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RESUMO

Os surfactantes sdo muito demandados pelas industrias farmacéutica,
alimentos e de petréleo. Os surfactantes sintéticos, que sdo convencionamente
utilizados, apresentam problemas relacionados a sua toxicidade e recalcitrancia.
Isso aumenta o interesse nos surfactantes de origem natural produzidos por micro-
organismos (biossurfactantes). Poucos trabalhos foram realizados investigando a
producdo dessas subtancias por fungos isolados da Regido Amazonica. Diante
dessa situacao, o presente trabalho investigou a producéo de biossurfactantes por
fungos isolados de solo da floresta amazénica. Foi realizado o isolamento de micro-
organismos de amostras de solo do Bosque do Instituto Nacional de Pesquisas da
Amazoénia pelo método de diluicbes sucessivas. A identificacdo dos isolados foi
realizada investigando-se as caracteristicas micromorfolégicas das col6nias (técnica
de microcultivo). Para selecdo dos isolados produtores de biossurfactantes, os
mesmos foram cultivados em bioprocesso submerso e os filtrados das culturas foram
submetidos a investigacdo pelas técnicas de colapso da gota e indice de
emulsificacdo. O isolado selecionado foi submetido a otimizacdo da producao do
biossurfactante por meio de um delineamento fatorial 2* a fim de avaliar a influéncia
da concentracdo das fontes de carbono e nitrogénio utilizadas, bem como, pH e
tempo de tratamento das amostras. Por fim, o biossurfactante produzido pelo isolado
selecionado foi semi-purificado e submetido a ensaios de estabilidade térmica e
ibnica. A partir dos meétodos desenvolvidos, foi possivel isolar 100 amostras
fungicas, das quais, 9 apresentaram bom indice de emulsificacdo (E.4>40) e
Penicillum 8CC2 foi considerado o melhor produtor de biosurfactante. A
investigagdo da influéncia dos fatores do bioprocesso mostraram que a melhor
condicdo para obtengdo de biossurfactante foi utilizando oleo de soja (20 g/L),
extrato de levedura (30g/L), pH 6,0 por 9 dias. A avaliacdo da estabilidade térmica
(100°C por 60 min) e ibnica (NaCl 30%) demonstrou que nenhum dos dois fatores
desestabilizaram o emulsificado produzido. As principais contribuicbes aqui
alcancadas no presente trabalho foram o isolamento da linhagem produtora
biossurfactante de Penicillium 8CC2 e a definicdo preliminar dos parametros de
bioprocesso.

Palavra-chave: Solo amazo6nico, Biossurfactantes, Fungos, otimizagéo.



ABSTRACT

Surfactants play an important hole in pharmaceutical, food and oil industries.
Synthetic surfactants have been presenting problems related to their toxicity and
recalcitrance. This situation increases the interest on natural surfactants produced by
microorganisms (biosurfactants). Just a few studies were conducted investigating the
production of these substances by fungi isolated from the Amazon region. The aim of
this study was investigate the production of biosurfactants by fungi isolated from soil
in the Amazon forest. The isolation of micro-organisms of the soil samples was
performed by the method of successive dilutions. The identification of the isolates
was performed by investigating the micromorphological characteristics (microculture
technique). For selection of biosurfactants producers, the strains were submitted
submerged bioprocess and the filtrated from the cultures were subjected to
investigation by techniques “collapse of the drop” and “emulsification index”. The
selected isolate was subjected to optimize the production of the biosurfactant by a
factorial design 2* evaluating the influence of the concentration of carbon and
nitrogen sources, pH and bioprocess time. Finally, the biosurfactant produced by the
selected strain was semi-purified and tested for stability (thermal and ionic). It was
isolated 100 fungal strains, 9 of them showed good emulsification index (E24> 40)
and Penicillium 8CC2 was screened as the best biosurfactant producer. The
investigation of the influence of the bioprocess factors showed that the best condition
for obtaining the biosurfactant was by using soybean oil (20 g/L), yeast extract (30
g/L) pH 6.0 and 9 days. The evaluation of thermal (100 ° C for 60 min) and ionic
(30% NaCl) stability showed that none of the two factors destabilized emulsified
produced. The main contributions that were achieved in the present work was the
isolation of biosurfactant producer Penicillium 8CC2 and a preliminary definition of

bioprocess parameters.

Keyword: Amazon Solo, Biosurfactants, Fungi, optimization.
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1. INTRODUCAO

Reino Fungi contém um grupo diversificado de organismos. Os caracteres
comuns entre todos os fungos verdadeiros sdo a presenca de quitina na parede
celular. Tém se adaptado a diversos nichos ecolégicos que permitiram a estes
organismos para prosperar em quase todos os habitats do planeta (TOOME, 2011).
A morfologia dos fungos pode ir de formas pluricelulares, os fungos filamentosos, a
tipos unicelulares, as chamadas leveduras (BOTHA, 2011).

Os fungos podem contribuir substancialmente para a biomassa microbiana do
solo, bem como para a diversidade genética entre 0os micro-organismos do solo
(BOTHA, 2011). Em geral, os fungos desempenham um papel importante nos ciclos
do carbono e nitrogénio dos solos (BATES & GARCIA- PICHEL, 2009). Muitos
fungos do solo sao conhecidos por solubilizarem fosfatos inorganicos (PRADLAN &
SUKLA, 2005).

A floresta amazonica possui grande potencial de producédo de substancias
Gteis a partir de fungos isolados dela. Apesar de sua grande biodiversidade, as
espécies que compdem esse bioma sdo pouco conhecidas. Por conta disso, se
destacam como um vasto campo a ser explorado na busca de micro-organismos que

possam ser usados nos processos biotecnolégicos (THIEME et al, 2007).

Os biossurfactantes sdo um grupo heterogéneo de moléculas tensoativas
produzidas por micro-organismos. Essas moléculas também reduzem a tensao
superficial, concentracdo micelar critica e tensdo interfacial tanto em solucdes
aguosas quanto de misturas de hidrocarbonetos (BANAT, et al 2010). S&o anfifilicos
formados por duas partes: uma porgcdo polar hidrofilica e um grupo apolar
(hidrofébico). (BANAT et al, 2010; PACWA-PLOCINICZAC et al, 2011). Sao uteis
para uma ampla gama de aplicagbes industriais envolvendo: detergéncia,
emulsificacdo, lubrificacdo, capacidade espumante, capacidade molhante,
solubilizac&o e dispersao de fases (NITSCHKE & PASTORE, 2002).

Diversos micro-organismos como bactérias, fungos e leveduras produzem
surfactantes que atuam como detergentes, emulsificantes entre outras funcdes
(HABA, 2000; RODRIGUES, 2011), porém hé trabalhos mais frequentes utilizando
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bactérias e leveduras quando em comparacdo aos fungos filamentosos (LUNA,
2007). Entre as espécies de leveduras, Candida spp. e Yarrowia spp. tém se

destacado na producao desses compostos (AMARAL, 2007).

O tipo, a quantidade e a qualidade dos biossurfactantes produzidos por um
micro-organismo séo influenciados por fatores como: a natureza da fonte de
carbono, as concentragbes de nutrientes como nitrogénio, fésforo, magnésio, ferro,
enxofre e manganés no meio e as condicbes de crescimento tais como pH,
temperatura, agitacdo e oxigénio disponivel (BANAT, 1995; FONTES, 2008;
GEORGIOU et al., 1992; PIRROLO, 2006). O que dificulta sua utilizagdo sdo os
custos com a producdo quando comparados com o0s tensoativos sintéticos
(THAVASI et al, 2007).

A composicdo dos biossurfactantes € bastante variavel e por isso sao
classificados de acordo com sua composicdo quimica e sua origem microbiana,
apresentando diferentes estruturas quimicas principalmente aqueles produzidos na
presenca de hidrocarbonetos (LANG & WULLBRANDT, 1999; PACWA-
PLOCINICZAC et al, 2011). Pertencem a sete grupos distintos: glicopeptideos,
lipopeptideos, fosfolipideos, &cidos graxos ou lipidios neutros, surfactantes
poliméricos e os surfactantes particulados (ROSEMBERG & RON, 1999).

A enorme procura por surfactantes encontrou atualmente inumeros
surfactantes sintéticos. Esses compostos sdo usualmente toxicos ao meio ambiente
e ndo sao biodegradaveis (PANATHU et al, 2008). Portanto, ha uma grande
necessidade em buscar compostos surfactantes, a partir de metabdlitos utilizando
em especial os fungos, produzidos sem agressdo ao ecossistema, como alternativa
aos tensoativos quimicos, e que tenha uma boa estabilidade. Além disso, ha um
especial interesse na otimizacao do processo de producao desses compostos com o
objetivo de diminuir os custos na producdo em larga escala, o que ainda hoje € um

grande desafio biotecnoldgico.



14

2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Potencial biotecnoldgico de fungos isolados do solo amazénico

Os fungos tém registros fosseis presumiveis no periodo Pré-Cambriano, mas
com registros mais evidentes a partir do periodo Siluriano, entre 438 e 408 Milhdes
de anos. Pertencem a um diverso grupo de organismos e estéo classificados no filo
Eumycota. S&o eucariotos, heterotréficos e dependem da disponibilidade de

nutrientes ricos em energia (MORE, 2010).

Os fungos possuem glicogénio como substancia de reserva, e sua parede sao
na maior parte constituida de quitina (SCHAECHTER et al., 2010). Adquirem as
fontes de carbono para a sintese celular a partir da matéria organica ou nutrindo-se
como parasitas de hospedeiros vivos. Em sua maioria sédo de vida livre, e podem ser
classificados em grupos, tais como fungos filamentosos, leveduras e cogumelos
(HANGESKAL, 2009).

Fungos crescem em quase todos os habitats da Terra, superado apenas por
bactérias na sua capacidade de resistir a condicdes extremas de temperatura,
atividade de agua, e uma fonte de carbono. Regides tropicais, a exemplo do Brasil,
sdo consideradas as que contém a maior diversidade desses micro-organismos
(BLAKWELL, 2011).

No solo os fungos apresentam uma grande diversidade. H4 no solo
representante de todos os grandes grupos de fungos, ocorrendo numa densidade
populacional entre 10* a 10° fungos/grama de solo. Alguns géneros sdo mais
comuns que outros. Os géneros mais frequentemente isolados do solo sdo: Mucor,
Penicillium, Trichoderma, e Aspergillus, seguidos por Rhizopus, Zygorhynchus,
Fusarium Cephalosporium e Verticilium. Muitos fungos do solo sdo conhecidos por
solubilizarem fosfatos inorganicos, e desempenham um papel importante na
complementacao de fésforo para as plantas (PRADLAN & SUKLA, 2005).

Espécies de Aspergillus, Penicilium e de leveduras tém sido amplamente
relatadas como agentes na solubilizacdo de fosfatos inorganicos (PRADLAN &
SUKLA, 2005). Sdo importantes nos ciclos biogeoquimicos, como agentes de

controle biolégico e como produtores de quimicos para as industrias farmacéuticas e
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outras. Essa diversidade € mais elevada proximo ao material organico, como as
raizes e seus exsudatos. O grande numero de fungos microscopicos pertence em
grande parte aos Ascomycetos assexuados e alguns Zigomicetos (GAMA, 2006;
SCHIMIT & MULLER, 2006).

A floresta amazobnica possui grande potencial de producdo de substancias
Uteis a partir de fungos isolados dela. Algumas espécies fungicas tornam-se
essenciais, pois contribuem com a saude e nutricdo das plantas. Espécies como
cepas de Trichoderma harzianum, por exemplo, séo capazes de produzir enzimas
tais como celulases capazes de converter materiais compostos de celulose em
biocombustiveis (DELABONA, 2012).

Basidiomicetos isolados de Coari, municipio do Amazonas, foram capazes de
produzir proteases, amilases, pectinases e fenoloxidases (SOUZA, 2008). Delabona
(2012) demonstrou a producéo de xilanase por Aspergillus fumigatus e Aspergillus
niger para a producdo de etanol celuldsico utilizando como substrato residuos
agricolas. Actinomycetos isolados da floresta produziram substancia com
capacidade de inibir o crescimento de outros fungos e bactérias como Candida
albicans e Escherichia coli (BASCOM-SLACK, 2009).

Espécies do género Trichoderma tiveram atividade antibacteriana frente E.
coli, e inibiram o crescimento de Aspergillus flavus, enquanto o género Aspergillus
apresentou atividade antibiética para as linhagens-teste de Bacillus sp., B. subtilis,

Staphylococcus aureus e Escherichia coli (SOUZA, 2004).

Fungos da espécie Pestalotiopsis guepinii mostraram potencial herbicida para
diversificar o controle de pragas na agricultura e prética agricola (OLIVEIRA et al,
2008). Espécies de Penicilium e Aspergillus tem grande potencial na producéao de
pigmentos como demonstrado por Teixeira et al. (2012). Espécies de Candida foram

capazes de produzir etanol a partir da fermentacéo de D-xilose (CADETE, 2012).

Compostos com capacidade tensoativa sdo produzidos por diversos micro-
organismos, entre eles os fungos. Esses compostos sdo um grupo de moléculas

estruturalmente diversas, com classificagcao bem definida (BANAT et al, 2010).
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2.2 Biossurfactantes e fungos produtores de biossurfactantes

2.2.1Biossurfactantes

Os surfactantes constituem uma classe importante de compostos quimicos
amplamente utilizados em diversos setores industriais. A maioria dos surfactantes
disponiveis comercialmente € sintetizada a partir de derivados de petréleo.
Entretanto, o crescimento com a preocupacdo ambiental entre os consumidores,
combinado a novas legislacdes de controle do meio ambiente levaram a procura por
surfactantes naturais como alternativa aos produtos existentes (NITSCHKE &

PASTORE, 2002).

Os Biossurfactantes sdo um grupo estruturalmente diverso de substancias
tensoativas produzidos por micro-organismos. Todos sdo anfifilicos formados por
duas partes: uma metade hidrofilica e um grupo apolar (hidrofébico). O grupo
hidrofilico consiste em mono, oligo ou polissacarideos; peptideos ou proteinas. A
outra metade hidrofébica geralmente contém uma cadeia de hidrocarbonetos
saturados, insaturados ou &cido graxo (BANAT et al, 2010; PACWA-PLOCINICZAC
et al, 2001). Essa estrutura anfifilica confere uma ampla gama de propriedades
incluindo a capacidade de diminuir a tenséo superficial de liqguidos formando micelas

e microemulsdes entre diferentes fases (DAS, 2008).

Estas propriedades fazem os surfactantes serem adequados para uma ampla
gama de aplicagbes industriais envolvendo: detergéncia, emulsificacdo, lubrificagéo,
capacidade espumante, capacidade molhante, solubilizacédo e dispersdo de fases. A
maior utilizacdo dos surfactantes se concentra na industria de produtos de limpeza
(sabdes e detergentes), na industria de petréleo e na industria de cosméticos e
produtos de higiene (NITSCHKE & PASTORE, 2002).

Em comparagdo com o0s tensoativos quimicos, 0s biossurfactantes sao
menos agressivos ao meio ambiente, biodegradaveis, menos toxicos e perigosos
(DAS, 2008). Possuem a capacidade de serem ativos em extremas condi¢cbes de
temperaturas, pH e salinidade, assim como podem ser produzidos a partir de
residuos industriais e de subprodutos. Esta Ultima caracteristica torna sua producao
mais barata (DAS et al, 2008; KOSARIC, 1992).
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A utilidade dos biossurfactantes tem sido pesquisada e publicada. Estéo
envolvidos na melhoria do meio ambiente, na industria de alimentos, de cosméticos,
farmacéutica e na agricultura. (PANATHU et al, 2008).
2.2.1.1 Aplicacéo ambiental

Os acidentes com derramamento de Oleo se tornaram numerosos e tém
causado muitos problemas ecoldgicos e sociais (BANAT, 1995). Os principais
mecanismos naturais de remocao de hidrocarbonetos de ambientes contaminados
sao a fotoxidagéo, evaporacao e degradacao microbiana, os quais podem levar anos
para estabilizar o local contaminado (BOGNOLO, 1999).

Métodos fisicos comumente utilizados, como a remo¢do mecanica e extracao
com solventes, geralmente ndo recuperam mais do que 10-15% do 6leo derramado.
Logo, a biorremediacdo € uma tecnologia emergente promissora para o tratamento
de solos e aguas contaminados com hidrocarbonetos (PINTO et al, 2008).

A aplicagéo de biossurfactantes na remediacdo de tais compostos organicos
tem como objetivo aumentar a sua biodisponibilidade ou mobilizacdo e a remocéao
dos contaminantes por pseudosolubilizacdo e emulsificacdo num tratamento de
lavagem (BANAT et al, 2010; TIEHM, 1994).

Pesquisas compararam misturas de biossurfactantes com surfactantes
sintéticos. A adicdo de ramnolipidios aos surfactantes sintéticos reduziu a tenséo
interfacial, permitindo a mobilizacdo dos hidrocarbonetos. Isto significa que eles
podem ser utilizados para fins de remediacdo. Esta mistura pode aumentar a
viabilidade econdémica do sistema (MULLIGAN, 2009; NGUYAN et al. 2008)

A aplicacao de biossurfactantes na remediacdo de compostos inorganicos tais
como metais pesados, por outro lado, se destina a quelar e remover tais ions
durante a etapa de lavagem facilitada pelas interacées quimicas entre as moléculas
anfifilicas e os ions metalicos (BANAT et al, 2010; TIEHM, 1994).

Estudos também séo realizados para avaliar a possibilidade de remocédo de
metal por biossurfactantes devido a suas caracteristicas anidnicas (MULLIGAN,
2009). Juwarkar e colaboradores (2002) investigaram a remoc¢do de cadmio e
chumbo por um biossurfactante produzido por Pseudomonas aeruginosa. A remocao
de cadmio foi maior do que a de Chumbo. Mais de 92% de Cd e 88% de Pb foi

removido pelo ramnolipidio dentro de 36 horas.
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2.2.1.2 Aplicacgéo industrial

Residuos e fragBes de 6leos pesados que sedimentam no fundo de tanques
de estocagem séo altamente viscosos e podem se tornar depositos sélidos que nédo
sédo removidos através de bombeamento convencional.

A remocao requer lavagem com solventes ou limpeza manual, ambas
perigosas, demoradas e caras. Um processo alternativo de limpeza é o uso de
biossurfactantes que promovem a diminuicdo na viscosidade e a formacdo de
emulsdes O/A, facilitando o bombeamento dos residuos e a recuperacédo do 6leo cru
apos quebra da emulsdo (BANAT et al, 1991; NITSCHKE & PASTORE, 2002).

Biossurfactantes sd&o Uteis na recuperacdo melhorada do petréleo (MEOR). A
MEOR consiste em uma tecnologia de recuperacdo terciaria do petrdleo que utiliza
microrganismos ou produtos de seu metabolismo para a recuperacdo de Oleo
residual. Os micro-organismos produzem polimeros e surfactantes que reduzem a
tensdo superficial Oleo-rocha, reduzindo as forcas capilares que impedem a
movimentagdo do Oleo através dos poros da rocha. Os biossurfactantes também
auxiliam na emulsificacdo e na quebra dos filmes de 6leo das rochas (NITSCHKE &
PASTORE, 2002; SEN, 2008).

Yin et al. (2009) avaliaram as caracteristicas de um biotensioativo de
ramnolipidio produzido por um isolado de P. aeruginosa de efluente contaminado
com petréleo. A solubilidade do fenantreno aumentou 23 vezes na presenca desse
biossurfactante. A estabilidade sob uma gama de pH e salinidade foi boa.

Devido as suas propriedades fisico-quimicas, a utilizagdo de compostos
tensoativos microbianos também tem sido proposta para outras aplicacdes
industriais, como aditivos em alimentos, cosméticos e formulagbes de detergentes
(BANAT et al, 2010; NITSCHKE & COSTA, 2007).

Na industria alimenticia, a propriedade mais util € a capacidade de formar
emulsdes estaveis, o que melhora a textura e cremosidade dos produtos lacteos.
Biossurfactantes também séo utilizados para solubilizar 6leos aromatizantes e
melhorar as propriedades organolépticas em formulagbes de sorvetes além de
estabilizantes de gordura durante seu cozimento (BANAT et al, 2010; NITSCHKE &
COSTA, 2007).
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Um bioemulsificante obtido da Candida utilis tem sido utilizado em molhos de
saladas (MAKKAR et al, 2002). As propriedades molhante, dispersante e de reducéo
de tenséo superficial, bem como uma baixa toxicidade e elevada biodegradabilidade,
sugeriram a aplicacdo de biossurfactantes, especialmente glicolipidios, como
componentes de formulacfes de detergentes (HIRATA et al, 2009).

2.2.1.3 Agentes terapéuticos

Alguns biossurfactantes estéo sendo descritos devido ao seu potencial em ser
biologicamente ativo e ter aplicabilidade no campo médico (RODRIGUES et al,
2006). Agentes antimicrobianos eficazes e seguros podem ser bastante
promissores, e sua procura esta cada vez maior principalmente pela grande
resisténcia dos micro-organismos patogénicos aos produtos antimicrobianos
disponiveis no mercado. Entre eles pode-se citar os lipopeptidios, que também
possuem atividade antifingica (CAMEOTRA & MAKKAR, 2004; SINGH &
CAMEOTRA, 2004; RODRIGUES et al, 2006).

E importante mencionar que a atividade antifingica dos biossurfactantes vem
sendo descrita ha muito tempo, ndo, porém, para fungos patogénicos humanos
(ABALOS et al, 2001; BANAT et al, 2010).

Outra propriedade descrita € a capacidade de inibir a adesdo de organismos
patogénicos em superficies solidas ou em sitios de infec¢do. Assim, a prévia adeséo
dos biossurfactantes em superficies sélidas pode constituir um novo meio de
combater a colonizacao desses micro-organismos (RODRIGUES et al, 2006).

Pré-revestimento de cateteres uretrais, utilizando uma solugdo contendo
surfactina antes da sua introducéo resultou em um decréscimo na quantidade de
biofilme formado por Salmonella typhimurium, Salmonella enterica, E. coli e Proteus
mirabilis (MIRELES et al, 2001). Mittenbuhler e colaboradores (1997) mostraram que
lipopeptidios bacterianos constituem potentes adjuvantes imunologicos nao-toxicos e
nao-pirogénicos quando misturado com antigenos convencionais.

Glicolipidios possuem ac¢des exclusivas em células de mamiferos em adicao
além de atividades antimicrobianas. Mostram excelente inibicdo de crescimento e
diferenciacdo contra células de leucemia de células humanas, tais como a célula

leucémica mielogénica e a célula leucémica promielocitica. Também foi descrita a
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capacidade de inibicdo do crescimento de células de ratos com melanoma com a
utilizacao destes compostos (KITAMOTO et al, 2002; 2009).
2.1.1.4 Usos em Cosméticos

Os agentes tensoativos sao utilizados em cosméticos e tém efeitos de
detergéncia, molhante, emulsionantes, solubilizantes, dispersantes e de formacéao de
espuma. Os mais amplamente utilizados em cosméticos e produtos de cuidados
pessoais sdo glicolipidios por causa de suas propriedades fisico-quimicas,
atividades biolégicas, biocompatibilidade e biodegradabilidade, e s&o utilizados
como ingredientes multifuncionais na formulacdo de cosméticos (LORITH &
KANLAYAVATTANAKUL, 2009).

Potenciais biossurfactantes glicolipidicos empregados na induastria de
cosmeéticos sao soforolipidios e ramnolipidios (LANG & WULBRANDT, 1999).
Glicolipidios podem ser usados em variedade de cosméticos que podem ser
produzidos. Estes incluem: repelentes, solugcdes para lentes de contato,
desodorantes, xampus, tinturas de cabelo, entre outros (GHARAREI-FATHABAD,
2010; MAIER & SOBERON-CHAVEZ, 2000).

Dentre os lipopeptidios, a surfactina parece ser a mais eficaz em termos de
propriedades de equilibrio interfaciais, e tem excelentes propriedades de formacéao
de espuma em comparacdo com o dodecil sulfato de sédio e a albumina de soro
bovino (KANLAYAVATTNAKUL & LOURITH, 2010). A principal aplicacdo para
lipopeptidios tem sido em cosméticos anti-rugas e produtos de limpeza
(KANLAYAVATTNAKUL & LOURITH, 2010; MONTANARI & GUGLIELMO, 2008).
Cosmeéticos, hidratantes e produtos de limpeza de pele foram preparados em gel
oleoso com alta estabilidade (KANLAYAVATTNAKUL & LOURITH, 2009; YONEDA
& FURUYA, 2003).
2.1.1.5 Usos na agricultura

Os surfactantes também s&o requeridos para a agricultura. Trabalhos
evidenciam as vantagens dos surfactantes verdes (biossurfactante derivado de micro-
organismos) em relacao ao surfactante sintético (SACHDEV & CAMEOTRA, 2013).

Os surfactantes sintéticos presentemente utilizados em industrias pesticidas
atuam como emulsionantes, dispersantes, agente molhante e aumentam a eficacia

de pesticidas. No entanto, € importante notar que o agente tensoativo presente em
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formulacbes pesticidas torna-se acumulado no solo e afeta a cor, textura e
crescimento da planta. Estes pesticidas nocivos também podem ser lixiviados do
solo para a agua subterrdnea. Considerando-se o efeito adverso de pesticidas e
surfactantes associados aos pesticidas, h& necessidade de usar os biossurfactantes
ambientalmente seguros para substituir estes tensoativos e, assim, diminuir
poluicbes (BLACKWELL, 2000; PETROVIC & BARCELO, 2004; ROSTAS &
BLASSMAN, 2009).

Os biossurfactantes sao especialmente usados em formulac¢des de fungicidas
herbicidas e pesticidas (ROSENBERG & RON, 1999; ROSTAS & BLASSMAN,
2009). Uma revisdo de Deleu e Paquot (2004) mostrou no ano de 2004 que
aproximadamente 0,2 milhdes de toneladas de surfactantes s&do utilizados em
protecdo de cultivos e formulacdes de agrotéxicos.

Os compostos ativos de pesticidas e herbicidas séo geralmente hidrofébicos,
sendo necessarios agentes emulsificantes para dispersa-los em solucfes aquosas.
Um exemplo é o uso do biossurfactante produzido por Bacillus spp. para emulsificar
pesticidas organofosforados imisciveis. (PINTO et al, 2008; ROSENBERG & RON,
1999).

Também podem ser amplamente explorados para aumentar a biodegradacao
de poluentes melhorando a qualidade do solo agricola e para a promoc¢do do
crescimento indireto de plantas pela capacidade desses biossurfactantes possuirem
atividade anti-microbiana (SACHDEV & CAMEOTRA, 2013; SCOTT & JONES, 2000;
TAKENAKA et al, 2007).

Biossurfactantes podem ser combinados com o fungo Myrothecium
verrucaria para erradicar espécies de ervas daninhas que afetam a produtividade da
terra e inibir a producao de aflatoxinas por Aspergillus sp em culturas de algodéo,
amendoim e milho (BOYETTE, et al, 2002).

2.2.2 Producao de surfactantes por fungos

A producdo de biossurfactantes por micro-organismos € bem estudada e
publicada em trabalhos utilizando bactérias, sendo menos frequente as referéncias
com relagcdo ao emprego dos fungos filamentosos (LUNA-VELASCO et al, 2007).
Cepas de Cladosporium resinae conseguem produzir biossurfactantes quando

crescem em fontes tais como 6leo diesel, parafina e hexadecano. Essa producéo foi
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observada através da diminuicdo da tensdo superficial da fase aquosa, e pelo

aumento na propriedade de emulsdo (MURIEL et al, 1996).

Cepas de Penicillium citrinum produziram um glicolipidio com propriedade
emulsificante durante seu cultivo em meio mineral com 1% de 6leo de oliva como
fonte mineral. A melhor atividade emulsificante foi observada para xileno e 6leo
diesel quando comparados com outros hidrocarbonetos testados (CAMARGO DE
MORAIS et al, 2003).

Luna-Velasco (2007) descreveu a producdo e as propriedades dos
biossurfactantes sintetizados por Penicillium sp crescido em meio suplementado com
fenantreno. Aspergillus fumigatus e Phialemonium sp isolados de um local
contaminado por hidrocarbonetos produziram biossurfactantes utilizando 6leo de
soja e Oleo diesel como fonte de carbono através de fermentacdo em estado soélido
(MARTINS et al, 2008).

Castiglioni e colaboradores (2009) também estudaram a producdo de
biossurfactantes por Aspergillus fumigatus através de fermentacdo em estado solido
utilizando biorreatores e substratos baseados em residuos agroindustriais. Foi
verificado que a presenca de Oleo diesel e 6leo de soja como fonte de carbono

aumentou a atividade emulsificante do biossurfactante produzido.

Ha situacbes em que ha a producdo de moléculas com capacidade
biossurfactantes em processos biotecnoldgico, mesmo sem esse objetivo, exemplo
do que ocorreu no estudo de Paraszkieicz et. al. (2002). Neste trabalho, a converséo
de esterdide pelo fungo Curvularia lunata, produziu uma molécula com capacidade
de estabilizar emulsbes. Este composto apresentou grande capacidade de

emulsificacdo em querosene, 6leo vegetal e minerais.

Prata e colaboradores (2008) aperfeicoaram a producdo de tensoativos por
Penicillium coryophilum utilizando 6leo mineral. O fungo produziu tensoativo com
tensdo superficial e indice de emulsificacdo que indicaria ser de baixo peso

molecular.

Fungos da espécie Aspergillus endosymbiotic ustus (MSF3) isolados da

esponja Fasciospongia cavernosa (MSF3) tiveram sua producdo de biossurfactante
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quando cultivada em caldo Sabouraud Dextrose. Este biossurfactante foi
caracterizado como uma glicoproteina e apresentou largo espectro de atividade
antimicrobiana. Além disso, essa cepa mostrou boa atividade para ser usada na
recuperacdo melhorada do Petréleo (MEOR) (KIRAN et al, 2009).

As leveduras também sdo estudadas quanto a producdo de biossurfactantes.
Entre elas, Candida sp e Yarrowia sp tém sido estudadas e empregas com sucesso
na producédo de biossurfactantes. Uma grande vantagem dessas leveduras reside no
fato de que elas séo consideras seguras para utilizacdo na industria de alimentos e
farmacéutica, pois ndo apresentam riscos de toxicidade e patogenicidade (AMARAL,
2007).

Sarubbo e colaboradores (2008) mostraram as atividades tensoativa e
emulsificante de cepas de Candida glabrata. Neste trabalho, o agente emulsificante
extracelular encontrado foi um heteropolimero. A produgcdo maxima de
biossurfactante foi quando as cepas foram cultivadas nos seguintes substratos 6leo
de semente de algodao e glicose.

Yarrowia lipolytica vem despertando atencédo principalmente para a
biorremediacdo de mar poluidos por 6leos. Uma cepa de Y. lipolytica pode produzir
emulsificante na presenca de hidrocarbonetos ou petrdleo. Supostamente, o
mecanismo de assimilacdo de hidrocarboneto se realiza através da aderéncia da
levedura as gotas de 6leo, o que faz com que se produza um emulsificante durante
seu crescimento (SOUZA et al, 2008).

Candida bombicola ATTC 22214 pode produzir quantidades relativamente
grandes de soforolipidios a partir de glicerol (NICOL et al, 2012). Leveduras
produtoras de biossurfactante foram isoladas a partir de aguas residuais de uma
industria de laticinios. De 31 cepas isoladas que produziam biossurfactante, 12
mostraram atividade emulsificante ap0s dois meses de incubacdo. Entretanto,
somente Trichosporon loubieri, Geotrichum sp e Trichosporon montevideense

exibiram grande capacidade estabilizadora de emulsédo (MONTEIRO et al, 2012).

A composicdo, caracteristicas, qualidade e quantidade dos biossurfactantes

produzidos por esses micro-organismos estdo extremamente relacionados com o
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tipo de nutriente que sao utilizados por eles como fonte de energia. Nesse sentido,
diversos substratos podem ser utilizados contribuindo para melhor eficiéncia e

producdo desses compostos (BANAT et al, 2010).
2.3 Fatores que influenciam os bioprocessos com finalidade de

producédo de biossurfactantes

A composicao e as caracteristicas dos biossurfactantes sao influenciadas pela
natureza das fontes de carbono e nitrogénio utilizadas, assim como pela presenca
de fésforo, ferro, manganés e magnésio no meio de producdo. Além disso, outros
fatores, como pH, temperatura, agitacdo e forma de condugcdo do processo s&o
extremamente importantes na quantidade e na qualidade do biossurfactante
produzido (BANAT, 1995; FONTES, 2008; PILORRO, 2006).

As fontes de carbono utilizadas incluem carboidratos, hidrocarbonetos e 6leos
vegetais (SALIHU et al, 2009). A presenca de glicose no meio de cultura aumenta a
producdo de biossurfactante. Fonte de nitrogénio também desempenha um papel
importante na producéo de biossurfactante por micro-organismos e contribui para o
controle do pH no meio.

Vérias fontes organicas e inorganicas provaram ser eficazes. Whang et al.
(2009) apoud Salihu e colaboradores (2009) mostraram que a concentracdo de
amonio e pH melhorou a eficiéncia do biossurfactante e aumentou a capacidade de
emulsificacao no Oleo diesel, estabelecendo-se assim o pH 6timo para a producéo.

Embora biossurfactantes apresentem vantagens importantes em relagdo aos
surfactantes obtidos quimicamente, ainda néo foram utilizados extensivamente na
industria devido aos custos de produgdo relativamente elevados. Algumas
estratégias podem ser U(teis para tornd-la economicamente viavel: (1)
desenvolvimento de bioprocessos mais eficientes, incluindo otimizacdo das
condicbes de fermentacdo e processos de recuperacdo, (2) o uso de substratos
baratos e (3) desenvolvimento de cepas com alta capacidade de producao (RAZA, et
al, 2009; THAVASI et al, 2007; 2008).

Com relagdo aos substratos alternativos, sua utilizagdo tem sido relatada
tanto para as leveduras quanto para bactérias (MAKKAR & CAMEOTRA, 2002).
Sobrinho et al. (2008) utilizaram residuos de 6leo de amendoim e de licor de milho

como substratos para a producdo de glicolipidios por Candida spherical, enquanto
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que a biossintese de glicolipidios por P. aeruginosa foi obtida utilizando suco de caju
e residuos de refino de petréleo como substrato (ROCHA et al., 2007).

O principal problema relacionado ao uso de substratos alternativos, como
meio de cultura € o de encontrar um substrato com o equilibrio correto de nutrientes
gue permita o crescimento celular e geracdo de produtos (THAVASI et al, 2007).

Com relacdo ao desenvolvimento de cepas com melhor capacidade de
producao, algumas cepas de Bacillus sp e Acinetobacter sp tém sofrido manipulacao
genética, apesar de mais limitada. Os esforcos de manipulacdo genética tém sido
mais aplicados a P. aeruginosa devido ao seu potencial comercial e um maior
conhecimento sobre seu genoma (MUKHERJEE et al, 2006).

Diversos desenvolvimentos na otimizagdo das condicdes de cultivo e
processamento foram publicados recentemente. Para essa otimizagdo geralmente
utiliza-se técnicas de planejamento fatorial. Essa metodologia foi utilizada na
producdo de biossurfactante por Rhodococcus spp. MTCC 2574 crescendo em n-
hexadecano (MUTALIK et al., 2008), Gordonia sp BS29 na producao de glicolipidios
(FRANZETTI et al, 2009) e B. circulans MTCC 8281 na otimizacéo da producéo de
biossurfactantes e em muitos outros trabalhos publicados na literatura
(SIVAPATHASEKARAN et al, 2010).

2.4 Caracteristicas quimicas dos biossurfactantes produzidos por

fungos

Ao contréario de surfactantes quimicamente sintetizados, que séo classificados
de acordo com o0 seu padrdo de dissociacdo em agua, biossurfactantes séo
classificados principalmente por sua composicdo quimica e origem microbiana.
Biossurfactantes de baixo peso molecular séo eficientes na redugdo das tensdes
superficial e interfacial dos meios liquidos, enquanto os de alto peso molecular sé&o
mais eficazes na estabilizacdo de emulsdes 6leo-agua (PACWA- PLOCINICZAC et
al, 2011).

Rosenberg e Ron (1999) classificaram os biossurfactantes em sete grupos
distintos: glicopeptideos, lipopeptideos, fosfolipideos, acidos graxos ou lipidios
neutros, surfactantes polimeéricos e os surfactantes particulados.

Os biossurfactantes mais conhecidos s&@o o0s glicolipidios. Eles sao
constituidos a partir de uma combinacdo de carboidratos com longas cadeias de
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acidos alifaticos ou acidos hidroxi-alifaticos. Uma determinada espécie de micro-
organismo é capaz de produzir diferentes tipos de glicolipidios a depender da fonte
de carbono disponivel para seu crescimento. Dentre os glicolipidios, os mais
conhecidos sdo os ramnolipidios, os trealolipidios e os soforolipidios (DESAI,
BANAT, 1997; CARVALHO, 2012).

A primeira producdo de ramnolipidios foi citada por Jarvis e Johnson (1949)
através da utilizacdo de P. aeruginosa. Foram citados por Kitamoto e colaboradores
(2009), como sendo a classe de biossurfactantes que possui menos toxicidade.

O numero de lipopeptidios com propriedades tensoativas reportado na
literatura, € cada vez mais expressivo. Estes compostos sdo sintetizados
principalmente por bactérias além de alguns achados que mostram a producdo
também por leveduras (CARVALHO, 2012).

A surfactina é um dos biossurfactantes mais conhecidos dessa classificacao.
E um lipopeptidio ciclico formado por uma cadeia de sete aminoacidos e suas
extremidades ligadas a grupamentos carboxila e hidroxila de acido B-hidroxilado,
variando esta cadeia de 13 a 15 atomos (LANG, 2002).

Os fosfolipidios, acidos graxos e lipidios neutros sédo componentes estruturais
das células microbianas. Quando em meio rico de hidrocarbonetos, tanto as
bactérias quanto as leveduras aumentam consideravelmente o nivel de fosfolipidios.
Algumas delas, durante o crescimento na presenca de n-alcanos, excretam grandes
quantidades de &cidos graxos e fosfolipidios com grandes propriedades tensoativas
(BOGNOLO, 1999; DESAI & BANAT, 1997).

Outro grupo a ser citado sao os biossurfactantes poliméricos. O termo mais
adequado para se referir a esses compostos € bioemulsificante, pois € o termo que
carrega sua principal funcdo. Apresentam grande afinidade por interfaces 6leo/agua,
e assim permitem a formacdo de emulsdes estaveis. Dentre os biossurfactantes
poliméricos disponiveis no mercado tém-se o Emulsan e o Liposan, possuindo alto
poder emulsificante (KOSARIC, 1992; ROSENBERG et al, 1979).

Surfactantes particulados s&o microvesiculas extracelulares e células
microbianas que captam e dispersam os hidrocarbonetos em pequenas goticulas,

formando uma emuls&o. Possuem a mesma composi¢cdo da membrana do micro-
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organismo, porém com uma quantidade de fosfolipidio e polissacaridio 5 e 350
vezes maior, respectivamente (DESAI & BANAT, 1997).

Tipo de biossurfactante

Micro-organismo

Glicolipidios
- Ramnolipidios
- Soforolipidios
- Trehalolipidios
- Cellobiolipidios

P. aeruginosa, Pseudomonas sp
T.bombicola, T. apicola, T petrophilum
N. erythropolis, Mycobacterium sp

U. zeae, U. Maydis

Lipopeptidios e lipoproteinas

- Peptidio-lipidio

- Viscosina

- Serrawetina

- Surfactina

- Subtilisina

- Gramicidina

- Polimixina

Bacillus licheniformis
Pseudomonas fluorescens
Serratia marcescens
Bacillus subtilis
Bacillus subtilis
Bacillus brevis
Bacillus polimyxia

Acidos graxos, lipidios neutros e Fosfolipidios
- Acidos graxos
- Lipidios neutros
- Fosfolipidios

Corynebacterium lepus
Nocardia erythropolis
Thiobacillus thiooxidans

Surfactantes poliméricos
- Emulsan
- Biodispersan
- Liposan
-Carboidrato-lipidio-Proteina
- Manana-lipidio-proteina

Acinetobacter calcoaceticus
Acinetobacter calcoaceticus
Candida lipolytica
Pseudomonas fluorescens
Candida tropicalis

Surfactantes particulados

- Vesiculas
- Células

Acinetobacter calcoaceticus
Varias bactérias

Fonte: Adaptada de DESAI & BANAT, 1997; NITSCHKE & PASTORE, 2002.

Tabela 1. Principais classes de biossurfactantes e micro-organismos envolvidos

Diante do que foi apresentado na revisédo de literatura, vé-se a importancia do

estudo e desenvolvimento de um biossurfactante produzido por amostras fungicas

isoladas da regido amazébnica, que tenha capacidade de ser menos téxico ao

homem e também ao meio ambiente como alternativa aos surfactantes quimicos

amplamente empregados em diversos campos. Espera-se que com este estudo

possa-se diminuir ao custos de produtividade por meio da otimizacdo do processo
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de obtencao desse composto, a0 mesmo tempo em que se garanta sua estabilidade,

garantindo a eficacia dos produtos que possam conté-lo.
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3 OBJETIVOS

Geral:

* Investigar a producdo de biossurfactantes por fungos isolados do solo

Amazonico.

Especificos:

* ldentificar os fungos isolados das amostras de solo amazonico.

» Selecionar isolados fungicos produtores de biossurfactantes.

* Investigar a influéncia de fatores de bioprocessos na producdo do
biossurfactante pelo isolado selecionado

* Avaliar a estabilidade de emulsificacdo do biossurfactante produzido pelo

isolado selecionado.
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4 MATERIAIS E METODOS
4.1 Modelo de estudo

Estudo laboratorial experimental com o objetivo de investigar a producéo de
biossurfactantes produzidos por fungos isolados de solo Amazonico.

4.2 Universo de estudo
4.2.1 Local de estudo

Esse estudo foi realizado no Laboratério de Micologia do Instituto Nacional de

Pesquisas da Amazodnia, INPA.
4.2.2 Amostra de solo

As amostras de solo foram coletadas de seis locais, do bosque do INPA,
especificamente na coordenada geografica que possui latitude Sul: 3.10°39” e
longitude leste 59.96”77”. A partir deste ponto, as proximas cinco coletas foram feitas

a cada vinte metros deste local, com uma profundidade maxima de 1 cm.

4.3 Procedimentos
4.3.1 Isolamento e identificacdo de fungos de amostras de solo da

floresta Amazobnica.

O isolamento foi realizado utilizando-se a técnica do espalhamento em
superficie em placa descrita por Clark (1965). Um grama solo foi transferido para um
tubo de ensaio contendo 9 mL de agua. A partir deste tubo, 1 mL foi transferido
sucessivamente para quatro outros tubos. Essas amostras diluidas foram aplicadas
(100 pL) em placas de Petri contendo Agar Sabouraud acrescido de cloranfenicol
(200 mg/L) e foram espalhadas na superficie do agar com auxilio da alga de
Drigalski, todo o procedimento realizado em triplicata. Apds 72h horas de incubagéo
(25°C), colbnias desenvolvidas foram transferidas para tubos de ensaio.
Semeaduras de esgotamento foram realizadas até a obtencdo de cultivos
monosporicos.

A identificagdo das colonias dos fungos isolados foi feita por meio da
observacdo dos aspectos macroscopicos das colonias (tempo de crescimento,
caracteristicas de coloracdo, topografia anverso/reverso) e estudo microscopico

técnica de microcultivo em lamina descrito por Lacaz (2001).
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Resumidamente, em uma lamina esterilizada, contida em uma placa de Petri
estéril, foi acrescentado um cubo de agar batata. A cultura a ser identificada foi
semeada partir de repique recente, em todos os lados do cubo de &gar que foi
recoberta com uma laminula esterilizada. Para deixar o ambiente umido, adicionou-
se 1 a 2 mL de agua destilada em um pequeno chumaco de algodao estéril, para
evitar a dessecacdo do meio de cultura, durante o crescimento do fungo. Essa placa
foi submetida a temperatura ambiente por 7 a 10 dias, até que se observasse
desenvolvimento de hifas. Apds esse periodo, a esporulacdo foi inativada,
adicionando 1 mL de formol ao algodéo e vedando a placa com fita adesiva durante
24h-48h. Com auxilio de uma pinca a laminula foi retirada, cuidadosamente e uma
gota de corante azul de lactofenol foi instilada. A laminula foi montada sobre uma

lamina. A lamina foi visualizada em microscopio 6tico com objetiva de 400x.

4.3.2 Selecao de fungos produtores de biossurfactantes

4.3.2.1 Bioprocesso em meio liquido

Em erlenmeyers (125 mL), 25 mL de meio de cultivo foram acrescentados,
esse foi constituido por 40g/L de 6leo de soja (soya®) e 20g/L de peptona. Para
obtencado do indculo, agua estéril foi adicionada ao tubo dos isolados e foi feita uma
suspensao de esporos. O meio de cultivo foi inoculado em uma concentracéo final
de esporos de aproximadamente 1x10% esporos/mL, os erlenmeyers foram
incubados sem agitacéo, a temperatura ambiente e por 7 dias.

Logo apds esse tempo de crescimento, a cultura liquida foi filtrada com auxilio
de papel filtro, com a finalidade de retirar as células fungicas. O filtrado foi entédo
separado para ser utilizado nos ensaios de avaliagdo quanto a producdo de
biossurfactantes.
4.3.2.2 Teste do colapso da gota

Este teste foi feito de acordo com Bodour e Maier (1998). Neste estudo
utilizou-se uma placa de poliestireno com 96 micropocos (12.7 X 8.5 cm). Antes da
utilizacdo, cada placa foi lavada trés vezes cada com agua quente, etanol, agua
destilada e foram secas. 5 uL de suspensdo microbiana obtida de cada amostra
foram inoculadas separadamente em "pocos” de placas de ELISA previamente

preenchidos com 2,0 uL de Oleo mineral previamente deixados a temperatura
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ambiente por 24 horas. Ap6s 1 minuto de reagdo o resultado foi determinado
visualmente. Quando houve o colapso da gota de oOleo mineral o resultado foi
considerado positivo. Esses experimentos foram repetidos trés vezes. O controle foi
preparado utilizando-se SDS (dodecil sulfato de sodio) a 25% no lugar das amostras.
4.3.2.3 Teste do indice de emulsificacéo (Eys)

Para este teste utlizou-se a metodologia descrita por Cameron e
colaboradores (1988). Neste estudo avaliou-se a estabilidade de emulsdes formadas
pelo biossurfactante contra a fonte hidrofobica tolueno. Neste ensaio, uma aliquota
de 4 mL de células do filtrado livre de célula foi misturado com 6 mL de tolueno em
um tubo com a utilizacdo de vortex vigorosamente por 2 minutos. Apds 24 horas, a
proporcdo de tolueno emulsificado foi comparada com o volume total de tolueno
adicionado. O indice de emulsificacéo foi calculado pela seguinte formula:

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

4.3.3 Otimizacédo da producao do biossurfactante pelo isolado
selecionado e cinética do bioprocesso

4.3.3.1 Fonte de carbono e nitrogénio

Foi avaliada a influéncia de diferentes fontes de carbono (20 g/L) e nitrogénio
(10g/L) na producdo de biossurfactantes pelo micro-organismo selecionado. As
condicBes experimentais foram as mesmas descritas no item anterior sendo que
cada substrato investigado foi avaliado de forma univariada. As fontes de carbono
investigadas foram 6leo de soja, amido, sacarose, e celulose, xilose e as fontes de
nitrogénio foram peptona, extrato de levedura, extrato de carne, nitrato de sodio e

malte.

4.3.3.2 Concentracédo de fonte de carbono, fonte de nitrogénio, pH e

tempo de tratamento

Avaliou-se a influéncia dos fatores concentracdo do oOleo de soja, extrato de
levedura, pH e tempo de bioprocesso por meio de um planejamento fatorial 2% (dois
niveis). O desenho escolhido foi 2* com quatro repeticdes no ponto central
(avaliacdo do erro experimental) conforme descrito por Barros Neto et al. [20]

(Tabela 2). As demais condi¢des experimentais foram similares as do item 4.3.2.1.
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As influéncias desses fatores foram medidas por meio do indice de emulsificacédo

(E24).
As variaveis e niveis a serem estudados estdo mostrados na Tabela 2.

Niveis -1 0 +1
Fonte de carbono X1 (g/L) 10 20 30
Fonte de nitrogénio X2 (g/L) 5 10 15
pH X3 40 50 6,0
Tempo de tratamento X4 (d) 5 7 9

Tabela 2 - Niveis utilizados para concentracdo de glicose, biomassa, pH e tempo de

tratamento no planejamento experimental 2* com arranjo tipo estrela.

As andlises estatisticas foram realizadas no programa STATGRAPHICS
versdo 6.0 e também no STATISTICA verséo 5.0.

4.3.4 Semi-purificacdo do biossurfactante e estudo de estabilidade

A semi-purificacdo foi realizada preparando-se 30 repeticdes do ensaio
otimizado no item 4.3.3.2 . O volume resultante dos bioprocessos foi reunido, filtrado
e precipitado com etanol (1:4 v/v, 4°C, 48 horas). A mistura foi submetida a
centrifugacédo (5000 rpm por 20 minutos) e o precipitado obtido foi utilizado nos
testes de estabilidade.

O efeito da adicdo de NaCl (30% p/v) foi avaliado. Apos a adi¢do do sal a uma
solucéo 1% p/v do precipitado contendo biossurfactante, a atividade emulsificante foi
verificada pelo do indice de emulsificagao (Ezs).

O efeito da temperatura sobre a atividade biossurfactante foi investigado
mantendo-se uma solucao 1% p/v do precipitado contendo biossurfactante a 100° C
em banho-maria durante 60 min, em seguida, foi verificada através do indice de
emulsificacio (Eas).

O Surfactante sintético de Tween 80 0,2% (p/v) foi utilizado como substancia

controle nesses ensaios.
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Os resultados obtidos no presente estudo sdo apresentados a seguir no formato de
artigo da Revista Process Biochemistry.

Producéo de biossurfactantes por fungos isolados do solo amazo6nico

Hellen Holanda Sena?, Michele Alves Sanches®, Diego Fernando Silva Rocha ¢,Jo&do
Vicente Braga de Souza®

% Programa de Pos-graduacgdo em Ciéncias Farmacéuticas, Universidade Federal do
Amazonas - UFAM. R. Alexandre Amorin 330, 69010-300 Amazonas, Brazil.
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RESUMO

O objetivo deste trabalho foi investigar a producdo de biossurfactantes por fungos
isolados de solo da floresta amazonica. Para alcancar esse objetivo foi realizado o
isolamento de fungos de amostras de solo, foi feita a sele¢cdo do melhor produtor de
biosurfactantes, foi investigada a influéncia da fonte de carbono, nitrogénio, pH e
tempo na producdo do biossurfactante e, por fim, o biossurfactante foi semi-
purificado e submetido a ensaios de estabilidade. Como resultados observou-se que
fungos pertenceram ao Filo Ascomycota Um total de 100 linhagens foram isoladas
pelo método de diluicbes sucessivas. A sele¢cdo dessas linhagens foi feita através do
meétodo do colapso da gota e do indice de emulsificacdo. Um total de 61 linhagens
foi capaz de produzir biossurfactante. Foram também avaliadas as fontes de
carbono e nitrogénio utilizadas para a producéo de biossurfactantes, bem como o pH
e o tempo de tratamento num planejamento fatorial 2*. Esse experimento mostrou
que a melhor condi¢cdo para obtencédo de biossurfactante foi utilizando oleo de soja
(20 g/L) , extrato de levedura (30g/L), num pH 9,0 por 9 dias. A avaliacdo da
estabilidade da emulsdo formada foi observada utilizando aquecimento a 100°C por
60 min e NaCl 30% (p/v). Tween 80 (0,2% p/v) foi utilizado como controle.
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Palavra-chave: Solo amazoénico, Biossurfactantes, Fungos, otimizagao.

l.Introducéo

Fungos crescem em quase todos os habitats da Terra. Regides tropicais, a exemplo
do Brasil, sdo consideradas as que contém a maior diversidade desses micro-
organismos [1]. No solo, apresentam uma densidade populacional entre 10* a 10°
fungos/grama de solo, atuando na solubilizacdo de fosfatos inorganicos, como
agentes de controle biolégico e na complementacgéo fosforo para as plantas [2-4]. A
floresta amazbnica possui grande potencial de producdo de substancias lteis a
partir de fungos isolados dela [5]. Apesar de sua grande biodiversidade, as espécies
gue compdem esse bioma sdo pouco conhecidas. Por conta disso, se destacam
como um vasto campo a ser explorado na busca de micro-organismos que possam
ser usados nos processos biotecnoldgicos [6].

Os Biossurfactantes sdo um grupo estruturalmente diverso de substancias
tensoativas produzido por micro-organismos. Todos sdo anfifilicos formados por
duas partes: uma porcdo polar hidrofilica constituido de mono, oligo ou
polissacarideos; peptideos ou proteinas; e um grupo hidrofébico composto
geralmente por uma cadeia de hidrocarbonetos saturados, insaturados ou acido
graxo [7,8]. Essa estrutura anfifilica confere uma ampla gama de propriedades
incluindo a capacidade de diminuir a tenséo superficial de liquidos formando micelas
e microemulsdes entre diferentes fases [9]. Essas propriedades possuem aplicacdes
industriais de detergéncia, emulsificacdo, lubrificacdo, capacidade espumante,
capacidade molhante, solubilizacao e disperséo de fases [10].

A producéao de biossurfactantes produzidos por micro-organismos é influenciada por
diversos fatores, entre eles: natureza da fonte de carbono, as concentracdes de
nutrientes como nitrogénio, foésforo, magnésio, ferro, enxofre, manganés, pH,
temperatura, agitacdo e oxigénio disponivel [7,11-13], o que pode encarecer sua

producédo, quando comparado ao surfactantes sintéticos [14]. Por outro lado, embora
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a incessante busca tenha encontrado inimeros surfactantes quimicos, eles séo
usualmente toxicos ao meio ambiente e ndo sao biodegradaveis [15]. Com o objetivo
de investigar a producdo de biossurfactantes por fungos isolados da floresta
amazonica, realizaram-se: (i) o isolamento e a identificagdo de um fungo produtor de
biossurfactante; (ii) a otimizacdo e os parametros cinéticos relacionados a producao
do biossurfactante pelo isolado selecionado, (iii) estabilidade de emulsificacdo do
biossurfactante de origem fangica quando comparado a um surfactante

convencionalmente utilizado.

2 Materiais e métodos

2.1llsolamento, selecao e identificagdo do fungo produtor de biossurfactante

As amostras de solo foram coletadas de seis locais, do bosque do INPA, Amazonas,
Brasil, coordenada geografica que possui latitude Sul: 3.10'39” e longitude leste
59.96”77”. Para o isolamento, um grama solo foi transferido para um tubo de ensaio
contendo 9 mL de &gua. A partir deste tubo, 1 mL foi transferido sucessivamente
para quatro outros tubos. Essas amostras diluidas foram aplicadas (100 L) em
placas de Petri contendo Agar Sabouraud acrescido de cloranfenicol (200 mg/L).
Apés 72h horas de incubacédo (25°C), colbnias desenvolvidas foram transferidas
para tubos de ensaio. Procedimento realizado em triplicata. Semeaduras de
desgaste foram realizadas até a obtengdo de cultivos monosporicos. A identificagdo
das col6nias fungicas foi feita por meio da observacado dos aspectos macroscopicos
das colbnias e estudo microscopico descrito por Lacaz et al [16] e Barnett e Hunter
[17].

Para selecdo dos fungos produtores de biossurfactantes foram realizados
bioprocessos em erlenmeyers (125mL) contendo 25 mL de meio de cultivo (40g/L de
Oleo de soja-soya® e 20g/L de peptona). Esse meio foi inculado com esporos dos
isolados obtendo-se uma concentracdo final de 1x10* esporos/mL. Em seguida, 0s
erlenmeyers foram incubados sem agitacdo, a temperatura ambiente (25°C) por 7

dias, seguido de filtracdo com papel filtro, para a retirada das células fangicas. O
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filtrado foi entdo separado para ser utilizado na deteccéo de biossurfactantes pelos
métodos de colapso da gota descrito por Bodour e Maier [18] e pelo indice de

emulsificacao descrito por Cameron et al [19].

No teste do colapso da gota, método de screening para deteccdo da atividade
tensoativa, foi utilizada uma placa de poliestireno com 96 micropogos (12.7 X 8.5
cm). Antes da utilizacdo, a placa foi lavada trés vezes cada com agua quente,
etanol, agua destilada e secas. 5 uL de suspensdo microbiana de cada amostra
foram inoculadas separadamente em "pocos" previamente preenchidos com 2,0 uL
de 6leo mineral previamente deixados a temperatura ambiente por 24 horas. Apos 1
minuto de reacgao, o resultado foi determinado visualmente. Quando houve o colapso
da gota de o6leo mineral o resultado foi considerado positivo. Um controle foi

preparado utilizando-se SDS (dodecil sulfato de sédio) a 25%.

Para o teste do indice de emulsificacdo (E24), uma aliquota de 4 mL do filtrado da
cultura (livre de células) foi misturado com 6 mL de tolueno em um tubo com a
utilizacado de vortex vigorosamente por 2 minutos. ApGs 24 horas, a propor¢cao de
tolueno emulsificado foi comparada com o volume total de tolueno adicionado. O

indice de emulsificacdo foi calculado pela seguinte férmula:
E24= (altura da camada de emulsao/altura total) x 100

2.2 Influéncia das fontes de carbono e nitrogénio na producéo de
biossurfactantes

Foi avaliada a influéncia de diferentes fontes de carbono (20 g/L) e nitrogénio (10g/L)
na producdo de biossurfactantes pelo microrganismo selecionado. As condi¢cbes
experimentais foram as mesmas descritas no item anterior (2.1) sendo que cada
substrado investigado foi avaliado de forma univariada. As fontes de carbono
investigadas foram 6leo de soja, amido, sacarose, e celulose, xilose e as fontes de
nitrogénio foram peptona, extrato de levedura, extrato de carne, nitrato de sodio e

malte.
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2.3 Efeito da concentracéo da fonte de carbono, fonte de nitrogénio, pH e

tempo de tratamento.

Avaliou-se a influéncia dos fatores concentracdo do O6leo de soja, extrato de
levedura, pH e tempo de bioprocesso por meio de um planejamento fatorial 2% (dois
niveis). O desenho escolhido foi 2* com quatro repeticbes no ponto central
(avaliacdo do erro experimental) conforme descrito por Barros Neto et al. [20]
(Tabela 2). As demais condicBes experimentais foram similares as do item anterior
(2.1)

As variaveis e niveis a serem estudados estdo mostrados na Tabela 1.

Niveis -1 0 +1
Fonte de carbono X1 (g/L) 20 40 60
Fonte de nitrogénio X2 (g/L) 10 20 30
pH X3 40 50 6,0
Tempo de tratamento X4 (d) 5 7 9

Tabela 2 - Niveis utilizados para concentragdo de glicose, biomassa, pH e tempo de
tratamento no planejamento experimental 2* com arranjo tipo estrela.

As analises estatisticas foram realizadas no programa STATGRAPHICS
versao 6.0 e também no STATISTICA verséao 5.0.

2.4 Semi-purificagédo do biossurfactante e estudos de estabilidade

A semi-purificacao foi realizada preparado-se 30 repeticbes do ensaio otimizado no
item 2.3. O volume resultante dos bioprocessos foi reunido, filtrado e precipitado
com etanol (1:4 viv, 4°C, 48 horas). A mistura foi submetida a centrifugacéo (5000
rpm por 20 minutos) e o precipitado obtido foi utilizado nos testes de estabilidade.

O efeito da adicdo de NaCl (30% p/v) foi avaliado. Apdés a adicdo do sal a uma
solugéao 1% p/v do precipitado contendo biosurfactante, a atividade emulsificante foi

verificada pelo do indice de emulsificagé@o (Ezs).



39

O efeito da temperatura sobre a atividade biossurfactante foi investigado mantendo-
se uma solucéo 1% p/v do precipitado contendo biosurfactante a 100° C em banho-
maria durante 60 min, em seguida, foi verificada através do indice de emulsificagdo
(E24).

O Surfactante sintético de Tween 80 0,2% (p/v) foi utilizado como substancia

controle nesses ensaios.

3. Resultados
3.1 Isolamento e identificacdo de fungos de amostras de solo da floresta
Amazonica

O isolamento dos fungos das amostras de solo resultou em colbnias de fungos
filamentosos (n=100) da classe dos Ascomycetes. Essas, especificificamente,
pertenceram aos géneros: Penicillium (46), Aspergillus (24), Trichoderma (12),
Fusarium (8), Mucor (6), Acremonium (2), Gliocadium (1), Fonsecae (1).

3.2 Selecéao de fungos produtores de biossurfactantes

Os resultados dos testes de indice de emulsificacdo e colapso de gota que foram
realizados com a finalidade de selecionar fungos produtores de biossurfactantes sao
apresentados na Tabela 3. Quanto ao indice de emulsificacdo, 9 isolados
apresentaram bons resultados (E,4 > 40), esses pertenciam aos géneros: Penicillium
sp (3), Trichoderma sp (3) e Fusarium sp (3). O isolado Penicillium 8CC2 apresentou
um forte indice de emulsificacédo (54,2) e foi selecionado para as demais etapas do

trabalho porque sua emulséo foi mantida por mais de 15 dias.

Resultado ) Resultado )
Identidade do “teste Indice de Identidade do do “teste Indice de
doisolado  do colapso Emulsificagdo isolado do colapso Emulsificacéo
da gota” da gota”
Fusarium Penicillium sp
sp.87LIV12 Neg 64,28 58A3AC. Neg 16
Fusarium sp. Penicillium sp.

86LV272 Neg 58,57 66S1ABC Neg 16



opoemvaiz  Neg 57,14
Soomvra  Neg 57,14
accs  Neo
oionaty  Neg 52.85
ShboavRs  Pos 51
TS'E.“?SEZZE‘ Neg 42.85
s?rg(z:gifénz Neg 40,3
oovers  Nes
Py > Neg. 34,8
Psimfgl\i/uzm Neg 34,14
oacpey  Ned 20,6
Ps%ngguzr.n Neg 27,14
ngghzo[j:(r:rgg Neg 21,42
szegfsngucng. Neg 19,9
fearGs  Neg
s/;\).sré%rgsigléi Neg 16,2
oieaapy  Ned 11,2
o eevs  Neg 5.9
s r6s3mc g
Penicillium Neg .
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Aspergillus sp.
78BPG1

Penicillium sp.

31vVG23

Penicillium sp
38BAB2

Aspergillus sp
44A3ACL.

Aspergillus sp
45A3AA

Penicillium sp
49B3LV.

Mucor sp
68S1BBC.

Penicillium sp
41BVR2

Penicillium
sp.83S3BAC

Trichoderma
sp. 79APG1

Mucor sp
100vva.

Penicillium
Sp.98VvV33

Penicillium sp
T7S4AAC.

Penicillium
sp.96VvVv14

Fusarium sp
75BVG1

Mucor
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Fusarium
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Gliocadium
sp. 72CVR2

Penicillium
sp. 67AV202

Acremonium
sp. 26BC3

Penicillium
sp 43B3VG.

Aspergillus
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Penicillium
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Penicillium
sp.40B3CL
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Neg
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4,4

3,5
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2,3

2,1
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1.8
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Penicillium
sp.2BL3

Fusarium sp
3ML2.

Aspergillus
sp.4CC4

Penicillium sp
5bc3

Aspergillus sp
6PG2.

Fusaruim sp
7BC13.

Trichoderma
sp. 9BC2

Penicillium sp
10BL2.

Mucor
sp.11CBC3

Mucor
Sp.12AVV2

Trichoderma
sp.13AG2

Penicillium sp
14BC2

Trichoderma
sp.17CPV2

Penicillium sp.
18BL2

Penicillium sp
19VR3.

Penicillium sp.
20vCes3

Aspergillus
sp.22LC2

Aspergillus sp
23AC2.

Aspergillus sp
24BC2.

Aspergillus sp
32AG13.

Aspergillus sp.

82S4ABC

Neg

Neg

Neg

Neg

Neg

Neg

Neg

Neg

Neg

Neg

Neg

Neg

Neg

Neg

Neg

Neg

Neg

Neg

Neg

Neg

Neg
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Penicillium
sp. 52B2AV

Penicillium
sp 56BBR2.

Penicillium
sp 57A2LG.

Aspergillus
sp 59CG3.

Acremonium
sp. 61A3VC

Aspergillus

sp. 70S1BVP

Neg

Neg

Neg

Neg

Neg

Neg

1,6

1,6

1,6

1,6

1,6

1,6

Aspergillus
sp.84BV134

Mucor sp
89AVV.

Trichoderma
sp.34VG33

Aspergillus sp
35MV3

Penicillium sp
36BLC3.

Penicillium
Sp.39B3CV

Neg

Neg

Neg

Neg

Neg

Neg

42

Tabela 3- Identidade dos isolados fungicos isolados desolo de uma mata preservada da Cidade de

Manaus e resultado dos testes do colapso da gota e do indice de emulsificagdo (Ey,).

3.3 Efeito das fontes de carbono e nitrogénio na producéao de

biossurfactantes.

Com a finalidade de otimizar a producao de biossurfactantes pelo isolado Penicillium

8CC2 , foi investigada a influéncia de fontes de carbono e nitrogénio por meio de

experimentos univariados (Fig 1 e Fig.2). A fonte de carbono e nitrogénio que

promoveram o0s maiores indices foram Oleo de soja e extrato de levedura,

respectivamente.
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Fig.1. Influéncia das diferentes fontes de carbono na producdo de biossurfactantes pelo isolado

Penicillium 8CC2 (indice de emulsificagao).
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Fig.2. Efeito das diferentes fontes de nitrogénio na producdo de biossurfactantes pelo isolado

Penicillium 8CC2 (indice de emulsificagao).

3.4 Influéncia do oOleo de soja, extrato de levedura, pH e tempo na producao

de biossurfactantes.
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Uma vez sabendo quais eram as melhores fontes de carbono e nitrogénio, decidiu-
se investigar a influéncia das concentracdes desses componentes, pH e do tempo
na producdo biossurfactantes por Penicillium 8CC2. Essa investigacdo foi realizada
por meio de um planejamento experimental 2*, adicionado de quatro repeticdes no
ponto central. A Tabela 4 apresenta os niveis dos fatores empregados e resultados

da variavel (indice de emulsificacdo Ey).

Oleo de  Extrato

Soja de Tempo
(g/L) levedura pH (d) Eos
(g/L)
40 20 5 7 61
60 30 4 9 76
60 10 4 9 53
40 20 5 7 60
60 30 6 9 76
20 30 6 9 80
20 10 4 5 47
40 20 5 7 58
40 20 5 7 62
60 30 4 5 51
20 10 6 9 62
20 10 6 5 56
60 30 6 5 60
20 30 6 5 69
60 10 4 5 48
20 10 4 9 58
60 10 6 5 60
20 30 4 5 62
20 30 4 9 78
60 10 6 9 47

Tabela 4- Influéncia das concentracbes do 6leo de soja, extrato levedura, pH e Tempo na producao
de biossurfactantes por Penicilium 8CC2 em experimentos realizados de acordo com um
planejamento fatorial 2°.

Os efeitos principais e suas respectivas interagdes calculadas a partir dos dados da
Tabela 4 sdo apresentados na Tabela 5. Os erros padréo (o) dos efeitos foram
calculados a partir das replicadas do ponto central (Tabela 5). Segundo Barros Neto
et al. [20], ao nivel de 95% de confianca, somente sdo considerados significativos o0s

efeitos, em maodulo, cujos valores forem maiores que “ty, X ¢” , onde t, é o valor do
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teste t para v graus de liberdade. O valor do teste t para 3 graus de liberdade (t;), ao
nivel de 95% de confianca € 3,182.

Média 61,2 +/-0,381881
A: Oleo de soja =-5,125 +/- 0,853913*
B: Extrato de levedura =15,125 +/- 0,853913*
C: pH =4,625 +/- 0,853913*
D: Tempo =9,625 +/- 0,853913*
AB =-1,375 +/- 0,853913
AC =-0,875 +/- 0,853913
AD =-1,375 +/- 0,853913
BC =-0,125 +/- 0,853913
BD =7,375 +/- 0,853913*
CD =-4,625 +/- 0,853913*

Tabela 5- Efeito das variaveis testadas para produc¢do de biossurfactantes por Penicillium 8CC2
calculados a partir dos dados apresentados na Tab. 4. Os efeitos que apresentaram significado
estatistico (nivel de confian¢a de 95%) estado indicados pelo simbolo *.

Todos os fatores estudados apresentaram significado estatistico bem como as
interacOes: (extrato de levedura) x (tempo) e (pH) e (tempo). Considerando-se 0s
efeitos estatisticamente significativos, um modelo linear foi ajustado com os dados

da Tabela 4 e esse é descrito a seqguir:

Eos= 8,1375 - 0,128125*0leo de soja - 0,534375*extrato de levedura
+10,4063*pH + 4,5*tempo + 0,184375*extrato de levedura*Tempo -
1,15625*pH*tempo (Equacéo 1)

Andlise de variancia (ANOVA) foi realizada para validacdo do modelo matemético
apresentado (Equacéo 1) e pode ser observada na Tabela 6. O modelo matematico
apresentou regressao significativa (91,8%), seus fatores apresentaram significado

estatistico e a falta de ajuste néao foi significativa (p > 0,05).

Soma dos Media dos
Fonte quadrados Df quadrados F-Ratio P-Value
A: 6leo de 105,063 1 105,063 36,02 0,0093
soja
B:Extrato de 915,063 1 915,063 313,74 0,0004
levedura
C:pH 85,5625 1 85,5625 29,34 0,0123
D: Tempo 370,563 1 370,563 127,05 0,0015

BD 217,563 1 217,563 74,59 0,0033
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CD 85,5625 1 85,5625 29,34 0,0123
Falta de 149,075 10 149,075 511 0,1030
ajuste
Erro puro 8,75 3 8,75
Total 1937,2 19

R-squared = 91,8529 por cento
Tab. 6 Andlise de variancia para avaliar a significancia estatistica do modelo para producdo de
biossurfactantes por Penicillium 8CC2

Para representar a estimativa de E,4 foram feitas superficies de resposta (Fig. 3) a
partir dos dados gerado pelo modelo avaliado. As superficies de respostas
construidas demonstraram que as concentra¢des Otimas para a maxima producao
de biossurfactantes foram: 6leo de soja 20 g/L, extrato de levedura 30 g/L, pH 6 e

Tempo 9 d, sendo obtido um E»4 tedrico de 79,82.
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Fig.3. Superficie de resposta da producdo de biossurfactante pelo Penicillium 8CC2 em fungéo do
Oleo de soja, extrato de levedura, pH e do tempo de producéo.

3.5 Estudos de estabilidade

A estabilidade do novo surfactante foi avaliada frente diferentes condi¢des fisicas,

os resultados desses ensaios sédo apresentados nas Fig 4 e Fig 5. O aquecimento
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(100 °C por 60 minutos) nao influenciou a atividade biossurfactante. A alta
concentracdo de NaCl causou uma reducao de 12,7% no E,4 do biossurfactante
produzido por Penicillium 8CC2 e inibiu completamente a emulsdo do surfactante

comercial Tween 80.

Cindice de emulsificacdo do tolueo (E24)

55
54,5 54,28
54 * 53,80

53,5
53
52,5 _
o) 51i8‘3
51,5
51
50,5

52,35

Penicillium 8CC2  penicillium 8CC2 4 Tween 80 4 Tween 80
aquecimento aquecimento

Fig 4. Comparacdo da atividade de emulsificagdo do Penicillium 8CC2 com o surfactante quimico

tween 80 (0,2%) apds aquecimento a 100°C por 60 min.

Oindice de emulsidicacdo do tolueno (E24)

60 54,72

47,74
50 L
40 32,08
30
20
10

0
0
Penicillium 8CC2 Penicillium 8CC2+ Tween 80 + NaCl Tween 80
NacCl

Fig.5- Comparacdo da atividade de amulsificacdo do Penicillium 8CC2 com o surfactante quimico
Tween 80 (0,2%) apos a adicdo de Nacl (30% p/v).

Discusséao
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A demanda industrial por surfactantes € alta e, uma vez que, os surfactantes de
origem sintética vem apresentando problemas relacionados a sua toxicidade e
recalcitrancia, os surfactantes de origem natural (biosurfactantes) sao uma
alternativa [9,21,22,23]. O presente estudo foi importante por investigar a presenca
de fungos produtores de biosurfactantes em solo da regido amazoénica, sendo que,
as suas maiores contribuicbes aqui alcancadas foram o isolamento da linhagem
produtora de Penicilium 8CC2 e a definicdo preliminar dos parametros de

bioprocesso.

No presente estudo, os géneros isolados do solo pertenceram aos géneros géneros
Penicillium (46), Aspergillus (24) e Trichoderma (12) Fusarium (8), Mucor (6),
Acremonium (2), Gliocadium (1), Fonsecae (1). O Filo Ascomycete, bem como esses
géneros citados, sdo usualmente isolados em solos [24,25,26,27]. Esses mesmos
géneros também ja foram isolados de agua [28,29], plantas [30], madeiras [31], entre

outros.

Dos 100 isolados fungicos submetidos ao teste do colapso da gota, a maioria (99)
apresentaram resultado negativo, a excecdo do isolado Trichoderma 60AVR.
Quando submetido ao indice de emulsificagdo (E.s), 9 isolados possuiram E,4 acima
de 40, e foram classificados como forte produtores de biossurfactantes. Trabalhos
anteriores, que comparam diferentes métodos de deteccdo de biossurfactantes
demonstraram que a atividade emulsificante ndo possui relacdo direta com a
reducdo da tensdo superficial de determinado liquido [32,33], sendo possivel que
essas 9 amostras tenham capacidade de emulsificagdo, mas que nao sado capazes
de reduzir a tensao superficial de liquidos imisciveis. Os géneros que apresentaram
forte capacidade de emulsificar o tolueno foram: Penicillium sp. (3), Trichoderma sp
(3), Fusarium sp (3). Trabalhos anteriores ja haviam demonstrado o potencial de
Penicilllium spp. na producdo de biossurfactantes [34,35], porém poucos haviam
descrito o potencial dos generos Trichoderma [36] e Fusarium. Essa constatacéo
ressalta a importancia de uma maior busca de fungos filamentosos que tenham
capacidade de emulsificar hidrocarbonetos, pois nimero de estudos existentes é
pequeno quando comparado as bactérias e leveduras com capacidade

emulsificante.
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A fonte de carbono utilizada para a producdo de biossurfactante pode ser
proveniente de trés categorias: carboidratos, Oleos vegetais e hidrocarbonetos
[37,38]. No presente estudo, a sintese de biossurfactante foi maior utilizando como
fonte de carbono o 6leo de soja. No entanto, deve-se destacar que, Penicillium
8CC2 foi capaz de produzir biossurfactante com celobiose, sacarose e xilose. Esse
dado demonstra que Penicillium 8CC2 pode ser considerado um isolado com grande
capacidade de producdo desse metabdlito, mesmo quando ha variagdo na fonte de
carbono utilizada no processo. O amido, apesar de ser utilizada por outros micro-
organismos como fonte carbono [39], ndo se apresentou como substrato adequado

para producao de biosurfactantes por Penicillium 8CC2.

Segundo a literatura, os biossurfactantes sdo produzidos quando ha limitacdo da
fonte de nitrogénio, ocorrendo durante a fase estacionaria do crescimento da
biomassa [40,41,42]. Quando a limitagdo por nutrientes inicia, 0 crescimento
microbiano diminui, mas a fonte de carbono continua sendo utilizada para a
biossintese de lipidios. Neste trabalho, o extrato de levedura foi a fonte mais
adequada para producdo do metabdlito de interesse, seguido por peptona, extrato
de carne e malte. A fonte de nitrogénio mineral (nitrato de sédio) néo foi adequada
para producdo do biossurfactante. Um estudo de Coopper e Paddock
[43] demonstrou resultados semelhantes, esse observaram que Torulopsis
bombicola produziu biossurfactantes utilizando extrato de levedura e néo foi capaz

de produzir utilizando nitrato de sodio.

O delineamento experimental € uma excelente ferramenta para estudar os efeitos de
uma unica interacdo e de todos os paréametros simultaneamente [44, 45, 46]. No
presente estudo, o uso dessa ferramenta demonstrou que todos os fatores
estudados (6leo de soja, peptona, pH e tempo) e algumas das suas interactes
apresentaram significativa influéncia na varidvel de resposta (producdo do
biosurfactante). O modelo matematico validado demonstrou que pode-se obter
E»4=79,82 utilizando-se 20 g/L 6leo de oliva, 30 g/L extrato de levedura, pH 6 e 9
dias de bioensaio. Quanto ao fator pH, hoje sabe-se que, a maxima producdo de
biosurfactantes ocorre a partir da faixa de pH 6timo de crescimento do micro-
organismo empregado. Para producdo desse bissurfactante, bem como para

qualquer reacao quimica, o pH afeta diretamente a atividade microbiana, devido aos
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efeitos dos ions H+ na permeabilidade celular e na atividade enzimatica [47]. Kiran
et al [48] mostrou que um isolado de Aspergillus ustus obteve sua producdo maxima
utilizando pH 7. Mucor circineloides produziu biossurfactante em pH 8 usando como
substrato casca de maca, 6leo vegetal e agua do milho [49]. O tempo de producédo
necessario para maior producdo de biossurfactante por Penicillium sp 8CC2 no
estudo foi de 9 dias. Aspergillus fumigatus produziu biossurfactante em 112 horas,
usando fermentacdo no estado sélido [50]. Aspergillus ustus isolado de uma espoja
marinha teve sua produgéo otimizada em 120 horas no caldo Sabouraud dextrose
[49]. Ensaios de otimizacdo com Penicillium 8CC2 podem resultar na redugcao do

tempo de bioprocesso para valores similares ao apresentados nesses estudos.

by

A estabilidade do biossurfactante foi avaliada frente a alta temperatura e a forca
ibnica. Submetendo-o a 100°C por 60 min, ndo foi verificado influéncia em sua
atividade, embora tenha havido um declinio na atividade surfactante do Tween 80
0,2% (p/v), usado como controle. Esse resultado demonstra sua potencial utilidade
na industria alimenticia, farmacéutica e cosmética, em que a necessidade de
aguecimento para esterilidade é de grande importancia [50,51]. Quanto a forca
ibnica, houve uma pequena reducdo na capacidade emulsificante de Penicillium
8CC2 quando o NaCl (30%) foi adicionado, porém ainda mantendo-se uma emulséo
estavel. O agente emulsificante comercial tween 80, utilizado como controle, ndo
conseguiu se manter estavel quando o NaCl foi adicionado. Esse resultado
demonstra que esse biossurfactante pode ser utilizado em condicbes de alta
concentracédo salina, a exemplo das atividades de recuperacgéao terciaria de petréleo.

Considerando os resultados aqui encontrados, pode-se concluir que fungos
isolados do solo Amazénico podem ser potenciais produtores de biossurfactantes.
De um total de 100 isolados, 9 apresentaram como bons produtores (E24>40).
Desses, Penicilllum 8CC2 foi escolhido para otimizacdo de producdo do
biossurfactante, por meio da padronizacédo das fontes de carbono e nitrogénio, pH e
do tempo, o0 que resultou no aumento da sua producdo. Esse metabdlito também se

mostrou estavel frente a altas temperaturas e as forgas ionicas.
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