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RESUMO

O homem tem a necessidade de misturar a agua com substancias insollveis em suas
atividades diarias e industriais. Os surfactantes, derivados de petréleo, tém sido utilizados
com essa finalidade, no entanto, esses apresentam problemas quanto a sua toxicidade e
biodegradabilidade. Os biossurfactantes de origem microbiana s@o uma alternativa para essa
situacdo, porém, o seu custo de producdo é alto, e em parte, devido aos substratos que sdo
utilizados nos bioprocessos. Neste contexto, o objetivo deste trabalho foi investigar a
utilizacdo de residuos como substrato para producdo de biossurfactantes por fungos
filamentosos isolados de amostras de solo da regido Amazbnica. Foram realizados
bioprocessos com cinco isolados fungicos sabidamente produtores de biossurfactantes, com a
finalidade de investigar qual deles produziria em menor tempo. Em seguida, foi avaliada a
possibilidade de utilizacdo de residuos (cascas de tucumd, pupunha, banana, cupuacu e
também o 6leo pds-fritura) como subtrato para o bioprocesso com o isolado selecionado. Os
fatores que influenciam na producdo do biossurfactante foram avaliados por planejamento
fatorial. O fungo Fusarium oxysporum 87-2LIV1 produziu altos niveis de biossurfactantes em
trés dias de bioprocesso. E também se destacou devido a alta producdo de biossurfactante
utilizando a casca de pupunha como substrato. O pH e extrato de levedura foram os fatores
mais importantes relacionados a producgéo de biossurfactante por esse isolado. Desta forma, o
presente trabalho demonstrou que isolados da espécie F. oxysporum, isolados de solo
Amazonico, sdo potenciais produtores de surfactantes e que residuos Amazénicos, em

especial casca de pupunha, possui potencial para ser utilizado como substrato.

Palavras chave: Emulsificantes, Fungos filamentosos, Cascas, Residuos vegetais



ABSTRACT

Human being has the need to mix water with insoluble substances in their daily and industrial
activities. Surfactants derived from petroleum have been used for this purpose, however, they
have problems such as their toxicity and biodegradability. Biosurfactants from microbial
origin are an alternative to this, on the other hand, its production cost is high due to the
substrates that are used in the bioprocesses. In this context, the aim of this study was to
investigate the use of wastes as a substrate for the production of biosurfactants by filamentous
fungi isolated from soil samples in Amazon region. Bioprocess were conducted with five
known fungi isolates producers of biosurfactants in order to investigate which of them would
produce in a shorter time. Then, we evaluated the possibility using wastes of peel from
tucuma, peach palm, banana, cupuacu and also the post-fry oil as substrate for the bioprocess
with the selected isolated. Factors that influence the production of biosurfactant were
evaluated by factorial design. As a result, the fungus Fusarium oxysporum 87-2LIVI
produced high levels of biosurfactants in three days of bioprocess. Moreover, this specie also
showed highlight due to high biosurfactant production using peach palm peel as substract.
The pH and yeast extract were the most important factors related to production of
biosurfactant by this isolated. Thus, the present study showed isolated of F. oxysporum specie
from Amazonian soil is potential producer of surfactants and also Amazon waste, particularly,
peel of peach palm has the potential to be used as a bioprocess substrate for production of
biosurfactant.

Key Words: Emulsifiers, Filamentous fungi, Peel
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1 INTRODUCAO

O homem, no seu dia-a-dia, tem a necessidade de misturar a &gua com substancias
insolUveis, seja para a sua higiene (lavagens mediadas por detergentes), para o preparo de
alimentos (sorvetes, cremes) e em diversos processos industriais. Os surfactantes sintéticos,
derivados de petréleo, tém sido as substancias convencionalmente usadas para formacéo
dessas emulsfes. Nos Ultimos anos, a literatura apresentou evidéncias sobre a toxicidade e
baixa degradabilidade dos surfactantes sintéticos e no presente tem ocorrido uma busca por
biossurfactantes, ou seja, surfactantes produzidos por micro-organismos, vegetais ou animais
(BANAT et al., 2014; NITSCHKE; COSTA, 2007; NITSCHKE; PASTORE, 2002).

As industrias que mais utilizam surfactantes sdo as de petréleo, produtos de limpeza,
higiene corporal e cosmética (SHOEB et al., 2013). Essas possuem interesse em substituir
seus surfactantes convencionais por substancias menos irritantes, menos toxicas e mais
biodegradaveis (LEMERY et al., 2015; NITSCHKE; PASTORE, 2002). Além dessa
demanda, a industria também tem procurado surfactantes que apresentem atividades
bioldgicas adicionais como antioxidante e antimicrobiana (NOGUEIRA et al., 2011; ULLAH
etal., 2015).

Nesse sentido, os biossurfactantes apresentam-se como potencial alternativa para
substituicdo dos surfactantes. Essas substancias sdo metabdlitos com propriedades tensoativa
e emulsificante, produzidas por bactérias, leveduras e fungos filamentosos, possuem
grupamentos quimicos diversos relacionados a fisiologia e funcdo microbiana (HOMMEL,
1990). No entanto, o custo do bioprocesso para producdo dos biossurfactantes tem se
apresentado como uma limitagdo importante, sendo que, trabalhos voltados a reduzir os custos
dos substratos convencionais pelo uso de residuos ou substratos mais baratos sdo importantes

para producdo de biossurfactantes em nivel industrial (SILVA et al., 2014; WAGHMODE et
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al., 2014). No ano de 2014 Sena investigou a existéncia de fungos filamentosos produtores de
biossurfactantes em amostras de solo da regido Amazonica e concluiu que os fungos
filamentosos dos géneros Fusarium, Penicillium e Trichoderma eram bons produtores dessas
substancias. A continuidade desse trabalho passa pela caracterizacdo quimica desses
biossurfactantes e pela tentativa da producdo desses utilizando residuos/substratos nao
onerosos, de forma a obter maior viabilidade econémica na producédo desses surfactantes.

Alguns residuos da regido amazénica, devido a sua composi¢do rica em carboidratos
e/ou lipideos podem ser investigados como substratos de bioprocessos entre eles: casca de
tucuma (Astrocaryum aculeatum Meyer), casca da pupunha (Bactris gasipaes), casca de
cupuacu (Theobroma grandiflorum Schum), casca de banana pacovd (Musa sp.) e 6leo de
cozinha. O potencial uso desses residuos como substratos poderd reduzir os custos de
producdo de biossurfactantes, bem como, agregar valor a residuos que atualmente
apresentam-se como um desafio ambiental e de gerenciamento publico.

A necessidade de produzir biossurfactantes e também de investigar residuos que
possam ser utilizados como substratos para essa producdo sustentaram o presente estudo para

producdo de biossurfactante por fungos utilizando residuos vegetais como substrato.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Surfactantes

Os surfactantes séo estruturas moleculares que possuem duas regides distintas, sendo
uma com afinidade por &gua (hidrofilica) e outra ndo soltvel em &gua, denominada de regido
hidrofébica, sendo esta solivel em solventes organicos e com afinidade por substancias
apolares (NITSCHKE; PASTORE, 2002). Estes agem reduzindo a tensdo superficial e na
formacéo de micelas (OLIVEIRA; MEI, 2009).

Tradicionalmente, os surfactantes sdo produzidos por reagdes quimicas organicas de
matérias-primas derivadas do petrdleo (VAZ et al. 2012). Eles sdo classificados de acordo
com a cabeca hidrofilica, como: aninico, catiénico, ndo-aniénico ou anfotéricos. Os mais
utilizados séo o lauril sulfato de sédio (dodecil sulfato de sodio) e lauril sulfato de amdnio nos
setores de limpeza e cosméticos (NITSCHKE; PASTORE, 2002)

Porém em razdo da citoxicidade (LEMERY et al., 2015), baixa biodegradabilidade
(BRYCKI; WALIGORSKA, 2014) aumento da consciéncia ambiental e a énfase em uma
sociedade sustentavel, os surfactantes naturais produzidos pelas células vivas recebem mais
atencdo, em comparacdo com o0s tensoativos quimicos sintéticos (MUKHERJEE; DAS,

2010).

2.2 Biossurfactantes

Os biossurfactantes sdo metabolitos produzidos de uma unidade viva (bactérias,

fungos, plantas, animais e o0 ser humano) que possuem as propriedades surfactantes
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(BOGNOLO, 1999). Eles sdo uma classe de substancias promissora e interessante, porque sao
baseados em recursos renovaveis, sustentaveis e biodegradaveis (HENKEL et al. 2012).

Inicialmente, os estudos foram direcionados para biorremediacdo, porém ainda ha
desafios para entender a interacdo do biossurfactante, micro-organismo e poluente
(LAWNICZAK; MARECIK, 2013). No estudo de Marti et al. (2014), foi realizada a
producdo e caracterizacdo dos biossurfactantes produzidos por micro-organismos, eles se
tornam atraentes quando comparado com os surfactantes sintéticos, pois apresentam melhor
atividade interfacial na recuperacdo de petréleo.

Ainda ganham destaque nas aplicacdes biomeédicas e terapéuticas que ainda precisam
ser exploradas (RODRIGUES et al., 2006). As aplicacdes sdo extensas de acordo com as
diversas classificacdes estruturais dos biossurfactantes, como a atividade antitumoral de
amplo espectro, isso ocorre em virtude da capacidade de interacdo com membranas celulares
(GUDINA et al., 2013) e atividades antimicrobiana e bacteriostatica (MAGALHAES;

NITSCHKE, 2013).

2.2.1 Classificagéo

Ao contrario de surfactantes quimicamente sintetizados, que sdo classificados de
acordo com a natureza do seu grupo polar, os biossurfactantes sdo classificados
principalmente pela sua composi¢do quimica e sua origem microbiana (DESAI; BANAT,
1997). As principais classes incluem os glicolipideos, lipopeptideos/lipoproteinas,
fosfolipideos e acidos graxos (baixo peso molecular) e surfactantes poliméricos e surfactantes
particulados (alto peso molecular) (ROSENBERG E RON 1999; NITSCHKE; PASTORE,

2002) (Figura 1).
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Figura 1 — Estruturas quimicas de biossurfactantes tipo A — Glicolipideo; B — Lipopeptideo; C - Acido graxo e D

— Polimérico.

*Estruturas desenhadas com o auxilio do programa Cetramax ChemicPen

Os glicolipideos sdo os biossurfactantes mais conhecidos, pois sdo encontrados nas

membranas de bactérias, fungos e plantas. O grupo € composto por soforolipideos,

ramnolipideos e trealolipideos.

Os soforolipideos foram descritos no inicio dos anos 1960 por Gorin e colaboradores

quando observaram a producéo desse composto pela levedura Torulopsis magnoliae (GORIN;
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SPENCER; TULLOCH, 1961). Eles sdo, provavelmente, um dos mais promissores
biossurfactantes, pois sdo produzidos por cepas de leveduras ndo patogénicas, essa classe tem
baixa producdo de emulsdo, no entanto possuem propriedades de reducdo da tensdo
superficial mesmo em temperaturas elevadas e alta concentracdo de sal (BOGAERT,;
ZHANG, 2011).

Os ramnolipideos da classe dos glicolipideos, sdo compostos que possuem na sua
estrutura ramnose ligada em B — hidroxidecanoico (DESAI; BANAT, 1997). Essa classe é
produzida pela bactéria Pseudomonas aeruginosa, porém ja existe uma busca para se ter
alternativas na producdo dos ramnolipideos, em razdo da cepa produtora ser patogénica
(HENKEL et al. 2012).

O terceiro glicolipideo é denominado de trealolipideo, que é produzido por
Actinobactérias como Nocardia, Corynebacterium, Gordonia, Mycobacterium, Tsukamurella
e Rhodococcus, porém o uso fica limitado porque essas bactérias estdo relacionadas com a
patogenicidade e alta toxicidade (KUYUKINA et al. 2014). Assim, os estudos para
descobertas de novas cepas prosseguem. White et al. (2013) identificaram uma cepa marinha
de Rhodococcus que produz especificamente o trealolipideo na presenca de substratos de
petroleo e hidrocarbonetos imisciveis, 0s autores sdo perspectivos em sugerir uma melhor
abordagem do estudo para aumentar a producdo e melhora-la, com o intuito de facilitar o
processo e o aceite comercial.

As bactérias do género Bacillus e Pseudomonas sdo as que geralmente produzem o0s
lipopeptideos, essa classe apresenta a capacidade de recuperar petréleo
(VARADAVENKATESAN; MURTY, 2013) e também possui propriedades de interesse
farmacéutico, como atividade antiviral (DONIO et al., 2013).

Algumas bactérias e leveduras produzem os acidos graxos, fosfolipideos e lipideos

durante o crescimento em n-alcanos (DESAI; BANAT, 1997). A principal bactéria produtora
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dessa classe pertence ao género Bacillus, os acidos graxos ramificados constituem 60% dos
acidos graxos totais (KANEDA, 1967). Algumas espécies como B. mojavensis e B. subtilis
produzem lipopeptideos que quando associados com acidos graxos na sua COmposicao
melhoram a atividade biotensoativa (YOUSSEF; DUNCAN, 2005).

Os biossurfactantes poliméricos descritos sdo aqueles que possuem diversos grupos
quimicos na sua composicdo, como o liposan produzido pela Candida lipolytica que é
composto de aproximadamente 83% de carboidratos e 17% de proteina. Por meio das
digestdes acida e enzimatica revelou-se que a porcdo de carboidrato é um
heteropolissacarideo que consiste em glicose, galactose, galactosamina, e acido galacturénico
(CIRIGLIANO; CARMAN, 1985).

Algumas bactérias apresentam na sua membrana a capacidade de degradarem
hidrocarbonetos, isso ocorre mediante a producdo de vesiculas que fazem a captacdo para a
célula, sendo por si so classificadas como biossurfactantes (NITSCHKE; PASTORE, 2002).
O Acinetobacter produz vesiculas que se ligam ao hexano na forma de microemulsédo, sendo
caracterizada como uma particula rica em lipopolissacarideo e fosfolipideo (KAPPELI,
FINNERTY, 1979).

Os biossurfactantes apresentam diversidade na sua classificacdo, mas segundo Shoeb
et al. (2013), ha também espaco para a busca de compostos ainda mais novos para ampliar o
espectro de propriedades e aplicacbes especificas dos biossurfactantes. Até o presente
momento, duas classes de biossurfactantes sdo atualmente consideradas de relevancia
industrial e econémica: glicolipideos e lipopeptideos, ambos os biossurfactantes sdo de baixo
peso molecular (GEYS et al., 2014).

Bodour et al. (2004) identificaram uma nova classe de biossurfactante, a qual foi
denominada de flavolipideo, produzido por uma cepa Flavobacteria, segundo os autores a

classe tem potencial para a utilizacdo nas areas biotecnoldgica e industrial. Gudifia et al.
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(2015) caracterizaram um novo bioemulsificante oligosacarideo-lipidico de baixo peso
molecular produzido por uma cepa de Paenibacillus, ou seja 0s compostos com propriedades
tensoativas e emulsificantes produzidos por micro-organismos estdo atraindo um interesse

acentuado por suas potenciais vantagens em comparag¢fes com 0s sintéticos.

2.3 Fungos produtores de biossurfactantes

Os fungos produzem diversos compostos de baixa massa molecular durante o
bioprocesso, denominados de metabdlitos secundarios. Os fungos filamentosos
especificamente tém sido conhecidos em razdo da producdo de uma enorme variedade destes
compostos, sendo que a producdo ocorre na fase estacionaria (RON; ROSENBERG, 2001).
Os biossurfactantes na sua maioria sdo produzidos por bactérias, porém nos Gltimos anos,
estudos foram realizados observando os fungos como potenciais produtores de
biossurfactantes (Quadro 1). Os fungos filamentosos s@o promissores em razdo da capacidade
metabdlica para geracdo de diversos bioprodutos e o uso de subtratos para seu cultivo
(HAWKSWORTH, 1985). Eles produzem diversos metabdlitos que possuem atividade

antimicrobiana, enzimatica, pigmentos e surfactantes que sdo de interesse industrial.



21

Fungo Tipo de Origem Referéncia

Biossurfactante
Aspergillus flavus - Solo contaminado com | (RODRIGUES et al., 2014)

6leo diesel

Aspergillus fumigatus - Solo (CASTIGLIONI et al., 2009)
Aspergillus niger Glicolipideo Solo (KANNAHI; SHERLEY, 2012)
Aspergillus ustus | Glicoproteina Esponja marinha | (KIRAN et al., 2009)
MSF3 Fasciospongia cavernosa

Aureobasidium L9 Planta Lilium lanclforlium | (KIM; PARK, 2014)
pullulans
Cladosporium resinae | Cladosan Combustivel de avido (MURIEL et al., 1996)

Cunninghamella

Biossurfactante

Solo da Caatinga

(SILVA et al., 2014)

echinulata polimérico

Curvularia lunata IM | Biossurfactante Colegéo (PARASZKIEWICZ;

2901 polimérico KANWAL, 2002)

Exophiala dermatitidis | Monoglicerideos Solo (CHIEWPATTANAKUL et al.,

SK80 2010)

Fusarium SP BS-8 Lipopeptideo Solo (QAZI et al., 2014)

Mucor  circinelloides | - Colecéo (ACIOLY etal., 2012)

UCP69

Penicillium Lipopeptideo Solo (GAUTAM et al., 2014)

chrysogenum SNP5

Penicillium citrinum Glicolipideo - (CAMARGO-DE-MORAIS et
al., 2003)

Penicillium sp - Solo (LUNA-VELASCO et al.,
2007)

Pleorotus djamor - - (VELIOGLU; OZTURK
UREK, 2015)

Pleorotus ostreatus - - (VELIOGLU; UREK, 2015)

Rhizopus arrhizus UCP | - Colecéo (SILVA et al., 2012)

0402

Syncephalastrum Lipoproteina Solo (MATHUR et al., 2010)

racemosum

Trichoderma sp. - Efluente (COLLA etal., 2012)

Quadro 1 — Fungos filamentosos produtores de biossurfactantes com os tipos e local de isolamento




22

2.4 Utilizacéo de residuos vegetais para a producao de biossurfactante

O valor comercial do biossurfactante esta associado ao seu custo de producdo, e por
isso estratégias tém sido investigadas com a finalidade de torna-lo mais competitivo frente aos
surfactantes convencionais. O uso de substratos de baixo custo nos bioprocessos pode reduzir
0s custos das matérias-primas inicialmente envolvidas no processo (MAKKAR et al. 2011;
SAHARAN et al. 2012).

Com o aumento da producdo agricola-industrial nos ultimos anos, houve
consequentemente o0 aumento dos residuos provenientes destes, como 6leo de petroleo, farelo
de arroz, trigo, feijdo, soja, café, residuos de coco, bagacos de cana, entre outros
(WAGHMODE et al. 2014).

Conforme estudo de Sobrinho et al. (2008), os residuos podem ndo somente fornecer
as fontes de carbono e nitrogénio, mas também elementos minerais para a producdo de
biossurfactante, visto que a suplementacdo com fontes de carbono nem sempre sera
necessaria. Castiglioni et al. (2009) demonstraram um aumento significativo na producéo de
biossurfactante por Aspergillus fumigatus sem a suplementagéo das fontes de carbono obtidas
de oOleo de soja e diesel, portanto sendo uma alternativa pratica e econdmica na sintese da
substancia. Por outro lado, a bactéria Halobacteriaceae archaeon produz biossurfactante
utilizando a casca de banana como a unica fonte de carbono (CHOOKLIN et al., 2014).
Assim, a selecdo dos residuos deve suprir as condi¢cdes necessarias para 0 crescimento do
micro-organismo a ser estudado.

No Brasil estudos foram realizados utilizando residuos vegetais como substrato. A
casca de farelo de arroz e milhocina sdo residuos utilizados em bioprocessos para obtencédo de
biossurfactantes produzidos por fungos filamentosos (SILVA et al., 2014; ACIOLY et al.,

2012; SILVA et al., 2012; CASTIGLIONI et al., 2009), outro residuo estudado € o Oleo de
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soja pos-fritura. No Quadro 2 estdo descritos os residuos utilizados como substrato para

producdo de biossurfactante por fungos filamentosos.

Fungo

Tipos de residuos

Referéncia

Aspergillus flavus

Farelo de trigo/ 4% de 6leo de soja

(RODRIGUES et al., 2014)

Aspergillus

fumigatus

Casca de farelo de arroz suplementado

com ¢6leo de soja e 6leo diesel

(CASTIGLIONI et al., 2009)

Aspergillus niger

2% de 6leo em bruto, 6leo de oliva, 6leo

de amendoim e 6leo de coco

(KANNAHI; SHERLEY,
2012)

Cladosporium

resinae

Querosene de aviacdo, 6leo diesel,

querosene, parafina

(MURIEL et al., 1996)

Cunninghamella

Milhocina e residuos de 6leo de soja

(SILVA et al., 2014)

echinulata
Exophiala Oleo de soja, 6leo de milho e 6leo de (CHIEWPATTANAKUL et
dermatitidis palma al., 2010)
Penicillium Residuos de graxa, 6leo de cozinha usado,

i ] (GAUTAM et al., 2014)
chrysogenum 6leo de soja

Penicillium citrinum

Azeite de oliva, hexadecano ou 6leo diesel

(CAMARGO-DE-MORAIS et
al., 2003)

Pleurotus ostreatus

Oleo de semente de girassol

(VELIOGLU; UREK, 2015)

Syncephalastrum

racemosum

Oleo de soja

(MATHUR et al., 2010)

Quadro 2 — Residuos utilizados como substrato para producdo de biossurfactante por fungos filamentosos
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Residuos vegetais da Regido Amazbnica como casca de tucuma (Astrocaryum
aculeatum Meyer), casca de pupunha (Bactris gasipaes), casca de cupuacu (Theobroma
grandiflorum Schum) e casca de banana (Musa) (Figura 2) sd@o pouco relatados na literatura.
Eles sdo utilizados para producdo de fungos comestiveis Lentinula edodes, cujas cascas de
tucuma, cupuacu e banana servem como substrato (AGUIAR et al., 2011), a casca de tucuma
também é utilizada em forma de farinha para suplementar o meio para o cultivo de
Pycnoporus sanguineaus na producéo de biossurfactante (NOGUEIRA JUNIOR et al. 2012).

Esses residuos podem ser promissores substratos para producdo de biossurfactante em
baixo custo, a casca de tucuma tem o teor lipidico em torno de 17% e concentracfes de
elementos minerais de: Ca: 61,4+6,2 mg%, 58,2+13,5 mg%; Na: 2,6+0,3 mg%, 3,6£0,2 mg%;
K: 795,3£20,2 mg%, 1113,6+£51,8 mg%,; Fe: 1,4+0,2 mg%, 2,4+0,2 mg%,; Zn: 0,5+£0,05 mg%,
0,6+0,01 mg%; Se: 4,0£0,9 pgd%, 13,9+2.4 pg%; Br: 642,1+1,8 p%, 236,2+5,7 ng%
(YUYAMA et al. 2005). A casca de cupuagu in natura possui 45,1% de carbono; 5,84% de
hidrogénio e 0,84% de nitrogénio (SANTOS et al., 2004). Os residuos desses frutos tém em
comum o aspecto oleaginoso, assim podem ser 6timos substratos para os fungos produtores de

biossurfactante.

Figura 2 — Cascas dos frutos comuns da regido Amazonica. A —tucuma@; B — pupunha; C - cupuagu e
D - banana pacovan
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2.5 Influéncia das condicdes de cultivo para a producdo de biossurfactante fungico

O desenvolvimento de bioprocessos eficientes e padronizados com éxito depende da
otimizacdo das condicOes de cultivo e processos de recuperacdo de baixo custo (SAHARAN
et al., 2012). Alguns fatores avaliados sdo o pH, temperatura, salinidade, fontes de carbono,
fontes de hidrogénio e metal. Cada parametro deve ser adequado ao micro-organismo
utilizado no bioprocesso, pois influenciardo no crescimento e producdo dos metabdlitos no
mesmo.

O fungo Aspergillus ustus tem a sua producdo maxima nas seguintes condicdes: pH 7,
temperatura a 20 °C, concentracdo de sal a 3%, glicose e extrato de levedura como fonte de
carbono e fontes de nitrogénio, respectivamente. Por meio de analise de superficie de resposta
baseada na proporcdo de carbono e nitrogénio pode-se verificar que a fonte de carbono
aumenta o rendimento, embora no estudo a utilizacdo do 6leo de oliva, 6leo vegetal e
querosene ndo foram satisfatérios (KIRAN et al., 2009).

Cada micro-organismo tem suas necessidades para produzir o metabdlito, por isso é
necessario fazer um delineamento fatorial para investigar as melhores condi¢cdes. O
Aspergillus flavus melhora seu rendimento quando se utiliza farelo de trigo e casca de arroz
como componentes do meio de cultivo, Rodrigues et al. (2014) demonstraram que € possivel
a producdo do emulsificante sem a adicdo de fontes de nitrogénio, somente suplementado com
4% de Oleo de soja, para essa especie, ndo sendo necessarias alteracdes nas condicdes
ambientais, assim permanecendo o cultivo na temperatura a 30 °C por 8 dias.

Outra espécie, 0 A. niger ndao tem bom rendimento em substratos de residuos como
oleo bruto, dleo de oliva, 6leo de amendoim e 6leo de coco, embora o bioprocesso seja
otimizado com um agitador operando a 120 rpm/min, cujo processo pode influenciar no

crescimento de producdo da substancia (KANNAHI; SHERLEY, 2012).
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Alguns fungos filamentosos apresentam aprimoramento para a producdo de
biossurfactante, como o Penicillium chrysogenum onde verificou-se o rendimento quando
avaliado os fatores de bioprocesso: substratos para fonte de carbono; fontes de nitrogénio;
razdo C/N; sistema de solventes e pH (GAUTAM et al., 2014), outro como 0 género
Fusarium sabe-se que produz a substancia em meio contendo uma média de sais minerais
suplementado com 2% de 6leo de soja, nas condic¢des de 30 °C de temperatura e 150 rpm/min
no agitador (QAZI et al., 2014), por outro lado o género Trichoderma ndo tem descricdo
referente as condi¢cdes de melhoramento e utilizacdo de residuos como substrato na producéao
destas substancias.

Nas condicOes experimentais é observada que o residuo utilizado como substrato pode
ser a propria fonte de isolamento do micro-organismo (LUNA-VELASCO et al., 2005), os
experimentos podem ser realizados em escalas desde a utilizacdo de frascos até biorreatores

(CAMARGO-DE-MORAIS et al., 2003).
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3 OBJETIVOS

3.1 Geral

Investigar a utilizacdo de residuos vegetais como substrato para producdo de

biossurfactantes por fungos isolados de amostras de solo da regido Amazoénica

3.2 Especificos

e Identificar em nivel de espécie isolados fungicos do solo pertencentes a colecdo de
micro-organismos do INPA sabidamente produtores de biossurfactantes.

e Estudar quais dos isolados apresenta uma produtividade de biossurfactante mais
adequada para 0s bioprocessos industriais.

e Avaliar a possibilidade de utilizacdo de residuos vegetais (casca de tucumd, pupunha,
banana, cupuacu e 0leo pds-fritura) produzidos nas feiras da cidade de Manaus para a
producdo do biossurfactante pelo isolado selecionado.

e Investigar fatores de bioprocessos (residuo, extrato de levedura, pH, indutor e

agitacdo) envolvidos na producédo do biossurfactante pelo isolado selecionado.



4 MATERIAIS E METODOS

O presente estudo possuiu etapas que estdo descritas no fluxograma a seguir:

Identificac@o dos isolados em nivel de espécie

l

Selecdo de isolado mais produtivo

Sequenciamento da regido ITS

l

Cinética de producdo do biossurfactante

Avaliaco dos residuos regionais como substrato

l

Selecdo dos residuos por bioprocesso
submerso.

Investigacdo de fatores de bioprocessos envolvidos
na produgdo do biossurfante

Investigar fatores da composicdo do
meio e condi¢Bes de cultivo envolvidos
na produgdo do biossurfactante

Figura 3 - Fluxograma dos procedimentos propostos pelo presente trabalho
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4.1 Micro-organismos

No presente estudo foram utilizados cincos fungos filamentosos selecionados por
Senna (2014) como bons produtores de biossurfactantes. Os isolados investigados foram
Penicillium 8-2CC, Fusarium 86-2LV27, Fusarium 85-2RV34, Trichoderma 91-2BVR31 e
Fusarium 87-2LIVI. Esses fungos pertencem a micoteca do Instituto Nacional de Pesquisas
da Amazénia (INPA), onde as suas sub-culturas estdo conservadas sob 0leo, sob agua e a -70

°C. O acesso desses isolados foi autorizado pelo CGEN - Processo n° 010344/2013-6.

4.2 Residuos vegetais

Os residuos vegetais casca de tucumd (Astrocaryum aculeatum Meyer), casca de
pupunha (Bactris gasipaes), casca de cupuacu (Theobroma grandiflorum Schum), casca de
banana pacovan (Musa sp.) e 6leo pds-fritura foram obtidos no periodo de dezembro 2014 a
marc¢o de 2015 nas feiras abertas. Estes foram lavados em agua corrente (quando necessario) e

em seguida armazenados a -20 °C. O 6leo foi mantido a temperatura ambiente.

4.3 Procedimentos

4.3.1 Identificacdo das espécies produtoras de biossurfactantes

Senna (2014) realizou a bioprospec¢do de fungos de solo para a producdo de

biossurfactantes, nesse estudo a autora destacou 5 isolados como excelentes produtores. No

entanto, a mesma ndo realizou a identificagdo em nivel de espécie desses isolados. No

presente trabalho os isolados selecionados foram submetidos a identificacdo pela técnica de
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PCR da regido ITS do DNAr, seguida por sequenciamento. Para tanto foram realizadas as
seguintes etapas:

a) O DNA fangico foi extraido do micélio utilizando o Kit Dneasy Plant Mini Kit
(Qiagen Sciences Inc., Valencia CA) de acordo com as instrucdes do fabricante. Em seguida
amplificadas as regides do DNAr ITS (Espaco interno transcrito).

b) Para a reacdo em cadeia da polimerase (PCR) dos fungos foi utilizada a mistura das
seguintes solugdes: 22,5 pL agua Milli Q, 5,0 pL de tampdo para PCR, 2,0 uL MgCl; 5,0 pL
dNTPs, 5,0 pL Primer ITS 1 (5>-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3’) (WHITE et al., 1990)
50 pL Primer ITS 4 (5-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3’), 0,5 uL Tag Polimerase
(Platinum, Invitrogen) e 5,0uL DNA flngico, na qual cada reacéo teve o volume final de 50
ML.

c) As reagBes foram realizadas em termociclador (Modelo Super Cycler™ SC-200,
Kyratec) programado para efetuar uma desnaturacdo inicial (5 minutos a 94 °C), seguido de
40 ciclos, sendo que cada ciclo é composto de uma etapa de desnaturagdo (30 segundos a 94
°C), uma etapa de pareamento (30 segundos a 53 °C) e uma etapa de alongamento (60
segundos a 72 °C) e por fim uma etapa de extensao final (10 minutos a 72 °C) (WHITE et al.,
1990). Uma aliquota de 8uL dos amplicons foi avaliada por eletroforese em gel de agarose
1,5% em tampdo TAE 1x. O gel foi corado com Syber Green SYBR® Safe (Invitrogen) para
visualizacdo de um fragmento de aproximadamente 1000 pb.

d) Os produtos de PCR foram purificados utilizando o QIAquick PCR Purification Kit
(Qiagen Sciences Inc., Valencia CA) de acordo com as instrucGes do fabricante. As reacfes
de sequenciamento foram realizadas utilizando o kit Big Dye® (Applied Biosystem), usando
0s  primers ITS1  (5-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3’) e ITS4 (5-
TCCTCCGCTTATTGATATGC-3’). As sequéncias gendmicas fornecidas pelo sequenciador

foram analisadas pelo programa BLASTN contra a base de dados National Center for
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Biotechnology Information website (NCBI) (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). Sendo

somente aceitas as identificacbes com pelo menos 98% de similaridade. As sequéncias destes
grupos foram alinhadas juntamente com as sequéncias do GenBank em software de programa

ClustalW na MEGA 6 (TAMURA et al. 2011).

4.3.2 Selecdo do isolado mais produtivo

O bioprocesso foi realizado em Erlenmeyers (150 mL). O volume obtido baseado na
concentracdo foi colocado em 25 mL de meio de cultivo constituido de 40 g/L de 6leo de soja
(Soya®) e 10 g/L de extrato de levedura (Bacto Yeast Extract® BD) em pH 6 + 2, 0 meio foi
esterilizado em autoclave a 121 °C/15 min. Para o indculo, realizou-se uma suspensdo de
esporos para contagem na camara de Neubauer (Improved L.Optik) a fim de obter a
concentracdo de 1x10* cél/mL. Os frascos foram mantidos & temperatura ambiente 25 + 2 °C
durante 21 dias sob agitacdo de 100 rpm. Os parametros indice de emulsificacdo e producao

de biomassa foram avaliados a cada 72 h, a fim de descrever a cinética desses.

4.3.3 Sele¢do dos residuos vegetais

Realizou-se inicialmente uma triagem para selecdo dos residuos vegetais: casca de
tucuma, casca de pupunha, casca de cupuacu, casca de banana e 6leo pds-fritura. O meio
consistiu de 10 g/L de extrato de levedura e 40 g/L do residuo (quando sélido triturado a
fragmento < 3mm). Também foi realizado o 1) controle positivo de producédo (Extrato de
levedura-10g/L e oleo de soja-40g/L); 2) crescimento somente na presenca de extrato de
levedura. O bioprocesso foi realizado em condicdo similar a descrita no item anterior (4.3.2)

e o indice de emulsificacdo foi a variavel de resposta desse grupo de experimentos.


http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
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4.3.4 Influéncia das condicdes de cultivo na producéo de biossurfactante

Por meio de um experimento multivariado, foi avaliada a influéncia dos fatores:
[residuo selecionado] (item 4.3.3), [6leo de soja], [extrato de levedura], [pH] e [agitacdo] na
producdo de biossurfactante. As condi¢bes experimentais foram similares as descritas
anteriormente (item 4.3.2).

As influéncias destas varidveis foram estudadas de acordo com um planejamento
experimental 2° simples com objetivo de identificar os fatores com influéncia estatistica
(BARROS NETO et al., 1995). Foram realizados 32 experimentos, com trés repeticdes no
ponto central. Um modelo matematico foi determinado para a utilizacdo da metodologia de
superficie de resposta e as repeti¢cbes no ponto central foram utilizadas para o calculo do erro

experimental. Os niveis dos fatores estudados estdo mostrados na Tabela 1.

Fatores Niveis

-1 0 1
Residuo selecionado (g/L)* 11,72 40 68,28
Extrato de levedura (g/L) 2,929 10 17,071
pH 1,47 5 8,53
Agitacdo orbital (rpm) 29,29 100 170,71
Oleo de soja (g/L) 11,72 40 68,28

*Residuo selecionado no item 4.3.3.

Tabela 1- Niveis utilizados para concentracdo do substrato, fonte de nitrogénio, pH, agitacdo e indutor no
planejamento experimental 2° para a producéo de biossurfactante pelo fungo selecionado.

Um segundo grupo de experimentos foi realizado para investigar o efeito quadratico
dos fatores [residuo] e [extrato de levedura] por meio de um planejamento fatorial 22 com

adicéo dos pontos axiais (Tabela 2).
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Fatores Niveis

-1,41 -1 0 1 1,41
Residuo selecionado* 0 11,72 40 68,28 80
Extrato de levedura 0 2,929 10 17,071 20

*Residuo selecionado no item 4.3.3.

Tabela 2- Niveis utilizados para os fatores residuo selecionado e extrato de levedura no planejamento
experimental 2% com adicdo dos pontos axiais.

4.4 Ensaios Analiticos

indice de emulsificacdo E24 (%)

Teste de indice de emulsificacdo (E24) técnica descrita por Cameron e colaboradores
(1988), adaptado por Kiran et al. (2009), no qual sdo misturados 2 mL do caldo livre de
células por filtracdo com 2 mL de uma fonte de hidrocarboneto, neste estudo foi utilizado o
Tolueno. A solucéo foi agitada no maximo por 2 minutos constantes em agitador de tubos tipo
vortex (Phoenix). Apds 24 horas, a propor¢do da emulsdo formada foi comparada com o
volume total de hidrocarboneto com o caldo. A atividade de emulsificacdo foi comparada com
surfactante padrdo Dodecil sulfato de sédio (SDS), sendo o indice de emulsificacdo calculado

pela seguinte formula:

E24= (altura da camada de emuls&o / altura total) x 100

Producéo de biomassa (g/L)

O valor o crescimento micelial foi monitorado a cada 72 horas, durante os 21 dias

conforme descrito na cinética (item 4.3.2). Para estimar a biomassa utilizou-se a técnica de

peso seco. A massa micelial foi filtrada em papel filtro quantitativo 12,5 cm @ com poros de
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28 um (Quanty®) previamente secado e anotado o peso inicial, em seguida ambos foram
secados na estufa a 100 °C por 24 h., sendo a biomassa estabelecida pela diferenca do peso

final (f) pelo peso inicial (i).

Biomassa= peso (f) — peso (i)

4.5 Analises estatisticas

Todos os experimentos foram realizados em triplicata e calculada a média e desvio
padrdo. Quando necessario realizou-se ensaios de analise de variancia para determinar a
diferenca estatistica entre os experimentos. Especificamente os experimentos de planejamento
fatorial foram desenvolvidos utilizando o programa CHEMOFACE e analisados com auxilio

dos softwares STATGRAPHICS versdo 6.0 e também no STATISTICA versio 5.0.
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5 RESULTADOS

Os resultados do presente trabalho encontram-se expostos na forma de artigo, o qual
sera submetido a revista Process Biochemistry. Logo, apresentam-se nesta dissertacdo com a

formatacdo exigida pela revista, porém aqui, na lingua portuguesa.

Utilizacdo de residuos vegetais para producéo de biossurfactante por fungos isolados de
amostras de solo da regido Amazonica.

Michele Alves Sanches?, Ralyvan Araujo®, Ana Claudia Alves Cortez®, Jodo Vicente Braga de
Souza®
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RESUMO

O homem tem a necessidade de misturar a agua com substancias insoliveis em suas
atividades diarias e industriais. Os surfactantes, derivados de petréleo, tem sido utilizados
com essa finalidade, no entanto, esses apresentam problemas quanto a sua toxicidade e
biodegradabilidade. Os biossurfactantes de origem microbiana sdo uma alternativa para essa
situacdo, porém, o seu custo de producdo é alto e em parte devido aos substratos que sdo
utilizados nos bioprocessos. Neste contexto, o objetivo deste trabalho foi investigar a
utilizacdo de residuos como substrato para producdo de biossurfactantes por fungos
filamentosos isolados de amostras de solo da regido Amazbnica. Foram realizados
bioprocessos com cinco isolados fungicos sabidamente produtores de biossurfactantes, com a
finalidade de investigar qual deles produzia em menor tempo. Em seguida, foi avaliada a
possibilidade de utilizacdo de residuos (cascas de tucumd, pupunha, banana, cupuagu e
também o 6leo pds-fritura) como subtrato para o bioprocesso com o isolado selecionado. Os
fatores que influenciam na producdo do biossurfactante foram avaliados por planejamento
fatorial. O fungo F. oxysporum 87-2LIVI produziu altos niveis de biossurfactantes em trés
dias de bioprocesso. Esse isolado também se destacou devido a alta producdo de
biossurfactante utilizando a casca de pupunha como substrato. O pH e [extrato de levedura]
foram os fatores mais importantes relacionados a producdo de biossurfactante por esse
isolado. Desta forma, o presente trabalho demonstrou que isolados da espécie F. oxysporum,
isolados de solo amazénico, sdo potenciais produtores de surfactantes e que residuos
amazonicos, em especial casca de pupunha, possui potencial para ser utilizado como
substrato.

Palavras chave: Emulsificantes, Fungos filamentosos, Cascas
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Introducéo

O homem, no seu dia-a-dia, tem a necessidade de misturar a 4gua com substancias
insollveis, seja para a sua higiene (lavagens mediadas por detergentes), para o preparo de
alimentos (sorvetes, cremes) e em diversos processos industriais. Os surfactantes sintéticos,
derivados de petrdleo, tem sido as substancias convencionalmente usadas para formacao
dessas emulsdes. Nos Ultimos anos, a literatura apresentou evidéncias sobre a toxicidade e
baixa degradabilidade dos surfactantes sintéticos e no presente tem ocorrido uma busca por
biossurfactantes, ou seja, surfactantes produzidos por micro-organismos, vegetais ou animais
[1-3].

As industrias que mais utilizam surfactantes sdo as de petrdleo, produtos de limpeza,
higiene corporal e cosmética [4]. Essas possuem interesse em substituir seus surfactantes
convencionais por substancias menos irritantes, menos toxicas e mais biodegradaveis [3,5].
Além dessa demanda, a industria também tem procurado surfactantes que apresentem
atividades bioldgicas adicionais como antioxidante e antimicrobiana [6,7].

Nesse sentido, os biossurfactantes apresentam-se como potencial alternativa para
substituicdo dos surfactantes. Essas substancias sdo metab6litos com propriedades tensoativa
e emulsificante, produzidas por bactérias, leveduras e fungos filamentosos, possuem
grupamentos quimicos diversos relacionados a fisiologia e funcdo microbiana [8]. No entanto,
0 custo do bioprocesso para producdo dos biossurfactantes tem se apresentado como uma
limitagdo importante, sendo que, trabalhos voltados a reduzir os custos dos substratos
convencionais pelo uso de residuos ou substratos mais baratos sdo importantes para producao
de biossurfactantes em nivel industrial [9,10]. No ano de 2014, Sena [11] investigou a
existéncia de fungos filamentosos produtores de biossurfactantes em amostras de solo da
regido amazonica e concluiu que os fungos filamentosos dos géneros Fusarium, Penicillium e
Trichoderma eram bons produtores dessas substancias. A continuidade desse trabalho passa
pela tentativa da producdo desses utilizando residuos/substratos ndo onerosos, de forma a
obter maior viabilidade econdmica na producao desses surfactantes.

Alguns residuos da regido Amazonica, devido a sua composicao rica em carboidratos
e/ou lipideos podem ser investigados como substratos de bioprocessos entre eles: casca de
tucum@ (Astrocaryum aculeatum Meyer), casca da pupunha (Bactris gasipaes), casca de
cupuacu (Theobroma grandiflorum Schum), casca de banana pacovd (Musa) e 6leo de
cozinha pds-fritura. O potencial uso desses residuos como substratos podera reduzir os custos

de producdo de biossurfactantes, bem como, agregar valor a residuos que atualmente
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apresentam-se como um desafio ambiental e de gerenciamento publico. O objetivo deste
estudo foi produzir biossurfactante por fungos isolados de solo da regido Amazonica

utilizando residuos vegetais como substrato.

2. Materiais e métodos

2.1 Micro-organismos

No presente estudo foram utilizados cincos fungos filamentosos isolados de solo
Amazonico, selecionados por Sena et al. [11] como produtores de biossurfactantes. Os
isolados investigados foram Penicillium 8-2CC, Fusarium 85-2RV34, Fusarium 86-2LV27,
Fusarium 87-2LIVI e Trichoderma 91-2BVR31. Esses fungos pertencem a micoteca do
Instituto Nacional de Pesquisas da Amazonia (INPA), onde as suas sub-culturas estdo
conservadas sob Gleo, sob agua e a -70 °C. O acesso desses isolados foi autorizado pelo
CGEN - Processo n° 010344/2013-6.

2.2 Identificacdo molecular dos fungos de solo

O DNA fungico foi extraido do micélio utilizando o Kit Dneasy Plant Mini Kit
(Qiagen Sciences Inc., Valencia CA) de acordo com as instrucdes do fabricante. Em seguida,
foram amplificadas as regides do DNAr ITS (Espaco interno transcrito). Os produtos de PCR
foram purificados utilizando o QIAquick PCR Purification Kit (Qiagen Sciences Inc.,
Valencia CA) de acordo com as instrugdes do fabricante. As reacdes de sequenciamento
foram realizadas utilizando o0 sequenciador, usando 0s primers ITS1 (5-
TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3) e ITS4 (5-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3"). As
sequéncias genémicas fornecidas pelo sequenciador foram analisadas pelo programa BLASTn
frente a base de dados National Center for Biotechnology Information website (NCBI)
(http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi). Sendo somente aceitas as identificagdes com pelo
menos 98% de similaridade. As sequéncias destes grupos foram alinhadas juntamente com as

sequéncias do GenBank em software de programa ClustalW na MEGAG6 [12].
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2.3 Cinética de crescimento e producédo de biossurfactante

O bioprocesso foi realizado em Erlenmeyers (125 mL). O volume obtido baseado na
concentracdo foi colocado em 25 mL de meio de cultivo, constituido de 40 g/L de 6leo de soja
(Soya®) e 10 g/L de extrato de levedura (Bacto Yeast Extract® BD) [1], o meio foi
esterilizado em autoclave a 121 °C/15 min. Para o indculo, realizou-se uma suspensdo de
esporos em solucdo salina (0,85%) para contagem na camara de Neubauer (Improved
L.Optik) a fim de obter a concentragdo de 1x10* cél/mL.Os frascos foram incubados sob
agitacdo orbital por 100 rpm durante 21 dias em temperatura ambiente (25 £ 2 °C). As
variaveis indice de emulsificacdo e producdo de biomassa foram avaliados a cada 72 horas, a

fim de estudar as suas cinéticas.
2.4 Selecdo dos residuos como substrato para os fungos

Foi realizada a selecdo dos residuos vegetais: casca de tucuma, casca de pupunha,
casca de cupuagu, casca de banana e 6leo pds-fritura. O meio consistiu de 10 g/L de extrato de
levedura e 40 g/L do residuo (quando solido triturado a fragmento < 3mm). Também foi
realizado: a) controle positivo de producdo: Extrato de levedura (10g/L) e 6leo de soja
(40g/L) e b) crescimento somente na presenca de extrato de levedura (40g/L). O bioprocesso
foi realizado em condicdo similar a descrita no item anterior (2.3). A variavel de resposta

desse grupo de experimentos foi o indice de emulsificacao.
2.5 Influéncia das condi¢es de cultivo na producdo de biossurfactante

Por meio de um experimento multivariado, foi avaliada a influéncia dos fatores:
[residuo selecionado] (item 2.4), [6leo de soja], [extrato de levedura], [pH] e [agitacdo] na
producdo de biossurfactante. As condi¢Ges experimentais foram similares as descritas
anteriormente (item 2.3).

As influéncias destas varidveis foram estudadas de acordo com um planejamento
experimental 2° simples com objetivo de identificar os fatores com influéncia estatistica [13].
Foram realizados 32 experimentos, com trés repeticbes no ponto central. Um modelo
matematico foi determinado para a utilizacdo da metodologia de superficie de resposta e as
repeticGes no ponto central foram utilizadas para o célculo do erro experimental. Os niveis

dos fatores estudados estdo mostrados na Tabela 1.
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Tabela 1- Niveis utilizados para concentragdo do substrato, fonte de nitrogénio, pH, agitagdo e indutor no

planejamento experimental 2° para a producéo de biossurfactante pelo fungo selecionado.

Fatores Niveis

-1 0 1
Residuo selecionado (g/L)* 11,72 40 68,28
Extrato de levedura (g/L) 2,929 10 17,071
pH 1,47 5 8,53
Agitacdo orbital (rpm) 29,29 100 170,71
Oleo de soja (g/L) 11,72 40 68,28

*Residuo selecionado no item 4.3.3.

Um segundo grupo de experimentos foi realizado para investigar o efeito quadratico
dos fatores [residuo] e [extrato de levedura] por meio de um planejamento fatorial 22 com

adicdo dos pontos axiais (Tabela 2).

Tabela 2- Niveis utilizados para os fatores residuo selecionado e extrato de levedura no planejamento

experimental 2% com adic&o dos pontos axiais.

Fatores Niveis

-1,41 -1 0 1 1,41
Residuo selecionado* 0 11,72 40 68,28 80
Extrato de levedura 0 2,929 10 17,071 20

*Residuo selecionado no item 4.3.3.

2.5 Ensaios analiticos

indice de emulsificacdo (E24)

Teste de indice de emulsificacdo (E24) técnica descrita por Cooper e Goldenberg [14],
adaptado por Kiran et al. [15], no qual foi misturado 2 mL do caldo livre de células por
filtracdo com 2 mL de uma fonte de hidrocarboneto em um tubo de vidro 16X150mm de
rosca, neste estudo foi utilizado o Tolueno, a solugdo foi agitada no maximo por 2 minutos

constantes em agitador de tubos tipo vortex (Phoenix®). Apds 24 horas, a proporcdo da
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emulsédo formada foi comparada com o volume total de hidrocarboneto adicionado. A
atividade de emulsificagdo foi comparada com surfactante padrdo Dodecil sulfato de sddio

(SDS), sendo o indice de emulsificacdo calculado pela seguinte formula:

E24= (altura da camada de emuls&o / altura total) x 100

Producéo de biomassa (g/L)

A biomassa foi estimada utilizando a técnica de peso seco. A massa micelial foi
filtrada em papel filtro quantitativo 12,5 cm @ com poros de 28 um (Quanty®) que foi
inicialmente secado em estufa a 100 °C por 24h e anotado o peso inicial dele, o papel com a
massa micelial foram secados nas mesmas condicdes anteriormente. O valor do crescimento
micelial foi monitorado a cada 72 horas, durante os 21 dias, sendo estabelecido pela diferenca
do peso final (f) pelo peso inicial (i).

Biomassa= peso (f) — peso (i)

2.6 Andlises estatisticas

Todos os experimentos foram realizados em triplicata e calculadas a média e desvio
padrdo. Quando necessario foram realizados ensaios de analise de variancia para determinar a
diferenca estatistica entre experimentos. Especificamente os experimentos de planejamento
fatorial foram desenvolvidos no programa CHEMOFACE e analisados com auxilio dos
softwares STATGRAPHICS versdo 6.0 e também no STATISTICA verséo 5.0.

3. Resultados

3.1 Identificacdo das espécies produtoras de biossurfactantes

Com a finalidade de identificar em nivel de espécie os isolados flngicos utilizados no
presente trabalho, foi realizada a PCR e sequenciamento da regido ITS do DNAr desses
micro-organismos. Os isolados Penicillium spp. 8-2CC e Trichoderma spp. 91-2BVR31 nédo

puderam ser identificados conclusivamente (produtos de amplificacdo ndo adequados). Todos
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os fungos do género Fusarium (85-2RV34, 86-2LV27 e 87-2LIVI) foram identificados como
pertences a espécie Fusarium oxysporum. Na Figura 1 pode ser observada a analise

filogenética molecular pelo método de méaxima verossimilhanca.

-5 | AMO4
AMO5

AMO6
47 Fusarium oxysporum KP132218.1
|7 Fusarium sporotrichioides KC254054.1
33 a7 Fusarium chlamydosporum AJ853773.1
?“ Fusarium eauiseti KC254029.1

Fusarium verticillioides GQ376117.2

—— Fusarium proliferatum KP132227.1

— Fusarium nygamai EF568056.1
Fusarium acuminatum KP068924.1

Fusarium delphinoides KP132211.1

100 [~
20 [ Fusarium dimerum KP132213.1
o1 Fusarium lichenicola KP132217.1
a2
Fusarium petroliphilum KP132223.1
100 Fusarium falciforme KC254044.1
44 | Fusarium keratoplasticum KP132216.1
42 Fusarium solani KP132231.1
—

0.0z

Figura 1- Andlise filogenética molecular pelo método de maxima verossimilhanca. A analise envolveu 18
sequéncias de nucleotideos. Todas as posicdes que contém lacunas e dados em falta foram eliminados. As
analises foram realizadas em MEGAG6. Sendo Fusarium 85-2RV34 (AM 04), Fusarium 86-2LV27 (AM 05 ) e
Fusarium-87 2LIVI (AM 06).
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3.2 Cinética do bioprocesso com os fungos filamentosos

Com o objetivo de investigar a cinética da producdo de biossurfactante e do
crescimento microbiano, os cinco isolados foram cultivados em meio contendo extrato de
levedura e 6leo de soja. O isolado F. oxysporum 87-2LIVI apresentou o maior indice de
emulsificacdo (50 % +0,1 ) em 72 h de bioprocesso, momento em que o fungo iniciou sua fase
estaciondria de crescimento (Figura 2).
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Figura 2 — Producdo de biosurfactantes (indice de emulsificagdo-E24%) e crescimento microbiano (g/L) em 21
dias de bioprocesso com os fungos filamentos a) Trichoderma spp. 91-2BVR31 b) Penicillium spp. 8-2CC c¢)
Fusarium spp. 85-2RV34 d) Fusarium spp. 86-2LVV27 e) Fusarium spp. 87-2LIVI em meio contendo extrato de
levedura e 6leo de soja.
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3.3 Selec¢do dos residuos como substrato para o fungo produzir o biossurfactante

Foi investigada a possibilidade de utilizar residuos regionais como substrato, para
tanto foram realizados bioprocessos utilizando cascas (tucumd, pupunha, cupuacu e banana) e
o0leo de soja pos-fritura como substrato. Todos os fungos produziram biossurfactante em todos
0s residuos, assim como somente na presenca de extrato de levedura, exceto F. oxysporum 86-
2LV27. O maior indice de emulsificagdo (64,34 +1 %) foi obtido pelo fungo F. oxysporum
85-2RV34, no entanto, o isolado selecionado para as demais etapas do trabalho foi o fungo F.

oxysporum 87-2LIVI pela producdo mais rapida (Tabela 3).

Tabela 3 — indice de emulsificagio (E24%) do biossurfactante produzido pelos fungos filamentosos utilizando
como substrato cinco residuos e na presenca somente do extrato de levedura. Resultado de média e de desvio
padréo.

E24 (%)
Tempo Controle ~ Casca de Casca de Casca de Casca de Oleo Extrato
Fungo (dias) positivo*  Pupunha Tucuma Cupuagu Banana pos-fritura  de levedura

Trichoderma 91-2BVR31 12 53,76 £2 62,76+7 5161%0 54,732 51,04+4 937%6 6,380
F.oxysporum 87-2LIVI 3 62,13+3 56,38+2 51,08%1 3296+10 4194+3 44,256 39,38+2
Penicillium 8-2CC 9 34+3 59+2 21+5 21+11 43+11 45+ 2 17+6
F. oxysporum 86-2LV27 15 48+ 4 49+4 52+6 14+2 43+3 14+8 0
F. oxysporum 85-2RV34 15 61,82+3 64,34+1 59,370 56,25+ 3 57,29+4 59,97 +2 56,25 £ 3

SDS 90%
*Meio composto de extrato de levedura e 6leo de soja

3.4 Influéncia dos fatores de bioprocesso na producéo de biossurfactante pela linhagem F.

oxysporum 87-2LIVI

Bioprocessos foram realizados de acordo com um planejamento fatorial 2°, com a
finalidade de investigar a influéncia dos fatores: casca de pupunha, extrato de levedura, pH, agitacdo e
indutor na producdo de biossurfactante por F.oxysporum 87-2LI1VI. Observa-se que os valores de
indice de emulsificacdo variaram de 0 a 60% conforme a interacdo dos fatores estudados

(Tabela 4), demonstrando a importante influéncia dos fatores investigados.
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Tabela 4 - Matriz com os niimeros de experimento do planejamento fatorial 2° para producéo de biossurfactante
por F. oxysporum 87-2IVI, sendo os fatores analisados: residuo, extrato de levedura, pH, agitacdo e indutor. A
variavel de resposta deste experimento foi o indice de emulsificacdo E24%.

N° de experimentos Residuo Extrato de levedura pH Agitacdo Indutor E24 (%)
1 11,72 2,92 147 29,29 11,72 0,0
2 11,72 2,92 1,47 29,29 68,28 0,0
3 11,72 2,92 147 170,71 11,72 0,0
4 11,72 2,92 1,47 170,71 68,28 0,0
5 11,72 2,92 8,53 29,29 11,72 50,0
6 11,72 2,92 8,53 29,29 68,28 355

11,72 2,92 8,53 170,71 11,72 9,7

11,72 2,92 8,53 170,71 68,28 0,0
9 11,72 17,07 147 29,29 11,72 16,1
10 11,72 17,07 1,47 29,29 68,28 194
11 11,72 17,07 1,47 170,71 11,72 0,0
12 11,72 17,07 147 170,71 68,28 0,0
13 11,72 17,07 8,53 29,29 11,72 40,6
14 11,72 17,07 8,53 29,29 68,28 48,4
15 11,72 17,07 8,53 170,71 11,72 54,8
16 11,72 17,07 8,53 170,71 68,28 60,0
17 68,28 2,92 147 29,29 11,72 25,8
18 68,28 2,92 1,47 29,29 68,28 0,0
19 68,28 2,92 147 170,71 11,72 0,0
20 68,28 2,92 1,47 170,71 68,28 16,1
21 68,28 2,92 8,53 29,29 11,72 54,8
22 68,28 2,92 8,53 29,29 68,28 51,6
23 68,28 2,92 8,53 170,71 11,72 9,7
24 68,28 2,92 8,53 170,71 68,28 9,7
25 68,28 17,07 147 29,29 11,72 41,9
26 68,28 17,07 1,47 29,29 68,28 0,0
27 68,28 17,07 147 170,71 11,72 9,7
28 68,28 17,07 1,47 170,71 68,28 54,8
29 68,28 17,07 8,53 29,29 11,72 51,6
30 68,28 17,07 8,53 29,29 68,28 51,6
31 68,28 17,07 8,53 170,71 11,72 48,4
32 68,28 17,07 8,53 170,71 68,28 50,0
33 40 10 5 100 40 48,4
34 40 10 5 100 40 58,1

35 40 10 5 100 40 51,6
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Os efeitos principais e suas respectivas interagcdes calculadas a partir dos dados da

Tabela 4 sdo apresentados na Tabela 5 e representados graficamente na Figura 3. Os erros

padrdo (o) dos efeitos foram calculados a partir das replicatas do ponto central (Tabela 4).

Segundo Barros Neto [13], ao nivel de 95% de confianca, somente sdo considerados

significativos os efeitos, em modulo, cujos valores forem maiores que “ty X ¢” , onde t, € 0

valor do teste t para vgraus de liberdade. O valor do teste t para 2 graus de liberdade (t;), ao

nivel de 95% de confianca é 4,313 na tabela de distribuicdo t-student.

Tabela 5 — Efeitos dos fatores sobre a producdo de biossurfactante e o desvio padréo calculado no ponto central.

(Média)

A:Casca de pupunha
B: Extrato de levedura
C:pH

D: Agitacdo

E: Oleo de soja

BD

CD

DE

27,6657 +/- 0,835464
8,825 +/-1,7475*
17,775 +/-1,7475*

27,6625 +/- 1,7475*
-10,275 +/- 1,7475*
-1,0 +/-1,7475
11,2875 +/- 1,7475*
-7,45 +/- 1,7475
8,2875 +/- 1,7475*

*valores estatisticamente significativos p<0,05.
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Figura 3 — Efeitos principais da casca de pupunha, extrato de levedura, pH, agitacdo e 6leo de soja na varidvel de

resposta indice de emulsificagdo.
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Os fatores Casca de pupunha (A), Extrato de levedura (B), pH (C), Agitagédo (D) e a
interacdo BD e DE apresentaram significAncia estatistica. Considerando-se esses efeitos
estatisticamente significativos, um modelo linear foi ajustado com os dados da Tabela 5 e esse

é descrito a na Equacéo 1.

Y =9,35221 + 0,156029*A + 0,128123*B + 5,41055*C - 0,193804*D - 0,224901*E + 0,0112877*B*D -
0,0149235*C*D + 0,00207221*D*E (Equagdo 1)

Analise de variancia (ANOVA) foi realizada para validacdo do modelo matematico
descrito na Equacdo 1 (Tabela 6). Esse modelo matematico ndo apresentou regressao
significativa (65,09%) e apresentou falta de ajuste significativa.

Tabela 6 — Anélise estatistica do planejamento fatorial 2° pela ANOVA em um intervalo de 95% de confianca.

— Soma dos Graus de Quadrados
Fonte de variagdo quadrados liberdade médios F Valor de p
A: Casca de pupunha 623,045 1 623,045 25,50 0,0370
B: Extrato de levedura  2527,6 1 2527,6 103,46 0,0095
C:pH 6121,71 1 6121,71 250,58 0,0040
D:Agitacéo 844,605 1 844,605 34,57 0,0277
E:Oleo de soja 8,0 1 8,0 0,33 0,6249
BD 1019,26 1 1019,26 41,72 0,0231
CD 444,02 1 444,02 18,18 0,0509
DE 549,461 1 549,461 22,49 0,0417
Falta de ajuste 6288,37 24 262,015 10,73 0,0887
Erro puro 48,86 2 24,43
Total ( corr) 18474,9 34
R’= 65,69 %

R? (ajustado para g.l.) = 55,14%

Para avaliar a influéncia quadratica dos fatores [casca de pupunha] e [extrato de
levedura], um segundo grupo de experimentos foi realizado de acordo com um planejamento
fatorial 2% com adigdo dos pontos axiais. Os demais fatores como pH, agitacdo e éleo de soja
tiveram os mesmos valores do ponto central do experimento anterior. A resposta variou de
3,22 a 58,06% (Tabela 7).
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Tabela 7 - Matriz com os niimeros de experimento para o planejamento 22 para producéo de biossurfactante por
F. oxysporum, sendo os fatores analisados: casca de pupunha e extrato de levedura. A variavel de resposta deste
experimento foi o indice de emulsificacdo E24%.

N° de experimentos Casca de pupunha Extrato de levedura E24%
1 68,28 17,07 22,58
2 40 0 9,67
3 0 10 58,06
4 68,28 2,93 12,5
5 40 10 31,25
6 40 10 45,16
7 80 10 45,16
8 11,72 17,07 58,06
9 40 20 3,22
10 11,72 2 48,38
11 40 10 48,38

Os fatores lineares Casca de pupunha (A) e Extrato de levedura (B) e os fatores
quadréticos Casca de pupunha (A?) e Extrato de levedura (B®) apresentaram significancia
estatistica (Tabela 8).

Tabela 8 - Efeitos dos fatores sobre a producéo de biossurfactante e o desvio padréo calculados no ponto central.

Média 46,6828 +/- 0,935685
A:Casca de pupunha -22,4047 +/- 1,14597*
B:Extrato de levedura 2,65862 +/-1,14597

AA 8,10558 +/-1,36398*
AB 0,201584 +/- 1,62095
BB -37,0557 +/- 1,36398*

*fatores com efeitos estatisticamente significativos p<0,05.

Considerando-se somente efeitos estatisticamente significativos, um modelo linear foi

ajustado com os dados da Tabela 7 e esse é descrito a na Equagéo 2.

Y=31.6952-0.801342*A+7.59913*B-+0.00506599* A*2-0.370557*B"2 (Equacio 2)

Andlise de variancia (ANOVA) foi realizada para validacdo do modelo matematico

descrito na Equacéo 2 (Tabela 9). Esse modelo matematico apresentou regressédo de 86,61%.



Tabela 9— Anélise estatistica do planejamento fatorial 22 com adigao dos pontos centrais pela ANOVA em um

intervalo de 95% de confianga

Soma

Graus

Quadrados

Fonte de variagao dos quadrados de liberdade  médios F Valor de p
A: Casca de pupunha 1003,94 1 1003,94 382,23 0,0026

B: Extrato de levedura 14,1365 1 14,1365 5,38 0,1461
AA 95,7538 1 95,7538 35,31  0,0272
AB 0,0406364 1 0,0406364 0,02 0,9124
BB 1938,53 1 1938,53 738,06 0,0014
Falta de ajuste 537,697 3 179,232 68,24  0,0145
Erro puro 5,25304 2 2,62652

Total 4057,76 10

R* = 86,6195%
R? (ajustado para g. = 73,2389 %
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Para representar os resultados contidos no modelo (equacéo 2) foi feita uma superficie de

resposta (Fig. 4). A superficie de resposta demonstrou que as concentracfes 6timas para a

méaxima producdo de biossurfactantes foram: 10 g/L de Extrato de Levedura e 0 g/L de casca de

pupunha.

Bl 4164
Bl 8318
Il 12473
Il 16.627
Il 20.781
[ 24.935
[ 129.089
[ 133243
[ 37.398
[ 41.552
B 45.706
B 49.860
Il 54014
Il 58.168
Il 62322
Hl 66477

Figura 4 — Superficie de resposta da combinacao da casca de pupunha e extrato de levedura na variavel de

resposta indice de emulsificagdo
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4 Discussao

O propésito deste estudo foi investigar o potencial de residuos como substrato na
producdo de biossurfactante por fungos. Inicialmente, foi investigado o perfil cinético de
crescimento dos fungos selecionados e a produgdo de biossurfactante, o fungo Fusarium
oxysporum 87- 2LIVI destacou-se pela produgdo em apenas trés dias (E24= 50+0,1%). Em
sequida, foram avaliados os residuos como substrato. Embora todos os residuos tenham se
apresentado como 6timas alternativas de substrato, a casca de pupunha foi o residuo no qual
os fungos apresentaram os maiores indices de emulsificacdo. Cinco fatores relacionados a
producdo (residuo, extrato de levedura, pH, agitacdo e indutor) foram avaliados, demonstrou-
se que o pH foi o fator com maior influéncia estatistica na producdo. No segundo
planejamento, os fatores casca de pupunha e extrato de levedura tiveram suas concentracfes
otimizadas.

O presente estudo é o primeiro a demonstrar a producdo de biossurfactante pelo fungo
F. oxysporum. A literatura apresenta dois estudos que demonstram o potencial desse género
para producdo de biossurfactante [16,17]. Esses estudos demonstraram a capacidade desse
género de produzir biossurfactante do tipo lipopeptideo (Fusarium sp. BS-8) [16] e o
biossurfactante enamida (Fusarium proliferatum) [17].

Nas condigdes experimentais, a producdo dos biossurfactantes pelos cinco isolados
investigados esteve positivamente relacionada com o crescimento fangico. Trabalhos da
literatura apresentam fungos que possuem esse comportamento de producdo do
biossurfactante similar a de um metabolito priméario, como por exemplo, Syncephalastrum
racemosum [18] Curvularia lunata [19] mas também apresenta trabalhos com fungos
Pleorotus djamor [20] e Pleorotus ostreatus [21] em que os isolados produzem os
biossurfactantes como metabdlitos secundérios.

A utilizacdo das cascas dos frutos cupuacu, tucuma, pupunha e banana demonstraram
ser alternativas de substratos para producdo de biossurfactantes. A casca do tucuma ja havia
sido destacada para cultivo de cogumelo [22]. Outros estudos direcionam para a producédo de
energia como a casca de cupuagu sendo aproveitada como insumo energético em processo de
bioconversdo [23]. Outras cascas foram descritas na literatura como substratos.
Especificamente, foram estudadas as cascas de frutas como laranja [24], banana [25,26], maca
[27] e abacaxi [28] como substratos para a producéo de biossurfactante. No presente estudo, a
casca de pupunha destacou-se como substrato para os isolados fungicos. Esse desempenho

pode ser respondido pela sua composicao: lipideos (18,5%), proteinas (5%) e carboidratos
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(69,1%) [29]. O uso de substratos prepara um caminho para um processo de producdo de
custo efetivo mais barato [1] e cria a expectativa da criacdo de um banco de dados para
substratos [30]. Assim, este trabalho destaca a utilizacdo dos residuos como potencial
substrato para a producéo de biossurfactante.

A producdo da substancia ndo depende exclusivamente do micro-organismo estudado,
depende das condigdes do meio no qual esta sendo cultivado e as condi¢Bes externas como
pH, agitacdo, temperatura e o tempo do bioprocesso [8,31]. Os resultados do planejamento
fatorial utilizado no presente trabalho indicaram que os fatores pH e extrato de levedura
influenciaram mais significativamente a produgdo do biossurfactante. O F. oxysporum teve
melhor producdo com pH > 5, ou seja, o fungo demonstra preferéncia por meios alcalinos,
assim como o fungo Fusarium BS-8 que obteve a maxima producdo em pH 7, conforme o
autor, as condi¢cfes extremas de pH inibem a producdo do biossurfactante e essa variagdo
confere mudancas qualitativas e quantitativas [16].

O extrato de levedura é uma fonte de nitrogénio utilizada no meio para producdo de
biossurfactante pelo género Fusarium [16,17]. Estudo descrito por Sorensen et al. [32]
demonstra o efeito do extrato de levedura na producdo de metabdlitos por fungos filamentosos
e enfatiza a necessidade da utilizacdo da mesma marca nos experimentos repetidos. Este
estudo destaca a producgéo de biossurfactante somente na presencga do extrato de levedura. O
extrato de levedura contém elementos proteicos e acidos nucleicos que por si s6 pode fornecer
a fonte nitrogénio ou carbono exigido pelo micro-organismo para a biossintese do produto
metabolico [33]. Vale ressaltar que, nas condi¢bes experimentais, o extrato de levedura,
isoladamente, demonstrou ser adequado para producgéo de biossurfactantes pela maioria dos
isolados investigados.

Os dados gerados neste estudo foram baseados no resultado do indice de
emulsificacdo, que foi a varidvel selecionada para a detecgdo da substancia, sendo assim uma
limitacdo tendo em vista que a literatura descreve outros metodos de deteccdo e avaliagdo do
biossurfactante como concentracdo micelar critica [34], tensdo superficial [35], teste de
hemolise [36], teste de deslocamento de 6leo [37] atividade de emulsificacdo dgua-6leo/dleo-
agua [38] e determinacdo ibnica [39], estes testes também auxiliam no direcionamento da
aplicacdo do biossurfactante produzido. Outro fator limitante do presente estudo é
desconhecer a composicao do biossurfactante produzido pelos fungos investigados.

Conclui-se, que: a) os fungos filamentosos isolados de solo da regido Amazonica,
destacando-se pela primeira vez a espécie F. oxysporum, apresentam potencial producdo de

biossurfactantes. b) residuos vegetais podem ser utilizados como substratos nos bioprocessos,
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destacando-se as cascas de pupunha como melhor residuo. Dentre os fungos, o que obteve

maior destaque para a produgdo foi F.oxysporum 87 - 2LIVI, incluindo assim sua

potencialidade de produzir emulsdo neste presente estudo. Diante deste estudo é possivel em

trabalhos futuros realizar processos downstream estudando purificacdo e caracterizacdo da

substancia, outras formas de bioprocesso, como fermentacdo em estado sélido utilizando os

residuos vegetais, estudos para aumento da escala de producéo, avaliacdo toxicologica e testes

de estabilidade tendo em vista a aplicacdo biotecnologica e finalmente a avaliagdo em campo.
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6 CONCLUSAO

e Os fungos do género Fusarium isolados de solo Amazdnico produtores de

biossurfactantes foram identificados como F. oxysporum.

e Dentre os cincos isolados selecionados, o F. oxysporum 87-2LIVI produziu maior

quantidade de biossurfactante em menor tempo comparado aos demais isolados.

e Os residuos vegetais (casca de tucuma, pupunha, banana, cupuagu e dleo pos-fritura)
sdo potenciais substratos para os fungos filamentosos para producdo de

biossurfactante, destacando-se a casca de pupunha.

e Os fatores de bioprocessos pH e concentracdo extrato de levedura exerceram

influéncia na producéo de biossurfactante.
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APENDICE A — Perfil de bandas correspondentes a regido 1TS1/ITS4 em gel de eletroforese
(100A/100V por 25 min) apds purificacdo dos amplicons. Marcador de pares de bases (M); 1)
Penicillium 8 - 2CC; 2) Fusarium 85 - 2RV34; 3) Fusarium 86 - 2LVV27; 4) Fusarium 87 -
2LIVI; 5) Trichoderma 91 - 2BVR31 e Controle negativo.
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APENDICE B — Diagrama de Pareto padronizado dos efeitos para o indice de emulsificacio (E24%). O
ponto em que os efeitos foram significativos (p<0,05) esta indicado pela linha vertical.
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APENDICE C — Diagrama de Pareto padronizado dos efeitos para o indice de emulsificag&o

(E24%). O ponto em que os efeitos foram significativos (p<0,05) estd indicado pela linha
vertical
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APENDICE D — Emulsificacdo de um dos fungos estudados durante a cinética de producio
de biossurfactante.




