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RESUMO: Os biossurfactantes séo tensoativos produzido via agdo metabdlica dos microrganismos e tém
sido alvo de varios estudos na atualidade tendo em vista sua biodegradabilidade e boa estabilidade. O
presente trabalho avaliou a producdo de biossurfactantes pela Candida guilliermondii utilizando suco de caju
como fonte de carbono objetivando a diminui¢do dos custos de producdo. Os parametros da cinética de
crescimento foram obtidos para um cultivo dede 96 horas sob agitacdo de 200 rpm a 30 °C, obtendo uma
velocidade especifica de crescimento (Hms) de 0,783 h™ e uma produtividade em biomassa (P,) de 0,126
g.L™.h™ O melhor resultado de emulsificacao foi para o 6leo de motor, sendo 0 mesmo de 82,69%.
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1. INTRODUCAO

Os tensoativos sdo substancia que possuem um carater anfipatico por apresentarem em sua
estrutura molecular uma porcao hidrofobica, geralmente uma cadeia carbdnica que pode ser linear,
ciclica ou ramificada, e outra hidrofilica que é formada por algum atomo que apresente uma
densidade de carga, negativa ou positiva, o que induz a formacdo de um momento de um polo
(DALTIN, 2012).

Tais moléculas sdo comumente mencionadas na literatura com o titulo de agentes
surfactantes, pois as mesmas possuem como principal caracteristica a capacidade de atenuar as
tensdes superficiais existentes entre interfaces fluidas. Sendo assim, a aplicabilidade de tais
compostos € bastante ampla e se dad em diferentes setores da inddstria, como: producdo de
alimentos, elaboracdo de farmacos, indUstria petroquimica e outros.

A principal via de sintese dos compostos superficialmente ativos € a quimica. Porém, nos
altimos anos, a rota biotecnolégica tem sido apontada como sendo uma alternativa bastante
promissora. Na sintese bioquimica, a formacdo dessas moléculas se da pela acdo do metabolismo de
microrganismos e a denominacdo usualmente atribuida ao produto é a de biossurfactantes
(ARAUJO; FREIRE, 2013).

Os biossurfactantes possuem caracteristicas especificas que 0s tornam bastantes atrativos para
a industria, tais como: atividade superficial e interfacial, tolerancia a temperatura, pH e forca i6nica,
biodegradabilidades e baixa toxicidade (NITSCHKE, 2002).
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Mesmo em meio a tantas vantagens, a principal dificuldade associada a producdo dos
tensoativos de origem microbiana é o alto custo atrelado ao processo. Partindo disso, 0 emprego de
fontes alternativas para baratear e aperfeicoar o processo esta sendo uma questdo bastante levantada
no meio cientifico. O emprego dos residuos vem se mostrando uma das alternativas mais viaveis
para tal empreitada, tendo em vista que o substrato corresponde a cerca de 50% dos custos totais do
bioprocesso (LUNA et al., 2015).

A diversidade de microrganismos capazes de sintetizar biossurfactrantes é enorme e tem
resultado em intmeros trabalhos relacionados ao tema. As leveduras, em especial a do género
Candida, ja foram relatadas na literatura como produtoras de tais tensoativos biologicos (FONTES,
AMARAL, COELHO, 2008; LUNA et al., 2015).

O objetivo dessa pesquisa foi realizar a avaliacdo do crescimento da Candida Guilliermondii
atraves da obtencdo dos parametros cinéticos e verificar a producdo de biossurfactante por tal
microrganismo.

2. METODOLOGIA
2.1. Microrganismo

O microrganismo utilizado foi a Candida guilliermondii. A cultura foi mantida em meio Yast
Malt Agar (Y.M.A), composto por glicose 1% (m/V), extrato de levedura 0,3% (m/V), peptona
0,5% (m/V), extrato de malte 0,3% (m/V) e agar 2% (m/V), a 4°C.

O inoculo foi preparado colocando trés alcadas da cepa em um erlenmeyer de 50 mL
contendo 25 mL do meio de cultivo proposto por Santa Anna (2001), modificando apenas na fonte
de carbono para o suco do caju. O meio foi constituido por KH,PO, (3 g/L); Ko;HPO4 (7 g/L);
(NH4)2SO4 (1 g/L), MgSO4.7H20 (0,2 g¢/L); Suco de caju com 40g/L de acucar redutores. A
incubacdo foi realizada em mesa agitadora a 30°C e 200 rpm por 24h.

2.2. Producéo de Biossurfactante

A producéo de biossurfactantes foi realizada em frascos Erlenmeyer de 500 mL contendo 225
mL do mesmo meio usado para o inoculo. O meio de cultura foi esterilizado por 15 min, 1 atm e
111°C. Em seguida o meio foi inoculado com uma concentracdo de células de 10% (V/V). O
crescimento da levedura foi verificado por 96 h em mesa rotatéria a 200 rpm e temperatura 30°C.
Foram retiradas amostras em diferentes intervalos de tempo para a andlise do crescimento de
células, consumo de substrato e, ao término, para a verificacdo do indice de emulsificacdo. Os
ensaios foram realizados em duplicata.

2.3. Analises

2.3.1. Crescimento Microbiano: Utilizou-se 0 método de turbidimetria, onde a concentragédo
de biomassa foi mensurada através de uma curva de calibracéo que correlacionava a absorbancia do
meio, a um comprimento de onda de 600nm, com uma concentracgéo celular em (g/L).

2.3.2. Acgucares Redutores: Para determinar a quantidade de agUcares redutores utilizou-se 0
método do 3,5- Dinitrossalicilato (DNS), proposto inicialmente por Miller (1959), adaptado por
Vasconcelos(2013) da Embrapa Agroindustria Tropical.
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2.3.3. Indice de Emulsificacéo: O indice de emulsificagio foi obtido através da agitacdo em
vortex de 2,0 mL do meio de cultura, apds as 96h de cultivo, com 2 mL de éleo de soja ou 6leo de
motor por 2 minutos. O indice de emulsificacdo corresponde a razdo entre a altura da emulsdo e a
altura total da total de liquido. Como mostra a seguinte equacao:

Heg

[E(%) = x100 )

TOTAL

Sendo Hee a altura da fase emulsionada e Hrora. @ altura total da solugéo.

2.4. Obtengéo dos parédmetros da cinética de crescimento

A obtencdo dos pardmetros da cinética de crescimento foi realizada segundo o proposto por
SCHMIDELL et al. (2001).

2.4.1 Produtividade em biomassa: Expressa a velocidade média do crescimento microbiano,
onde verifica-se a quantidade de biomassa produzida ao longo do tempo de cultivo. Onde X € a
concentracdo final de células e X, é a concentracdo incial.

Py= (X-Xo) / (tempo de cultivo) )

2.4.2 Velocidade especifica de crescimento maxima: A velocidade especifica de
crescimento tem seu valor méximo na faze exponencial da curva de crescimento, onde a agdo do
metabolismo do microrganismo se da de forma mais acentuada e efetiva. A velocidade corresponde
a inclinacdo da reta obtida pelo gréfico do In(X) versus t (tempo de cultivo), na fase mencionada. A
reta € dada pela seguinte relacdo linear:

mhX¥=p(T—-T.)+hnkX 3)

2.4.3 Tempo de Geracao: O tempo de geracdo permite mensurar a que tempo a concentracdo
de microrganismo ird dobrar do seu valor inicial. O mesmo é calculado por:

Tg = In(2)/max 4

2.4.4 Fator de conversdo de substrato em biomassa: E a relagio estabelecida entre a
quantidade de biomassa produzida e o teor de substrato consumido. De modo que se verifica a
influéncia de um sob o outro. Dado pela expressdo a seguir, onde Sy é a concentracdo final de
substrato e S a inicial.

YX/SZ(X-Xo)/ (So-S) (5)

3. RESULTADOS E DISCUSSOES

A determinacdo do crescimento celular se deu por turbidimetria, onde uma curva de
calibracéo foi obtida verificando-se, por peso seco, a quantidade de biomassa produzida pra o tempo
de cultivo total, 96h e entdo diluindo-se essa concentracdo na seguinte ordem: 1:20, 1:30, 1:40, 1:50
e 1.60. As absorbancias foram medidas a 600nm. Gerou-se entdo uma modelo linear que
correlaciona a absorbancia medida a uma concentracgdo de células em g/L. Sendo 0 mesmo:
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y =1,7134x - 0,9784 (6)

Onde o valor da correlacdo linear do modelo foi R?=0,9795, o que garante uma explicacdo de
97,84% das possiveis informagdes obtidas pelo mesmo.

Com os dados da producgdo de biomassa e de consumo de substrato obtidos ao longo da
execucdo do bioprocesso, montaram-se as curvas de crescimento celular e de decrescimento da
concentracdo da fonte de carbono. Sendo as mesmas:
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Figura 1 — Curva de crescimento celular e consumo de substrato para a Candida guilliermond
para o tempo de cultivo de 96h.

A curva mostra que 0 microrganismo teve rapida adaptacdo ao meio com o inicio da fase
exponencial que foi de Oh as 9h de cultivo. Sendo assim, a determinacdo da velocidade especifica
de crescimento, tendo em vista que nessa fase ela € maxima e constante foi obtida pelo coeficiente
linear da seguinte equacao:

In (X) = 0,1783t + 0,7015 (7

Sendo assim Pmna=0,1783 h™, o que fornece um tempo de geracéo (Tg) de 3,89 h. O modelo
apresentou um valor de R? de 0,9332, 0 que assegura que ha uma explicacdo de 93,32% das
possiveis variacdes do mesmo frente aos valores reais.

A produtividade em biomassa (P,) foi de 0,126 g.L™.h™ e o fator de conversdo de substrato
em biomassa (Yyss) foi de 0,528 gceiula/Jsubstrato-

Os resultados se aproximaram dos encontrados por Felipe et al. (2003), que estudou o cultivo
da Candida guilliermondii objetivando a obtencdo de bioprodutos. O meio de cultivo foi
proveniente do enriquecimento de um hidrolisado hemicelul6sico que possuia cerca de 32,33 g/L de
Xilose (acUcar redutor limitante para o bioprocesso estudado pelo autor). O meio foi suplementado
com 2 g/L de sulfato de aménio, 20 g/L de farelo de arroz e 0,1 g/L de cloreto de célcio dihidratado,
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em condicOes de agitacdo e temperatura idénticas as do presente estudo, obtendo uma conversao de
0,54 QeeiulalGsubstrato € UMa produtividade de 0,34 g.L™.h™.

O indice de emulsificacdo € uma analise indireta da presenca de biossurfactante, sua presenca
estd relacionada com altos indices de emulsificacdo e estabilidade do emulsionado. A seguir, a
Figura 2 mostrando percentualmente a capacidade de emulsionar em relacéo a dois 0leos diferentes.
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Figura 2 - Indice de emulsificagdo com diferentes 6leos utilizando o meio livre de células com
96h de cultivo.

Para o 0leo de soja o indice de emulsifica¢do foi de 19,77%, enquanto que para o0 6leo de
motor 0 mesmo chegou a 82,69%, mostrando que de fato foram produzidas substancias com
capacidade de alterar tensdes interfaciais. Brasileiro (2013) obteve um percentual de emulsificacao
de 100% para o 6leo de motor em um cultivo de 144 horas utilizando melaco (4%) e 6leo de soja
residual (2,5%) como fontes de carbono simultaneas. O melhor valor de indice obtido pelo autor se
deve ao fato do mesmo ter utilizado um éleo no préprio meio de cultura, 0 mesmo atua como um
indutor metabdlico, fazendo com que o metabolismo microbiano produza mais sustancias
tensoativas visando melhorar a disponibilidade dessa fonte de carbono no cultivo.

5. CONCLUSAO

Com os resultados obtidos foi possivel avaliar a aplicabilidade da Candida guilliermondii
em processos fermentativos objetivando a producédo de biossurfactantes. Os pardmetros da cinética
de crescimento microbioldgico constataram que o emprego do suco do caju como fonte de carbono
alternativa é viavel, tendo em vista que se mostraram compativeis com os obtidos em meios que
empregavam outras fontes desse nutriente. Os indices de emulsificacdo obtidos constataram a
presenca de substancias tensoativas, mostrando que o bioprocesso estudado e desenvolvido atende
ao que foi proposto.
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