados
na formulacdo de pesticidas e herbicidas, geralmente os compostos tensoativos das
formulagbes destes produtos séo hidrofébicos, por disso tem-se a necessidade de
emulsificantes para realizar a dispersdo em solu¢cdes aquosa, e surfactantes de
Bacillus foram aplicados para realizar a emulsificacdo de pesticidas
organofosforados imisciveis (DECESARO et al., 2013).

Sao bastante utilizados na industria petrolifera, as fragcbes de 6leo sédo mais
viscosas e pesadas e por conta disso formam depésitos no fundo dos tanques, e a
aspiracao por bombas é dificil e para fazer esta lavagem € necessario a utilizacdo de
solventes e a limpeza é feita manualmente. A realizacdo da limpeza é basicamente
formacdo de emulsdes concentradas de 6leo em agua, por meio de agentes de
superficie, logo apods esta limpeza é feito o bombeamento da emulsdo que formou,
seguido da quebra da mesma e por fim o recolhimento do 6leo (ARAUJO; FREIRE;
NITSCHKE, 2013).

A dependéncia pelo petréleo e seus derivados, € muito grande em razéo de
seus usos na producdo de combustiveis, plasticos, tecidos, calcados, tintas,
inseticidas, além de possuir também alto potencial energético. O petréleo é
constituido por uma mistura de compostos sendo a maior por¢cao desta mistura 0s
hidrocarbonetos (MARTINS et al., 2015). Considerando que a maior demanda para
os biossurfactantes vem da industria petrolifera, onde eles séo utilizados na
recuperacdo de petrdleo e sdo incorporados nas formula¢des de diversos 0leos, a
aplicacdo mais atrativa num futuro proximo € a biorremediacdo ambiental (LIMA,
2013).

Tanto nas etapas de extracdo, quanto de refino, armazenamento ou
transporte do petréleo, pode ocorrer o derramamento do mesmo, e causar danos ao
meio ambiente. Uma das formas de tratamento € a utilizacdo da biorremediagéo, os
biossurfactantes degradam varios Oleos, por meio dos microrganismos, pois
aumentam a interagdo superficial, promovendo assim a biorremediagéo dos solos e
da dgua (BARROS; QUADROS; PASTORE, 2008).

Os surfactantes bioldgicos sdo capazes de emulsificar misturas de

hidrocarbonetos em agua, isso pode ser notado atraves do aumento significativo da
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degradagéo de hidrocarbonetos existentes no meio. Por conta disso podem ser
utilizadas em técnicas de biorremediacdo de mananciais e solos contaminados por
hidrocarbonetos. O processo em questdo € baseado na habilidade que os
biossurfactantes tém em diminuir a tensédo superficial pelo remanejamento
molecular, por meio do acumulo de compostos insolliveis em superficie, assim
influenciando nas interagcbes hidrofilicas-hidrofébicas e ligagbes de hidrogénio,
consequentemente a area superficial aumenta, o que acaba promovendo uma maior
biodisponibilidade e proporcionando assim o0 aumento da biodegradabilidade
(CASTIGLIONI; BERTOLIN; COSTA, 2009).

3.5 HIDROCARBONETOS

A dependéncia do mundo pelo petréleo e seus derivados esta cada vez maior,
tanto quando se trata de transporte, quanto na manutencdo das atividades
industriais. Durante as etapas de extracdo, refino e transporte do petroleo e seu
derivados, podem ocorrer acidentes como derramamento do mesmo, causando a
contaminacgao de corpos hidricos e do solo. O petréleo é constituido por uma mistura
complexa de compostos, sendo que a maior fracdo € constituida por
hidrocarbonetos (ANDRADE; AUGUSTO; JARDIM, 2010).

Hidrocarbonetos sdo compostos organicos que possuem somente carbono e
hidrogénio em sua cadeia, e séo divididos em dois grupos: alifaticos e aromaticos.
Os hidrocarbonetos aromaticos sdo os que apresentam pelo menos um anel
aromatico, ja os alifaticos apresentam caracteristicas oleosas. Sdo encontrados
varios grupos dentro do grupo dos alifaticos, que séo caracterizados pelo tipo de
ligacdo e pela cadeia (FONSECA, 2013).

A gasolina e a querosene sao compostos organicos hidrofébicos (apolares),
sdo produtos derivados de petréleo. A gasolina € formada por uma mistura de
hidrocarbonetos (atomos de carbono estruturais em cadeias abertas e fechadas, ndo
aromaticas) que possuem de 5 a 8 carbonos em sua cadeia, a mesma € bastante
utilizada como combustivel para motores. A querosene é um composto formado por
uma mistura de hidrocarbonetos naftalénicos e aromaticos (contém
anéis benzénicos), contendo de 11 a 12 carbonos em sua cadeia, € bastante
utilizada como combustivel para turbinas de jatos, além de possuir outras aplicacbes
(BRANDAO, 2015).



18

4. MATERIAIS E METODOS

4.1 MICRORGANISMO

A levedura Kluyveromyces marxianus (CCT-3172) utilizada nesta pesquisa foi
cedida gentilmente pelo professor Dr. Raul Jorge Hernan Castro Gomez da
Universidade Estadual de Londrina (UEL). Esta foi mantida em tubos de ensaio
contendo meio de cultura para levedura (MPL - Extrato de malte — 0,3 %; Extrato de
levedura — 0,3 %; Peptona bacterioldgica — 0,5 %; Glicose — 1 %; Agar — 2,0 %), sob
refrigeracdo a 4°C, passando por repiques periodicos para manter 0s

microrganismos ativos.
4.2 PREPARO DO INOCULO E INOCULAQAO DA LEVEDURA

O preparo do inéculo ocorreu por meio do crescimento da levedura em meio
de cultura MPL (Extrato de Malte — 0,3 %; Extrato de Levedura — 0,3 %; Peptona
Bacteriol6gica — 0,5 %; Glicose — 1 %), incubada em BOD por 48 horas a 28°C.
Apbs esse periodo, com auxilio de alca de platina o indculo foi transferido para um
erlenmeyer contendo 150 mL™ de caldo MPL previamente esterilizado, e incubado
em mesa agitadora (shaker) a 180 rpm, durante um periodo de 24 horas a 28 °C.

ApoOs este processo, foi realizada a metodologia de Mc Farland, para
padronizacdo do inoculo, onde em 1mL™ tem-se aproximadamente 1x10® UFC mL™
(Unidades Formadoras de Coldnia), e foi transferido 1mL™ de in6culo padronizado
para o meio base.

Para o preparo do meio base, seguiu-se a metodologia proposta por Rufino
(2006), com modificacdes de acordo com Strapazzon (2015). Aliquotas de 1% (v/v)
de in6culo padronizado foram transferidas para o meio base composto por nitrato de
amonio 0,1%; fosfato monopotassico 0,02%; sulfato de magnésio heptahidratado
0,02%, 6leo de milho 20%, glicose 10% e extrato de levedura 0,2% (STRAPAZZON,
2015). Apos esse procedimento os erlenmeyers foram incubados em mesa agitadora

(shaker) a 200 rpm e com controle de temperatura a 28°C por 144 horas.
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4.3 ANALISES LABORATORIAIS

4.3.1 Determinacédo da biomassa

A biomassa foi determinada por gravimetria. O meio base fermentado foi
centrifugado a 3000 rpm durante 10 minutos. Apés a centrifugacdo, a massa celular
(pellet) foi lavada com agua destilada e colocada em placas de Petri com papel filtro
previamente seco em estufa a 60°C por 24 horas. As placas de Petri contendo a
massa celular (pellet) foram levadas a estufa a 60°C durante 24 horas. A biomassa
foi determinada por gravimetria em balanga analitica, pela diferenca de peso inicial e
peso final da placa de Petri (RUFINO, 2006).

4.3.2 indice emulsificante

O indice emulsificante foi determinado seguindo a metodologia de Cooper e
Goldenberg (1987). Foram testados dois hidrocarbonetos: gasolina e querosene.
Transferiu-se 5 mL do meio fermentado centrifugado para tubos de ensaio e
acrescentou-se 5 mL gasolina e querosene (triplicata), separadamente. A mistura foi
agitada em vortex por 2 minutos e colocada de repouso em uma BOD a 28°C. Apos
24 horas de incubacédo, com auxilio de uma régua, mediu-se a altura total da solucéo
e a altura da emulsdo, em intervalos de 24 horas, 48 horas, 96 horas e 120 horas. A

porcentagem do indice emulsificante foi calculado de acordo com a Equacéo 1.

indice emulsificante (%) = He x100 (Equacéo 1)
Ht

Onde:
He = altura de emulséo (cm).

Ht= altura total da solug&o (cm).
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4.3.3 Testes de recuperacao do biossurfactante

4.3.3.1 Técnica de extracdo por precipitacdo com sulfato de amoénio e pré-
purificacdo por dialise

De acordo com a metodologia proposta por Silva, Fontes e Coelho (2016), a
extracdo por precipitacdo utilizando Sulfato de Amonio ((NH4).S0O.), foi realizada
com concentracdes de 1,5 mol L™ e 3,0 mol L™ em temperatura de 4°C durante 48
horas, em 15 mL de meio fermentado livre de células. As amostras foram
centrifugadas a 3.000 rpm em centrifuga por 20 minutos. O precipitado formado no
processo € dialisado em membrana submersa em agua destilada por 24 horas e
durante este periodo é realizada sete trocas de agua. Posterior a estas 24 horas de
didlise, o material € congelado a -5°C em tubos de falcon de 50 mL, por um periodo

de 24 horas e liofilizado e assim mede-se o rendimento do biossurfactante obtido.

4.3.3.2 Técnica de precipitacdo de biossurfactante com solvente etanol (20° e -4°C)
98,8%

Conforme a metodologia adaptada por Ciapina (2008), foi utilizado para a
precipitacdo do biossurfactante, misturas de solvente (etanol 98%) e meio
fermentado livre de células nas proporcdes de 1:1 e 5:1, ou seja, foi utilizado 1 mL
de etanol para 1 mL de meio fermentado livre de células, e 5 mL de Etanol para 1 mL
meio fermentativo livre de células. Depois de um periodo de 24 horas de repouso em
temperatura de 20°C as amostras foram centrifugadas a 3000 rpm durante 15
minutos. O precipitado formado neste processo, foi exposto a temperatura ambiente
para que o etanol presente na amostra pudesse evaporar, posteriormente a este
processo, 0 mesmo foi ressuspenso em 1 mL de 4gua destilada, congelado a -5°C e
liofilizado.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 - DETERMINACAO DA BIOMASSA

Figura 01- Amostra centrifugada - formacgé&o do pellet celular

Fonte: Do autor (2019).

Figura 02- Pellet apés 24 horas na estufa de secagem.

Fonte: Do autor (2019).

O valor da biomassa obtido foi 5,4 g L. A biomassa de levedura é um
subproduto importante das industrias produtoras de alcool etilico e de cerveja, a
guantidade de biomassa de gerada € grande, isso porque o Brasil € um dos maiores
produtores desses produtos (LEIDIMARA, 2004).

Na industria de alimentos, a producdo de biomassa microbiana vem se
destacando, pois, esta matéria seca resultante do crescimento do microrganismo,
pode ser utilizada como fonte proteica destinada a formulacdo de alimentos para
compensar a falta de aminoacidos essenciais e proteinas ou a suplementacéo
(VERAS, 2006).

Segundo Dikit et al. (2010) se tem uma grande tendéncia em relacdo ao

aproveitamento da biomassa de levedura, por conta de propriedades especificas que
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alguns constituintes da parede celular das leveduras apresentam, como manoproteinas,
que possuem propriedades bioemulsificantes.

Conforme a literatura consultada, Strapazzon (2015) determinou a biomassa
produzida pela levedura Kluyveromyces marxianus, em condi¢des semelhantes ao
presente trabalho, onde utilizou 2% de 6leo de soja, 20% de 0Oleo de milho, 2% de
glicerol, 1% de glicose, 0,1% de Sulfato de amodnio, 2% de extrato de levedura, e
obteve biomassa de 6,4 g L™.

Segundo Bravo-Martins et al. (2009) a producgdo de produtos biotecnoldgicos
bem como a producdo de biomassa, podem ser influenciadas por condicbes de
cultivo como, tipo e concentracdo de fontes de carbono e nitrogénio, pH e

temperatura de cultivo.

5.2 - INDICE EMULSIFICANTE (IE):

Nas Figuras 03 e 04, é possivel visualizar as emulsificacdes formadas pela

gasolina e querosene, respectivamente.

Figura 03- Teste de indice emulsificante com gasolina

Fonte: Do autor (2019).
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Figura 04- Teste de indice emulsificante com querosene

Fonte: Do autor (2019).

Observa-se que a querosene, obteve maior indice emulsificante. Ja a gasolina
obteve indice emulsificante menor, quando comparada com a querosene. Para cada
hidrocarboneto analisado calculou-se a média do indice emulsificante, como mostra

a tabela 1.

Tabela 01- indice emulsificante de cada hidrocarboneto

IE (horas) IE Gasolina IE Querosene
IE 24 1,92 % 44,64 %
IE 4s 1,92 % 44,64 %
IE o6 1,92 % 44,64 %
IE 120 1,92 % 44,64 %

Fonte: Do autor (2019).

Observa-se na Tabela 01, que a querosene obteve maior indice emulsificante,
44,64 %, enquanto que a gasolina apresentou o menor indice, 1,92 %. Isso pode ser
explicado pelo fato de que quanto maior for a cadeia apolar do hidrocarboneto, maior
sera a capacidade de reducdo da tensao superficial de emulsbes (FRANZOL,
REZENDE, 2015). Como a querosene apresenta cadeia apolar maior, variando de
11 a 12 carbonos, obteve-se maior indice emulsificante, e a gasolina possui cadeia

apolar menor de 5 a 8 carbonos, portanto, o seu indice emulsificante € menor.
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Em literatura consultada, utilizando K. marxianus para producdo de
biossurfactante, as atividades emulsificantes foram maiores quando comparadas
com as obtidas neste trabalho. Strapazzon (2015) obteve indice emulsificante de
60%. Fontes, Amaral e Coelho (2008) encontraram indices emulsificantes em torno
de 76%.

Muitos microrganismos tém capacidade de assimilar ou degradar
hidrocarbonetos, dentre estes microrganismos, alguns durante o processo de
degradacdo do substrato sdo capazes de emulsificar estes hidrocarbonetos
(BARBOSA, 2017).

Segundo Barros et al. (2008), o indice emulsificante pode ser influenciado,
pelo tamanho da cadeia ou pela massa molecular, quando se utiliza-se compostos

do grupo de hidrocarbonetos.
5.3- RECUPERAC}AO DO BIOSSURFACTANTE PRODUZIDO

5.3.1- Técnica de extracdo por precipitacdo com sulfato de aménio e pré-purificacédo

por didlise.

As concentraces 1,5 mol L™ e 3,0 mol L™ de sulfato de aménio ndo foram
capazes de precipitar o biossurfactante (Figura 05), indicando que o uso de sulfato
de amonio devera ser com concentracdes mais elevadas.

Pesquisas indicam que concentracdes de sulfato de amdnio maiores que 3,0
molL™ (4,0 moIL™, 5,0 molL™, 6,0 molL™ e 7,48 molL™) s&o utilizadas para precipitar
0 biossurfactante produzido pela levedura Yarrowia lipolytica (SILVA; FONTES;
COELHO, 2016).



25

Figura 05- Amostras de 1,5 molL™ e 3,0 molL™, gue ndo precipitaram o biossurfactante

Fonte: Do autor (2019).

5.3.2- Técnica de precipitacdo de biossurfactante com solvente etanol (20° e - 4°c)
98,8%

Durante a técnica de precipitacdo observou-se que, na propor¢cédo de 1:1 ndo
ocorreu a formacdo de precipitado (Figura 06). Nas amostras utilizando as

proporcdes de 5:1, evidenciou-se a presenca do precipitado (Figura 07).

Figura 06- Etanol e meio fermentado da proporcéo de 1:1

\

Fonte: Do autor (2019).
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Figura 07 — Etanol e meio fermentado da proporcdo de 5:1

Fonte: Do autor (2019).

Contudo é importante ressaltar que a quantidade de etanol necessaria para
se realizar a extracdo do biossurfactante é grande, pois para se extrair uma pequena
guantidade de biossurfactante, sdo necessarias grandes quantidades de etanol.

Para a extracdo do biossurfactante produzido pela levedura Yarrowia
lipolytica, concentracbes de 5:1, 7:1 e 9:1 (etanol/meio livre de células) foram
utilizadas, sendo a proporcéo de 5:1 considerada como sendo a propor¢ao de maior
extragcdo (SILVA; FONTES; COELHO, 2016).

A Figura 8 mostra as amostras liofilizadas. O p6 de biossurfactante gerado apés
o processo de liofilizacao, apesar de apresentar baixo rendimento, pois o produto €
muito leve, possui boa capacidade emulsificante, o que corroboram com nossos
estudos (FONTES; AMARAL; COELHO, 2008).

Figura 08- Biossurfactante Depois de Liofilizado

Fonte: Do autor (2019).
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Existem varios processos de extracdo de biossurfactantes encontrados na
literatura, e o método que fornecer4 maior rendimento e qualidade, depende da
caracteristica quimica de cada biossurfactante (SILVA; FONTES; COELHO, 2016).

Segundo Mano (2008), os processos de recuperacéo de biossurfactantes sao
mais onerosos, ou seja é trabalhoso e em alguns casos bastante custoso, e por
conta disso é importante testar diferentes metodologias.

A extracdo de biossurfactante produzido pela levedura Yarrowia lipolytica,
usando o sulfato de amdnio, o acido cloridrico e o etanol, foi indicada para substituir
mistura de cloroférmio: metanol, em funcdo da citoxicidade, (SILVA; FONTES;
COELHO, 2016).
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6. CONCLUSAO

Os resultados obtidos neste trabalho, mostraram que a levedura K. marxianus
pode ser utilizada para producdo de biomassa e biossurfactante. O indice
emulsificante foi mais efetivo para a querosene (IE= 44,64%).

Em relacdo aos métodos de precipitacdo / extracao testados, o mais indicado
€ a precipitacdo de biossurfactante com solvente etanol (20° e - 4°C) 98,8%, sendo
que a propor¢do minima para extracdo de biossurfactante deverd ser 5:1
(etanol/meio livre de células).

Estes resultados servem como base para trabalhos futuros, onde devem ser

testadas solucdes de sulfato de amoénio em concentracdes mais elevadas.
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