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RESUMO

RAMOS, Naira Menezes. Producio e caracterizacio de biossurfactantes por Yarrowia
lipolytica empregando matérias-primas renovaveis para aplicacio em formulagdes
cosméticas. Orientadores: Bernardo Dias Ribeiro e Gizele Cardoso Fontes Sant’ Ana. Tese
(Mestrado em Tecnologia de Processos Quimicos € Bioquimicos). Rio de Janeiro, 2017.

Biossurfactantes sdo biomoléculas anfipaticas com grande potencial de aplicagdo industrial,
cujo uso ¢ limitado pelo alto custo de produgdo. Visando diminuir esse custo, neste trabalho
foram escolhidas duas matérias-primas renovaveis: o glicerol bruto e a polpa de cupuacu,
para producgdo de biossurfactante por Yarrowia lipolytica IMUFRJ 50682. A levedura foi
inoculada em meio YPD e os experimentos foram conduzidos em incubador rotatdrio por
96 horas. A caracterizagdo parcial dos biossurfactantes, bem como a sua capacidade de
estabilizar emulsdes cosméticas, sdo objetivos deste trabalho. O biossurfactante
parcialmente purificado foi caracterizado quanto a: quantidade de proteina, quantidade de
agucares totais, variagdo da tensdo superficial, indice de emulsificagdo e concentragdo
micelar critica. Os biossurfactantes produzidos foram aplicados na estabilizacdo de
emulsdes cosméticas, que foi acompanhada por analise de didmetro médio de micelas em
Zetasizer, ap6s uma semana de producdo. A formula¢do cosmética mais estavel foi obtida
por planejamentos de experimentos e a analise dos parametros que contribuiram para a
estabilidade das emulsdes foi realizada através de diagrama de Pareto, ANOVA e analises
estatisticas. Por fim, uma andlise comparativa entre os biossurfactantes produzidos foi
realizada. Para tal, 3 emulsdes diferentes foram preparadas: uma contendo o biossurfactante
a partir de glicerol bruto; outra com o biossurfactante a partir de cupuagu; e uma padrao,
sem biossurfactante. A estabilidade das emulsdes foi novamente acompanhada por anélise
de didmetro médio de micela (Zetasizer), durante 4 semanas apos a producao das emulsdes.
Os resultados indicaram que a emulsdo produzida a partir de biossurfactante utilizando
glicerol bruto foi capaz de manter a sua estabilidade pelas 3 primeiras semanas apods a
produgdo, mostrando que este biossurfactante apresenta potencial para ser aplicado em
emulsdes cosméticas, porém, novos estudos de estabilidade de emulsdo necessitam ser
realizados.

Palavras-chave: 1. Biossurfactante 2. Emulsdo 3. Y. lipolitica 4. Estabilidade
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ABSTRACT

RAMOS, Naira Menezes. Production and characterization of biosurfactants by
Yarrowia lipolytica employing renewable sources to application in cosmetics
formulations. Supervisors: Bernardo Dias Ribeiro and Gizele Cardoso Fontes Sant’Ana.
Thesis (Masters in Chemical and Biochemical Processes Technology). Rio de Janeiro,
2017.

Biosurfactants are amphipathic molecules produced by microorganisms. Although they
have several applications, their use is limited by the high cost of production. In order to
reduce this cost, in this work it were chosen two renewable carbon sources: crude glycerol
and cupuacu pulp, for the production of biosurfactant by Yarrowia lipolytica IMUFRIJ
50682. The yeast was inoculated in YPD medium and the experiments were conducted in
rotatory incubation systems (28°C, 250 rpm) for 96 hours. The partial characterization of
the biosurfactants, as well as their ability to cosmetic emulsions, are objectives of this work.
The partially purified biosurfactant was characterized for: the amount of sugars, the amount
of protein, surface tension variation, emulsification Index and critical micelar concentration.
The produced biosurfactants were applied in the stabilization of cosmetic emulsions, which
was monitored by mean diameter of the micelles analysis (Zetasizer), after one week of the
production. The most stable cosmetic formulation was obtained by experiments planning
and the analyzes of the parameters which have contributed to the stability of the emulsions
was made through Pareto diagram, ANOVA and statistical analyzes. Lastly, a comparative
analyzes between the produced biosurfactants was performed. For such purpose, 3 different
emulsions were prepared: one containing the biosurfactant from crude glycerol; another
with the biosurfactant from cupuacu; and a standard, without any biosurfactant. The
stability of the emulsions was again monitored by mean diameter analysis (Zetasizer),
during 4 weeks after production. The results indicated that the emulsion produced with the
biosurfactant by crude glycerol as carbon source was capable of maintaining its stability for
3 weeks after production, showing that this biosurfactant has potential to be applied in
cosmetic emulsions, although new emulsions stability analyzes must be done.

Keywords: 1. Biosurfactant 2. Emulsion 3.Y. lipolitica 4. Stability
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INTRODUCAO

Uma emulsdo ¢ um sistema com duas ou mais fases, compostas por uma dispersao
coloidal, onde a fase dispersa ¢ composta de pequenos globulos de liquido distribuidos
em uma outra fase de composi¢do distinta, na qual estes globulos sdo imisciveis
(ALLEN et al., 2007, SCHRAMM, 2006). Os surfactantes desempenham um
importante papel nas formulacdes cosméticas devido as suas propriedades, como
molhamento, solubilizagdo, emulsificagdo, capacidade de formar espuma, detergéncia,
entre outras (FERREIRA et al., 2017).

Atualmente, a maioria dos surfactantes utilizados industrialmente é baseada em
derivados do petréleo, apresentando potencial para desencadear uma série de problemas
ambientais e toxicologicos, devido a sua natureza recalcitrante e persistente. Além
disso, muitos surfactantes sintéticos apresentam baixa biodegradabilidade, o que limita
seu uso em diversas aplicagdes industriais e ambientais (ANJUM et al., 2016;
MAKKAR & CAMEOTRA, 2002; MAKKAR & ROCKNY, 2003; SARKAR et al.,
2005).

Os biossurfactantes apresentam propriedades emulsificantes semelhantes as dos
surfactantes sintéticos, porém, com algumas vantagens, tais como: biodegradabilidade,
baixa toxicidade, maior compatibilidade como meio ambiente, possibilidade de
produgdo por fontes renovaveis e atuagdo sobre condi¢des extremas de pH, temperatura
e salinidade e (HASSAN et al., 2016; PEREIRA et al., 2013).

Além disso, os biossurfactantes podem ser estaveis quanto os de origem sintética
e apresentam longo tempo de armazenagem, podendo ser utilizados nos mesmos
processos industriais, com evidentes beneficios para o ambiente. Por estes motivos, o
interesse por biossurfactantes tem aumentado nos ultimos anos (KIM et al., 2000;
MARTINS, 2011; MUKHERIJEE et al., 2006).

No entanto, apesar de apresentarem diversas propriedades benéficas ao meio
ambiente, o alto custo de produ¢do dos biossurfactantes ainda representa o seu maior
obstaculo na utilizagdo industrial, como ¢ o caso da maioria dos produtos obtidos por
processos biotecnoldgicos. Esse custo de producdao elevado faz com que essas
substancias ndo sejam capazes de competir economicamente com os surfactantes

quimicos disponives no mercado (DAVIS et al., 1999; THAVASI et al., 2011).



O problema econémico da produgdo de biossurfactantes pode ser
significativamente reduzido através do uso de fontes alternativas de nutrientes,
facilmente disponiveis e de baixo custo, uma vez que o meio de cultivo representa
aproximadamente 50% do custo final do produto. Nesse contexto, os residuos
agroindustriais se apresentam como uma matéria—prima com grande potencial para
producao de biossurfactantes, uma vez que possuem muitos nutrientes para auxiliar no
crescimento da célula e possuem baixo valor de mercado (FONTES, 2008; MAKKAR
& CAMEOTRA, 2002; NITSCHKE & PASTORE, 2002).

Dentre os residuos industriais de maior importancia nos ultimos anos, destaca-se o
glicerol bruto, por este ser uma matéria-prima de origem renovavel promissora,
constituindo o principal subproduto do processo de producdo de biodiesel por
transesterificacdo. Devido ao crescente interesse mundial no uso de combustiveis a
partir de fontes alternativas, a demanda por biocombustiveis como o biodiesel tem
aumentado, o que, consequentemente, aumenta a produgao de glicerol bruto. O glicerol,
em sua forma bruta, possui valor agregado muito baixo devido a presenca das diversas
impurezas presentes em sua composicdo (FONTES, 2008; SIQUEIRA, 2015;
THOMPSON et al., 2006). Dessa forma, tem-se buscado novas aplicagdes
biotecnoldgicas para o para o glicerol bruto, como a produgdo de biossurfactantes
(AMARAL et al., 2006; FONTES, 2008).

No caso do cupuagu, as suas sementes constituem a sua por¢do de maior valor
agregado, uma vez que estas sdo utilizadas para a producao de 6leo de cupuagu, o qual
se destaca como uma das gorduras mais estudadas nos ultimos anos para substituir
parcialmente a manteiga de cacau, uma das matérias-primas de maior valor agregado do
chocolate (COHEN & JACKIX, 2009). Devido a crescente expansdo do mercado do
cupuacgu em nivel nacional e internacional, houve possibilidade de ampliar o cultivo e
aumentar a oferta de produto (ALVES, 2002). Assim, vislumbrou-se na polpa de
cupuacgu um residuo agroindustrial com potencial para a produgdo de biossurfactantes,
devido ao seu alto valor nutricional (SOUZA, 2011) e baixo valor de mercado.

Desta forma, o estudo da utilizacdo de residuos como a polpa de cupuagu e o
glicerol bruto como meio de cultura de baixo custo para o crescimento celular pode
indicar rotas econdmicas alternativas para a producdo de biossurfactantes e viabilizar o
seu uso em larga escala, tornando-os compostos de uso comum nas inddstrias em um

futuro préximo.



Portanto, pretende-se com esse trabalho a produ¢do e caracterizagdo parcial de
substancias com propriedades surfactantes, a partir da cepa Yarrowia lipolytica
IMUFRIJ 50682, utilizando meio de cultivo contendo substratos de origem renovaveis,
com o objetivo de diminuir os custos de produg¢do de biossurfactante para futuras
aplicagdes na area cosmética. Em virtude disso, o presente trabalho também teve como
objetivo avaliar a capacidade de estabilizacdo de emulsdes pelos biossurfactantes
produzidos, a fim de estudar o seu potencial de uso em formula¢des cosméticas. Por
fim, este trabalho visa dar continuidade aquele desenvolvido por FONTES (2008), no
qual as condigdes otimas para a producao de biossurfactantes por Y. lipolytica utilizando
suco de caju clarificado e glicerina foram estudadas, obtendo resultados satisfatorios e
vislumbrando a possibilidade de viabilizar economicamente o processo de sintese do

biossurfactante.



OBIJETIVOS

Este trabalho tem por objetivo produzir, caracterizar parcialmente e avaliar a
capacidade de estabilizacdo de emulsdes dos biossurfactantes produzidos pela levedura
Yarrowia lipolytica IMUFRJ 50682 em dois meios de cultivo distintos: um utilizando
glicerol bruto como fonte de carbono e outro utilizando suco de polpa de cupuagu
clarificado.

Para alcancar o objetivo geral do projeto, os seguintes estudos foram realizados:

e Avaliagdo do crescimento celular da levedura Y. lipolytica e acompanhar a
produgdo dos biossurfactantes produzidos nos dois meios de cultivo disintos;

e  (Caracterizagdo parcial do biossurfactante produzido em cada meio de cultivo;

e Elaboragdo de emulsdes cosméticas utilizando ambos os biossurfactantes
produzidos;

e  (aracterizagao das emulsdes cosméticas.



CAPITULO 1: REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1. BIOSSURFACTANTES

1.1.1. DEFINICAO E PROPRIEDADES

Biossurfactantes ou surfactantes microbianos sdo biomoléculas produzidas por
uma grande variedade de microorganismos, incluindo bactérias, leveduras e fungos
filamentosos presentes na natureza (SOUZA et al., 2017). A partir desses
microorganismos, os biossurfactantes podem ser sintetizados extracelularmente ou
como parte da membrana celular, a partir de substratos que incluem agucares, 6leos,
alcanos, entre outros (MULLIGAN, 2005).

O termo “surfactante” é derivado da contragdo da expressdo surface active agent,
que, por sua vez, significa “agente de atividade superficial”. Sendo assim, surfactantes
sdo compostos caracterizados por apresentarem uma superficie ativa, capaz de interagir
com as moléculas do liquido em que se encontram e de transformar as propriedades da
tensao superficial e interfacial do liquido e, por isso, sdo também chamados de
tensoativos ou compostos de superficie ativa (BARROS et al. 2007).

Através do seu acumulo na interface do sistema, os biossurfactantes reduzem as
tensdes superficial e interfacial de fluidos imisciveis entre si, aumentando a solubilidade
e mobilidade de compostos organicos hidrofobicos ou insoluveis. Sao capazes ainda de
promoverem emulsificagdo, molhamento e formacdo de espuma no sistema
(MARCHANT & BANAT, 2012; SINGH et al., 2007).

As moléculas de biossurfactante sdo anfifilicas, isto ¢é, apresentam uma porgao
hidrofilica (polar) e outra hidrofobica (apolar). Em funcdo da presenca desses dois
grupos na mesma molécula, os biossurfactantes tendem a se distribuir preferencialmente
nas interfaces entre fases fluidas com diferentes graus de polaridade, tais como
6leo/agua e ar/agua (BANAT et al., 2000). O grupo polar (cabeca da molécula) ou
10nico interage fortemente com o meio polar, que ¢ solvatado via interacao dipolo-
dipolo ou ion-dipolo (BAPTISTA, 2007).

Em sua composicao molecular, a por¢ao hidrofilica dos biossurfactantes pode ser
composta por: aminodcidos, peptideos, ésteres e carboidratos ou pelos grupos hidréxi,

fosfato, alcool e carboxila; e a sua por¢ao hidrofébica é composta por cadeias de
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hidrocarboneto saturadas ou insturadas de 10 a 18 carbonos ou por acidos graxos. Essas
estruturas lhes conferem uma ampla gama de propriedades, incluindo as habilidades de
formar micelas e microemulsdes entre duas fases, o que os torna uteis em diversas
aplicagdes (BANAT et al., 2010; SUWANSUKHO et al., 2008).

A Figura 1 ilustra as estruturas quimicas de alguns biossurfactantes comuns, onde
¢ possivel observar suas por¢des polares e apolares, bem como os grupos funcionais que

0s compdem.
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Figura 1. Estruturas quimicas de alguns biossurfactantes comuns: (a) Manosil, (b) Surfactina, (c) Ester de
trealose, (d) Soforolipideo, (¢) Ramnolipideo e (f) Emulsan. Fonte: Fakhruddin (2012).

Biossurfactantes  foram  primeiramente  descobertos como  compostos
extracelulares anfifilicos em fermentacdo de hidrocarbonetos, no fim dos anos 60
(KHAN et al. 2017). Porém, recentemente emergiram como moléculas promissoras
devido, principalmente, a sua versatilidade estrutural e as suas diversas propriedades,
que sdo potencialmente uteis em muitas aplicagdes terapéuticas (GUDINA et al., 2013).

Dentre as propriedades que os biossurfactantes apresentam, podem-se citar duas
fundamentais, também comuns aos surfactantes (BUENO, 2008):

— As moléculas migram do seio da solucdo para as interfaces (ex: ar-liquido,
liquido-1liquido) com orientagdo especifica (adsor¢ao);

— Formam agregados orientados, também conhecidos como micelas. A formagao
de micelas em solugdo ird conferir, por sua vez, as propriedades de detergéncia e de

solubilizagao.



Além destas duas propriedades fundamentais, os biossurfactantes possuem muitas
outras propriedades, como: formacdo de macroemulsdes (micelas com didmetro acima
de 0,4 pum) e microemulsdes (micelas com didmetro entre 0,01 e 0,1um), dipersdo ou
agregacao de solidos, agdo espumante ou anti-espumante, solubilidade, solubilizagao,
molhabilidade, detergéncia, lubrificagdo e dispersao de fases (BAPTISTA, 2007;
MAKKAR & CAMEOTRA, 2002).

1.1.2. CLASSIFICACOES DOS BIOSSURFACTANTES

1.1.2.1. DE ACORDO COM O SEU PESO MOLECULAR

Os compostos de superficie ativa (SACs) sdo geralmente classificados de acordo
com o seu peso molecular, propriedades fisico-quimicas e forma de acdo. Os SACs de
baixo peso molecular sdo chamados de biossurfactantes e reduzem a tensao superficial
da interface ar/dgua, enquanto os SACs de alto peso molecular, conhecidos como
bioemulsificantes, reduzem a tensdo interfacial entre liquidos imisciveis ou entre em
interfaces de sistemas solido-1iquido, sendo mais efetivos na estabilizacdo de emulsdes
6leo em dagua. Geralmente, os biossurfactantes também exibem capacidade de
emulsificar, mas nem sempre os bioemulsificantes reduzem a tensdo superficial
(BANAT et al., 2010; FREITAS et al. 2009).

1.1.2.2. DE ACORDO COM A NATUREZA DO GRUPO POLAR

Baseado na natureza de seu grupo polar, os biossurfactantes podem ser
classificados como: anidnicos, catidnicos, ndo idnicos ou zwiterionicos (AKYODE et
al., 2016). No entanto, os tipos mais comuns encontrados de biossurfactante sdo os nio-
i6nicos ou anidnicos, havendo casos de estruturas catidnicas encontradas naquelas
contendo aminas (BAPTISTA, 2007).

1.1.2.3. DE ACORDO COM A COMPOSICAO QUIMICA

Os biossurfactantes fazem parte de um diverso grupo de compostos quimicos,
como: glicolipideos, lipopeptideos, lipoproteinas, fosfolipideos e complexos lipideo-
polissacarideo (MUKHERIJEE et al., 2009), descritos a seguir:

1*) Glicolipideos - Nesta classe, estdo presentes os biossurfactantes mais
conhecidos e estudados, sendo os considerados de baixo peso molecular. Sao
carboidratos ligados a uma longa cadeia de &cidos alifaticos ou hidroxi-alifaticos.
Dentre os principais glicolipideos, destacam-se os ramnolipideos, os trealolipideos e os

soforolipideos (DESAI & BANAT, 1997; RON & ROSENBERG, 2001).



Os ramnolipideos sdao os glicolipideos mais estudados, sendo produzidos
principalmente por Pseudomonas aeruginosa (FONTES, 2008). Sao formados por uma
ou duas moléculas de ramnose ligadas a uma ou duas moléculas de acido f-
hidroxidecandico (KRONEMBERGER, 2007). A Figura 2 retrata o ramnolipideo L-
ramnosil-L-ramnosil-B-hidroxidecanoil-B-hidroxidecanoato.
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Figura 2. Estrutura do ramnolipideo L-ramnosil-L-ramnosil-f-
hidroxidecanoil-B-hidroxidecanoato. Fonte: Mulligan (2005).

2%) Lipopeptideos e Lipoproteinas - Englobam uma grande classe de

biossurfactantes: os lipopeptideos ciclicos, que se destacam pela sua ampla atividade
bioldgica como antibidticos; os decapeptideos (gramicidinas) e os lipopeptideos
(polimixinas), que apresentam atividade antiviral (MORIKAWA et al., 2000). Além de
apresentarem potencial antibiotico, os lipopeptideos sdo particularmente interessantes
por suas altas atividades superficiais, apresentando alta eficiéncia como tensoativo
(AHIMOU et al., 2000, FIECHTER, 1992). A surfactina (Figura 3) ¢ um dos
biossurfactantes mais conhecidos desta classificacdo (LANG, 2002).
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Figura 3. Estrutura da surfactina. Fonte: Da Silva et al. (2015).

3*) Acidos graxos, Fosfolipideos e Lipideos neutros — Os fosfolipideos (ex.:

Figura 4) fazem parte da estrutura de membranas celulares e sdo formados por uma
molécula de glicerol ligada a duas moléculas de acidos graxos através de uma ligagao
éster ¢ por um grupamento fosfato, que pode apresentar diferentes constituintes
(BEZERRA, 2012). Essas moléculas constituem uma classe de biossurfactantes
sintetizada por microorganismos do tipo bactérias e leveduras que utilizam n-alcanos

como fonte de carbono durante o crescimento (DESAI & BANAT, 1997). A produgdo



desses biossurfactantes ¢ de grande interesse do ponto de vista cientifico, pois apresenta

uma capacidade expressiva para formar microemulsdes (CORDEIRO, 2006).
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Figura 4. Estrutura do fosfolipideo fosfatidilinositol. Fonte: Garcia (2010).

4%) Poliméricos - Sao produtos constituidos por variados grupos quimicos como,
por exemplo, o Emulsan (Figura 5), no qual acidos graxos estdo ligados a um esqueleto
de heteropolissacarideos; ou o Liposan, constituido por carboidratos e proteinas (DESAI
& BANAT, 1997). Essa classe de biossurfactantes apresenta alta afinidade por
interfaces 6leo/agua, facilitando a formagdo de emulsdes estaveis, fazendo com que,

mesmo em baixas concentragdes, sejam alcancados elevados indices de emulsificacao
(BORGES, 2011).
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Figura 5. Estrutura do Emulsan. Fonte: Chamanrokh et al. (2012).

5% Particulados - De acordo com Nitschke e Pastore (2002), algumas células
microbianas apresentam elevada hidrofobicidade superficial, sendo consideradas por si
s6 como biossurfactantes, como, por exemplo, microorganismos degradadores de
hidrocarbonetos, dentre eles algumas espécies de Cyanobacteria e alguns patogenos,
como S. aureus e Serratia sp. Bactérias como Acinetobacter sp. produzem vesiculas
extracelulares que tém funcdo importante na captacdo de alcanos para a célula,
possuindo elevada atividade surfactante.

A Tabela 1 relaciona os principais tipos de surfactantes conhecidos com

suas respectivas espécies microbianas produtoras, levando em considera¢do sua

classificagdo quimica.



Tabela 1. Principais classes de surfactantes e espécies microbianas produtoras.

Classe de Surfactante

Microorganismo

Glicolipideos Pseudomonas aeruginosa
Ramnolipideos Candida bombicola, C. apicola
Soforolipideos C. antartica

Manosileritritol Rhodococcus erithropolis
Esteres de trealose Arthobacter sp.

Lipopeptideos

Surfactina/iturina/fengicina
Viscosina

Bacillus subtilis
P. fluorescens

Lichenisina B. Licheniformis
Serravetina Serratia marqueses
Fosfolipideos Acinetobacter sp.

Corynebacterium lepus

Antibioticos com superficie ativa
Gramicidina

Polymixina

Antibiotico TA

Brevibacterium breves
B. polymyxa
Myxococcus xanthus

Acidos graxos/ Lipideos neutros
Acidos corinomicoélicos

Corynebacterium insidibasseosum

Surfactantes poliméricos
Emulsan

Acinetobacter calcoaceticus

Alasan A. radioresistens
Liposan C. lipolytica
Lipomanan C. tropicalis

Biossurfactantes particulados
Vesiculas
Células microbianas

A. calcoaceticus
Cyanobacteria

Fonte: Muthusamy et al. (2008).

1.1.3. PRODUCAO DOS BIOSSURFACTANTES

Os biossurfactantes sdo produzidos principalmente durante o crescimento aerébio
ou na fase estaciondria do desenvolvimento dos microorganismos, em meios de cultura
contendo carboidratos, hidrocarbonetos, 6leos e gorduras ou uma mistura destes como
fonte de carbono (PIROLLO, 2006).

A producdo de biossurfactante pode ser espontdnea ou induzida através da
presenga de compostos lipidicos, variagcdes de pH, temperatura, aeracdo e agitagdo, ou
ainda quando o crescimento celular ¢ mantido sob condi¢cdes de estresse, como em
baixas concentragdes de nitrogénio e condi¢cdes de pH e temperatura diferentes das

condi¢des 6timas (UBEDA, 2004). Quando excretados no meio de cultivo durante o
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crescimento microbiano, os biossurfactantes auxiliam no transporte e na transposicao de

substratos insoluveis através da membrana celular (BOGNOLO, 1999).

1.1.4. FUNCAO FISIOLOGICA DOS BIOSSURFACTANTES

As funcdes fisiologicas dos biossurfactantes ainda nao foram completamente
elucidadas, porém, algumas funcdes ja tém sido atribuidas a eles, tais como

(NITSCHKE & PASTORE, 2002):

— Emulsificacdo e solubilizacdo de hidrocarbonetos ou compostos insolaveis em

agua: facilita o crescimento de microorganismos nestes substratos, porém, cepas de
Bacillus subtilis produzem surfactantes apenas em substratos hidrossoltuveis.

— Transporte de hidrocarbonetos: fungdo atribuida aos biossurfactantes ligados a

parede celular de Candida tropicalis, onde houve um aumento significativo da por¢do
lipidica do polissacarideo de membrana quando o microorganismo crescia em alcanos,
indicando que o complexo polissacarideo-acido-graxo presente na superficie celular
estaria envolvido no transporte de hidrocarbonetos;

— Aderéncia-liberagdo da célula a superficies: uma das mais importantes

estratégias de sobrevivéncia dos microorganismos ¢ sua habilidade em colonizar um
nicho ecologico onde ele possa se multiplicar. Nesta estratégia, as estruturas da
superficie celular sdo consideradas elementos chaves, pois sdo as responsdveis pela
aderéncia das células a propria superficie. Assim, os microorganismos podem utilizar
surfactantes ligados a parede para regular as propriedades da superficie celular, com o
objetivo de se aderir ou de se desligar de um determinado local, de acordo com sua
necessidade, para encontrar novos habitats com maior disponibilidade de nutrientes ou
simplesmente para se livrar de ambientes desfavoraveis;

— Atividade antibidtica: demonstrada por varios biossurfactantes, principalmente

pelos da classe dos lipopeptidios e glicopeptidios. Tanto os ramnolipideos de P.
aeruginosa quanto a surfactina, de B. subtilis, funcionam como antibidticos,
solubilizando os principais componentes das membranas celulares microbianas. Através
da excrecdo destes biossurfactantes no meio, os microorganismos adquirem maior

chance de sobrevivéncia e maior competitividade na busca por nutrientes.

1.1.5. APLICACOES

As aplicagdes dos biossurfactantes estdo diretamente relacionadas com as fungdes
que estes apresentam. Por exemplo, os tensoativos que se adsorvem nas interfaces

solido/agua e oleo/dgua sdo os melhores detergentes (MESQUITA, 2004). Alguns
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estudos tém relatado que os surfactantes podem aumentar a desor¢do e disponibilidade
de poluentes organicos aos microorganismos degradativos (CHRISTOFI & IVSHINA,

2002). A Tabela 2, abaixo, relaciona as principais fun¢des dos biossurfactantes com

suas potenciais aplicagoes.

Tabela 2. Potenciais aplica¢des comerciais dos biossurfactantes.

FUNCAO

APLICACAO

Emulsionantes e dispersantes

Solubilizantes
Agentes umectantes
Detergentes

Agentes espumantes

Agentes espessantes
Agentes sequestrantes de metais

Formadores de vesiculas
Fator de crescimento microbiano
Demulsificantes

Agentes redutores de viscosidade
Dispersantes

Fungicida

Agente de recuperaciao

Cosméticos, tintas, aditivos para 6leo,
biorremediacao, alimentos

Produtos farmacéuticos e de higiene
Industria téxtil, tintas e farmacos

Produtos agricolas e de limpeza
Cosméticos, produtos de higiene e flotacao
de minérios

Tintas e alimentos

Mineracgao

Cosméticos ¢ sistemas de liberagdo de
drogas

Tratamento de residuos oleosos
Tratamento de residuos liquidos,
recuperagao de petroleo

Transporte de 6leo cru através de tubulagdes
Misturas carvao-agua, calcareo-agua
Controle bioldgico de fitopatdogenos
Recuperacdo tercidria de petroleo (MEOR)

Fonte: Nitschke e Pastore (2002).

A industria petrolifera apresenta-se como um dos principais mercados com

interesse na utilizacdo dos biossurfactantes, porém, had outras areas onde sua
aplicabilidade mostra-se bastante promissora, como: agricultura, constru¢ao, industrias
alimenticias, de bebidas, papel, metal, téxtil, farmacéuticas ¢ de cosméticos (REIS et al.
2013).

Os biossurfactantes sdo tdo versateis que o seu uso pode proporcionar varios
beneficios ao mesmo tempo. De Araujo et al. (2013) estudaram o emprego de
biossurfactantes como agentes inibidores da adesdo de microorganismos na formacgao
indesejada de biofilme nas industrias alimenticias e constataram seus efeitos
antimicrobianos, antibiofilmes e anticorrosivos simultaneos.

Balan et al. (2017) descobriram um novo biossurfactante lipopeptidico, o
Aneurinifactin, produzido pela bactéria marinha Aneurinibacillus aneurinilyticus SBP-
1, isolada do golfo de Mannar, com emulsificagdo estavel na faixadepHde2a9eaté a

temperatura de 80°C, durante 24 horas. O Aneurinifactin revelou promissora atividade
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antimicrobiana e eficiente recuperacao de oleo, dependendo de sua concentragdao. Os
autores concluiram que o biossurfactante estudado poderia ser explorado como um

potencial candidato para uso em diversas aplicagdes biomédicas e quimicas.

1.1.6. BIOSSURFACTANTES EM COSMETICOS

Devido a sua compatibilidade com a pele, os biossurfactantes podem ser usados
em produtos de higiene e cosméticos, desempenhando um importante papel nas
formulagdes cosméticas devido as suas diversas propriedades, como: molhamento,
solubilizacdo, emulsificagdao, capacidade de formar espuma, detergéncia, entre outras
(FERREIRA et al., 2017; NITSCKE & PASTORE, 2002).

A regulacdo 2006/257/CE da Comissao Européia determina que um surfactante
tem como funcdo diminuir a tensdo superficial em cosméticos, assim como
proporcionar distribuicao uniforme do produto, quando este for aplicado (VECINO et
al., 2017). O mercado para beleza e higiene pessoal busca cada vez mais produtos que
contém ingredientes naturais em suas formulac¢des, visando a maior compatibilidade
com a pele possivel e, para atingir esse objetivo, estes produtos devem possuir origem
biologica e ndo petroquimica (VECINO et al., 2017).

Nas industrias de cosméticos, os biossurfactantes apresentam grande potencial de
aplica¢do, podendo servir como emulsificantes, agentes espumantes, solubilizantes,
agentes umidificantes e de limpeza. Diversos produtos cosméticos ¢ de higiene pessoal
poderiam conter biossurfactantes na sua formulagdo, como, por exemplo: repelentes,
xampus e condicionadores, solu¢des para lentes de contato, pastas de dente, cremes
faciais, entre outros (MAKKAR & CAMEOTRA, 2002; PROMMACHAN, 2002).

Um produto comercial que continha 1 mol de soforolipideos e 12 mols de
propilenoglicol apresentou excelente compatibilidade dérmica, sendo utilizado como
hidratante em cremes faciais (NITSCKE & PASTORE, 2002). Alguns soforolipideos
sdo utilizados como umectantes para incorporacdo em produtos de maquiagem. A KAO
Co. Ltda desenvolveu um processo fermentativo para produciao de soforolipideos, que
posteriormente sofrem esterificacdo, resultando em um produto com aplicagdo em
batons e como hidratante para pele e cabelos (DESAI & BANAT, 1997).

Ferreira et al. (2017) produziram biossurfactante por Lactobacillus paracasei,
utilizando glicose e milhocina como matérias-primas, e avaliaram o seu potencial de
uso, combinado a diferentes 6leos essenciais e extrato antioxidante natural obtido de

sementes de uva, no desenvolvimento de emulsdes cosméticas. Os autores observaram
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maxima porcentagem em volume de emulsdo (EV = 100%) em emulsdes O/A (3:1) com
6leo de améndoa, contendo 10 g.L'! do biossurfactante produzido e 5 g.L™! do extrato
antioxidante, ap6s 7 dias de producgdo. A partir desse resultado, os autores concluiram
que o biossurfactante produzido poderia ser utilizado como um ingrediente natural em

formulacdes cosméticas, desempenhando um importante papel como emulsificante.

1.2. TENSAO SUPERFICIAL

1.2.1. DEFINICAO E PROPRIEDADES

As forcas coesivas entre as moléculas no interior de um liquido sdo
compartilhadas com as moléculas vizinhas ao seu redor, ja as moléculas presentes na
superficie ndo tém moléculas vizinhas acima delas e exibem uma forga atrativa maior
sobre suas vizinhas mais proximas na superficie. A este aumento das forgas atrativas
intermoleculares na superficie se d4 o nome de tensao superficial (HEWITT, 2002).

Na

Figura 6. Esquema das forgas intermoleculares no interior e na superficie do liquido., €
apresentado um esquema ilustrando as forgas intermoleculares no interior e na
superficie do liquido.

- B

A

Figura 6. Esquema das for¢as intermoleculares no interior ¢ na superficie do liquido.
Fonte: Araujo (2013).

A adicdo de um soluto a um liquido altera a sua tensdo superficial, tornando-a
maior ou menor do que a tensdo superficial do solvente puro. Quando o soluto se
concentra na interface, a tensdo superficial se torna menor, como ¢ o caso dos agentes
tensoativos ou surfactantes (FERREIRA, 2004).

A tensdo superficial da 4gua ¢ muito forte, devido as ligacdes de hidrogénio
intermoleculares, sendo responséavel pela formacdo de gotas, borbulhas e meniscos. Nas
interfaces agua/dleo e ar/agua, a tensdo superficial pode ser facilmente medida
utilizando-se um tensidmetro. Tanto os surfactantes sintéticos como os biossurfactantes
sdo capazes de reduzir a tensdo superficial da dgua (72 mN/m) para valores na faixa

entre 47 e 27 mN/m e a tensdo interfacial (tensdo entre liquido polar e ndo polar), como
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agua em n-hexadecano, de 40 para 1 mN/m (MESQUITA, 2004; MULLIGAN, 2005).
Portanto, a efetividade dos tensoativos estd relacionada com as tensdes superficiais e
interfaciais (GOUVEIA et al., 2003).

A Tabela 3 apresenta alguns surfactantes sintéticos comercialmente utilizados e

seus respectivos valores de tensdo superficial.

Tabela 3. Surfactantes sintéticos e respectivos valores de tensdo superficial.

Surfactante Tensao Superficial (mN/m)
Dodecil-sulfato de sddio (1%) 27,1
Sulfonato de petroleo (1%) 27,5
Spolene (1%) 28

Fonte: Banat (1995).

1.2.2. CONCENTRAGCAO MICELAR CRITICA (CMC)

A tensdo superficial estd diretamente relacionada a concentracdo micelar critica
(CMC), um dos indices mais utilizados para avaliar a eficiéncia de um surfactante. A
CMC ¢ definida como a minima concentracao de surfactante requerida para que ocorra
a maxima diminuicdo de tensdo superficial e interfacial possivel (MEIRA, 2007).
Surfactantes eficientes possuem uma baixa CMC, isto ¢, menor quantidade de
surfactante ¢ necessaria para o decréscimo da tensdo superficial MULLIGAN, 2005).

A determinacao da CMC de um surfactante pode se dar através de mudancgas
bruscas no comportamento de algumas de suas propriedades fisicas em solucdo, tais
como: espalhamento de luz, viscosidade, condutividade elétrica, tensdo superficial,
pressdo osmotica e capacidade de solubilizacdo de solutos. Determinar a CMC de um
surfactante ¢ de fundamental importdncia para quaisquer processos envolvendo
tensoativos, pois o efeito desses compostos € maior quando uma quantidade significante
de micelas encontra-se presente (SANTOS et al., 2007).

A CMC varia na solucdo aquosa em funcdo da estrutura do tensoativo,
temperatura da solucdo, pH, presenca de eletrolitos e compostos organicos. O tamanho
da fracdo apolar da molécula de tensoativo ¢ um fator importante e geralmente a CMC
decresce com o aumento da hidrofobicidade da molécula, ou seja, quanto maior a cadeia
carbonica da fragdo apolar do tensoativo, maior a tendéncia das moléculas de se
adsorverem entre a interface ar/dgua, diminuindo a tensdo superficial da solugdo ainda
mais (MESQUITA, 2004). A combinagdo destas propriedades distintas confere a
molécula de biossurfactante caracteristicas unicas na dissolucdo aquosa, permitindo a

formacgao de emulsdes (VALPUESTA, 2008).
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A partir da CMC, os surfactantes se associam em estruturas como micelas,

vesiculas ou lamelas (Figura 7), e ndo ocorrerd maior redu¢do na tensdo superficial ou

interfacial (DESAI & BANAT, 1997; MAIER, 2003).

Vesicula

Figura 7. Estruturas basicas formadas por biossurfactantes a partir da CMC.
Fonte: Champion et al. (1995).

1.2.3. MICELAS

As micelas sdo agregados moleculares de surfactantes, com regides estruturais
hidrofilicas e hidrofobicas, que dindmica e espontaneamente se associam em solugdo
aquosa, a partir da CMC. Elas constituem a configuracdo das moléculas com melhor
estabilidade em solucdo, formando cadeias hidrofobicas agrupadas, e sua por¢do
hidrofilica se direciona voltada para a agua. Em concentragdes acima da CMC, as
micelas possuem um didmetro entre 3 ¢ 6 mm, o que representa uma quantidade de 30 a
200 moléculas de surfactante em cada uma (BARROS, 2007; VALPUESTA, 2008). A
Figura 8 ilustra a estrutura de uma micela, onde se pode observar a por¢do polar do

surfactante voltada para a fase aquosa e a por¢ao apolar emulsionando a fase organica.

)

Fase

iy

Figura 8. Esquema de formagao de uma micela esférica a partir da CMC.
Adaptada de: Gusev et al. (2009).

Porcdo polar <

? C>cm.ec.
| i

Porcéo apolar < — =

i

Fase aquosa

As micelas ndo sdo estaticas, coexistindo em um equilibrio dindmico, mas sio

termodinamicamente estaveis e facilmente reprodutiveis, sendo destruidas por dilui¢ao
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em agua quando a concentracdo do tensoativo ficar abaixo da CMC (MANIASSO,
2001). Nesta condi¢do, o tensoativo se encontra predominantemente na forma de
monodmeros de surfactante; porém, quando a concentragdo estd proxima da CMC, existe

um equilibrio dindmico entre mondémeros e micelas (VALPUESTA, 2008).

1.2.4. MECANISMO DE ACAO DO BIOSSURFACTANTE

Numa solugdo em que a concentrac¢do de tensoativo ¢ baixa, as moléculas existem
na forma de mondmeros; conforme a concentracdo do tensoativo aumenta, os
mondmeros comeg¢am a saturar a interface e, assim, a interagdo desfavoravel entre a
fragdo apolar e as moléculas de 4gua aumenta, provocando a agregacdo dos monomeros,
até que se inicie a formagdo de micelas (LIN, 1996; MESQUITA, 2004). Este

comportamento dos mondomeros de tensoativo € ilustrado na Figura 9.

. . «  Porpho hidrofba
Molécula tensoativa f e =
(— Pargho hidrafilica

Concentragio
Micelar Critica
(c.m.c)

Tensfio Superficial (mN/m)

Concentragio (mg/L)

Figura 9 - Esquema didatico para tensdo superficial, tensdo interfacial e solubilidade em funcéo da
concentracdo de surfactante. Fonte: Santos et al. (2007).

Pode-se observar na Figura 9 a diminui¢do da tensdo superficial de acordo com
aumento na concentragdo de surfactante (situacdo B). Quando a superficie da agua se
encontra totalmente coberta com o surfactante, tem-se a satura¢do do meio e as
moléculas comegam a se agregar, dando inicio a formagdo de micelas. Nesta
concentragdo de mondmeros, atinge-se a CMC e a tensdo superficial do fluido passa a
ser, entdo, constante (SANTOS et al., 2007). Porém, em concentra¢des acima da CMC,
o surfactante é capaz de aumentar a solubilidade de compostos organicos cuja
solubilidade em &4gua ¢ baixa, uma vez que o composto organico € incorporado no

interior da micela (Figura 10) (MESQUITA, 2004; MULLIGAN, 2005).
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Figura 10. Esquema didatico para tensdo superficial, tensdo interfacial e solubilidade em fungao da
concentragdo de surfactante. Fonte: Cara (2009).

1.3. EMULSOES

1.3.1.  DEFINICAO E PROPRIEDADES

Uma emulsdo ¢ um sistema com duas ou mais fases, compostas por uma dispersao
coloidal, onde a fase dispersa ¢ composta de pequenos globulos de liquido distribuidos
em uma outra fase de composi¢do distinta, na qual estes globulos sdo imisciveis
(ALLEN et al., 2007; SCHRAMM, 2006).

Nas emulsdes, a fase dispersa € a fase interna e a fase dispersante ¢ a fase externa
(ou continua). De acordo com a natureza da fase dispersante, as emulsdes podem ser
classificadas em: emulsdo agua em 6leo (A/O), que contém adgua como fase dispersa sob
a forma de pequenas goticulas (> 0,1 mm) na fase oleosa; e 6leo em adgua (O/A), em que
a emulsdo ¢ composta pela dispersd@o de material oleoso/graxo na fase aquosa (ALLEN
et al., 2007; PIANOVSKI et al., 2008; SCHRAMM, 2006). Emulsdes O/A sdo mais
uteis como bases lavaveis em agua, enquanto emulsdes A/O sdo emolientes e servem
para limpeza (AULTON, 2005). A Figura 11 mostra a representacdo das emulsdes tipo
O/A e A/O.
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Figura 11. Esquema representativo de uma emulsdo 6leo em agua (I) e de uma emulsdo agua em o6leo (II).
Adaptado de: De Oliveira et al. (2004).

Além desses dois tipos principais de emulsdes (O/A e A/O), existem sistemas de
emulsdes mais complexos. Por exemplo, uma goticula de 6leo envolvendo uma goticula
de agua pode ser suspensa em agua para formar uma emulsao agua-em-o0leo-em-agua
(A/O/A) (Figura 12). Tais sistemas ou seus correspondentes (O/A/O) sao chamados de
emulsdes multiplas (AULTON, 2005).

Figura 12. Microscopia optica de uma emulsdo multipla (A/O/A). Fonte: Lim et al. (2013).

1.3.2.  MECANISMO DE FORMACAO DE EMULSAO
A emulsificacdo ¢ o principal mecanismo de formacdo de emulsdes e permite o
preparo de misturas homogéneas e relativamente estaveis de dois liquidos imisciveis
entre si, sendo responsavel por manter as duas fases imiscicveis em suspensao uma na
outra (FRANGE & GARCIA, 2009; THOMPSON, 2006). A emulsificagdo pode ser
obtida a partir da aplicacdo de energia mecanica (como agitacdo ou homogeneizagdo) a
um sistema contendo um agente emulsificante, localizado na interface 6leo/agua, para
formar pequenas goticulas e criar uma barreira fisica e/ou eletrostatica em torno destas

goticulas, prevenindo a sua coalescéncia (THOMPSON, 2006).
Os biossurfactantes atuam como agentes estabilizadores de emulsao na medida em

que promovem a dispersdo entre duas fases inicialmente imisciveis. Quando dois
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liquidos imisciveis sdo colocados em contato, a tendéncia natural ¢ a sua separagao
completa, a menos que seja aplicada uma for¢a mecénica para dispersar um liquido no
outro na forma de particulas finitas. Quando a forca mecanica ¢ removida, os dois
liquidos puros tendem a separar-se, podendo esta separacdo demorar intervalos
variaveis de tempo, desde poucos segundos a varios anos (GARCIA, 2008).

A Figura 13 ilustra o mecanismo de forma¢do de uma emulsdo a partir da adi¢ao
de energia mecanica e de um biossurfactante a um sistema contendo 4agua e
hidrocarboneto. As moléculas de biossurfactante aderem a superficie das moléculas do

hidrocarboneto, emulsionando-as e permitindo a dispersao da fase apolar na fase polar.

Sistema
bifésico Emulsao
0leo <— l k- :
——) o, o
agua <— ' ;'_'.
+ biossurfactante ., ®
. ~ [ ]
| + agitagdo :.! o

Figura 13. Esquema de formagdo de emulsio.
Fonte: Adaptado de Weiss et al. (2006).

1.3.3. ESTABILIDADE DE EMULSOES

O termo “estabilidade” refere-se a habilidade que uma emulsdo possui de resistir
as modificagdes ou perdas de suas propriedades ao longo do tempo. Ou seja, quanto
mais estavel uma emulsdo, mais lentas serdo as mudangas sofridas por ela.
(McCLEMENTES, 1999).

Presume-se que a estabilidade das emulsdes dependa do tipo de agente
emulsionante utilizado e das caracteristicas fisicas da camada interfacial formada. Esta
camada deve ser rigida e compacta, possuir certo grau de elasticidade superficial e nao
deve romper-se quando pressionada pelas goticulas. Todavia, caso o rompimento venha
a ocorrer, essa pelicula deve ser capaz de formar-se rapidamente, impedindo a
aproximagdo e consequente jungdo da fase dispersa (GENNARO, 1999; PRISTA et al.,
1995).

A estabilidade das emulsdes O/A pode ser obtida pela otimizagdo da mistura de
emulsificantes hidrofilicos e lipofilicos. A similaridade estrutural dos agentes

emulsificantes com a fase dispersa ¢ essencial para a estabilidade da emulsdo; e a
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estabilidade pode ser favorecida pelo complexo formado tanto entre o agente de
viscosidade hidrofilico e tensoativo hidrofilico quanto pela interagdo do tensoativo
hidrofilico com a fase oleosa (GULLAPALLI & SHETH, 1999). Os dois principais
fatores que influenciam na estabilidade de emulsdes estdo enumerados abaixo:

1.3.3.1. AGENTES EMULSIFICANTES

Os agentes emulsificantes sdo capazes de formar entre si complexos interfaciais
na superficie dos globulos dispersos. Esses complexos promovem a formacdo e a
estabilizacdo da emulsdo, pois diminuem a tensdo interfacial mais acentuadamente do
que quando se emprega um sO agente emulsionante, além de originarem uma pelicula
compacta e flexivel na interface (FRANGE & GARCIA, 2009). Se o filme interfacial
for eletricamente carregado, as forcas repulsivas contribuirdo para estabilidade do
sistema, em consequéncia da formagao da dupla camada elétrica (AULTON, 2005).

Por vezes, um unico agente emulsionante ¢ capaz de originar o tipo de emulsao
desejada. No entanto, emulsdes mais estdveis sdo preparadas quando se utilizam
misturas de emulsionantes, sendo um para a formagdo de emulsdes O/A e outro para a
formagdo de emulsdes A/O (GULLAPALLI & SHETH, 1999; PRISTA et al., 1995).
Postula-se que os agentes emulsivos hidrofilicos e lipofilicos se alinham um ao lado do
outro, conferindo maior rigidez e resisténcia ao filme emulsivo, através de ligacdes de
hidrogénio (FOX, 1986).

Os agentes emulsificantes, com propriedade de diminuir a tenso interfacial entre
o Oleo e a agua, tém papel fundamental na estabilizagdo de emulsdes. Entretanto, estes
compostos ndo conseguem diminuir a tensdo interfacial a ponto de contrariar totalmente
a energia livre de superficie provocada pelo aumento da area interfacial. Desta forma, as
emulsdes sdo sistemas termodinamicamente instaveis e, no desenvolvimento
tecnologico, procura-se utilizar de meios que possam retardar pelo maior tempo possivel

a separacao das fases (OLIVEIRA et al., 2004).

1.3.3.2. TAMANHO DE MICELA

A distribui¢do de tamanho de micela é uma propriedade muito importante na
caracterizacdo de emulsdes e que depende tanto da velocidade de agitacdo do fluido
quanto do tipo e quantidade de emulsificante utilizado (PETSEV, 2002). Quanto maior
o tamanho das micelas, maior serd a tensdo interfacial entre a dgua e o 6leo, ou seja,

menos estavel sera a emulsdo (CAENN et al, 2011).
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O tamanho das micelas presentes na emulsdo ¢ capaz de provocar mudangas nos
parametros reologicos do fluido. Normalmente, quando o tamanho das micelas diminui,
ha também uma reducdo na distribui¢do de tamanho das micelas (PETSEV, 2002).

As micelas de diferentes tamanhos (sistema polidisperso) tendem a obter um
melhor empacotamento, resultando em uma diminui¢do na viscosidade do fluido. Além
disso, micelas menores tendem a se comportar como particulas solidas dentro da fase
dispersa, provocando assim um aumento de viscosidade (PETSEV, 2002). Esse
aumento de viscosidade ¢ resultante de varios fatores, dentre os quais estd o baixo
empacotamento entre micelas de mesmo tamanho (sistema monodisperso), como pode

ser mostrado na Figura 14.

Figura 14. Formas de empacotamento para emulsdo monodispersa e polidispersa, respectivamente.
Fonte: Azevedo (2016).

Dentre os diversos métodos para determinagdo do tamanho de micelas, assim
como de sua distribuicdo de tamanho, pode-se citar: microscopia, centrifugacao,
sedimentacdo, turbidimetria, espalhamento de luz, espectroscopia ultrassonica, entre
outros (SCHRAMM, 2006).

Chanamai e McClements (2000) avaliaram a influéncia do tamanho das micelas
na reologia de emulsdes monodispersas de 6leo em 4gua e concluiram que, para a
mesma concentragdo ¢ tensdo de cisalhamento, a viscosidade aparente de emulsdes
concentradas € maior para aquelas que possuem um menor tamanho de micela.

Klink et al. (2011) realizaram um balango populacional para avaliar o efeito da
distribuicdo do tamanho de micela inicial em uma emulsdo e sua evolugdo ao longo do
tempo. Como um dos resultados, obtiveram que, quando a fracdo numérica de micelas

maiores na distribuicdo aumenta, a taxa de coalescéncia também aumenta.

1.3.4. DESESTABILIZACAO DE EMULSAO

Os processos de quebra de emulsdo sdo bastante complexos porque envolvem
conceitos dificeis de serem analisados, como os fendmenos de superficie. Além disso,

esses processos podem ocorrer simultaneamente, dificultando a sua andlise individual
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(TADROS, 2013). A medida que as emulsdes se tornam instaveis, suas caracteristicas
fisico-quimicas variam. Assim, para verificar tais variagdes, pode-se determinar o valor
do pH, viscosidade, a distribuicdo de tamanho de particula, potencial Zeta, entre outros
(ANVISA, 2004).

Diferentes fatores intrinsecos e extrinsecos podem desencadear esses processos de
instabilidade, como: composicdo da formulacdo, tipo do tensoativo utilizado, tamanho
dos globulos, viscosidade, volume de fases, valor de pH, presenca de eletrolitos,
propriedades do filme interfacial formado, processo de fabricagdo e velocidade de
agitacdo (LIMA et al., 2008).

A perda da estabilidade de uma emulsao pode se manifestar das seguintes formas
(Figura 15):

Floculacdo - onde a for¢a de repulsdo entre as moléculas ¢ diminuida e estas se
associam de maneira fraca e reversivel por agitacao (SILVA & SOARES, 1996);
Coalescéncia - caracterizada por uma larga distribui¢ao de tamanho das goticulas,
resultando na separacdo de fases de forma visivel a olho nu (SILVA & SOARES,
1996);

Creaming - onde a fase dispersa, conforme sua densidade relativa a fase continua,
sobe até a superficie ou desce até o fundo da emulsdo, formando uma camada de
emulsdo mais concentrada (AULTON, 2005; LIEBERMAN et al., 1989);
Amadurecimento de Ostwald - onde as particulas maiores crescem de tamanho devido

a dissolugiio das particulas menores (WELIN-BERGER & BERGENSTAHL, 2000).

Na teoria, uma emulsao perfeitamente monodispersa ndo apresenta maturacao de
Ostwald (PHILLLIPS & WILLIAMS, 2009).

Inversdo de fase - onde existira uma mudanca entre a fase dispersa e o meio. Por

exemplo, uma emulsdo de O/A pode, com o tempo ou por mudangas de condigdes,
inverter para uma emulsao de A/O (TADROS, 2013).

De acordo com Silva et al. (2010) e Trindade et al. (2008), a degradagao fisica das
emulsdes ¢ devido a tendéncia espontinea para a reducdo da energia livre de Gibbs,
obtida através da redug¢do do tamanho da interface 6leo/dgua e/ou da tensdo interfacial
entre o continuo e as fases dispersas. As micelas de 6leo sdo estabilizadas contra a
floculagdo e a coalescéncia devido ao forte efeito de barreira estérica resultante de
blocos de polissacaridos que se projetam a partir da superficie de micelas para a fase de
emulsdo continua, onde sdo ancorados através do agrupamento lipidico e hidrofébico do

biossurfactante (DICKINSON, 2003).
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Figura 15. Processos de quebra de emulsdo. Fonte: Azevedo (2016).

1.3.5.  APLICACOES

As areas de aplicacdo das emulsdes sdo vastas, sendo estas muito utilizadas em
cosméticos, para aplicacdo tdpica, assim como em preparagdes farmacéuticas
administradas por diferentes vias de administragio (PIANOVSKI et al., 2008).
Geralmente, as emulsdes cosméticas sao empregadas de duas formas principais:

Creme

Cremes tem forma consistente, emulsionada, e sdo de uso hidratante ou nutritivo
para peles oleosa, normal ou seca. Sdo formados por uma emulsdo que contém um ou
mais principios ativos dissolvidos ou dispersos em uma base apropriada e sao utilizados,
normalmente, para aplicagdo topica na pele ou nas membranas mucosas (ANVISA,
2010). Dependendo das substancias utilizadas em sua formulac¢do, os cremes podem
destinar-se a limpeza, hidratacdo ou nutricio (REBELLO & BEZERRA, 2001).

As composi¢des dos cremes sdo constituidas por um ou mais corpos gordurosos
emulsionados com 4gua e possuem uma consisténcia relativamente fluida, formulada
com uma emulsao A/O ou O/A (FONSECA & PRISTA, 2000).

Recentemente, o termo “creme” tem sido utilizado em um sentido mais restrito,
referindo-se apenas a emulsdes O/A ou a dispersdes aquosas microcristalinas de acidos
ou alcodis graxos de cadeia longa, removiveis por 4gua e com caracteristicas cosméticas

e estéticas mais aceitaveis (THOMPSON, 2006).
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Gel-creme

Os géis sao definidos como sistemas semissolidos constituidos por dispersdes de
pequenas particulas inorganicas ou de grandes moléculas organicas, interpenetradas por
um liquido (ALLEN et al., 2007).

Os géis oleosos possuem a mesma caracteristica de um o6leo, porém, deixam um
filme mais denso sobre a pele e possibilitam a repeléncia da 4gua. Os géis aquosos sao
faceis de aplicar e deixam um filme seco e transparente sobre a pele. Gel creme € uma
emulsdo que contem alta porcentagem de fase aquosa e baixissimo conteudo oleoso
(CHORILLI et al., 2006).

Pianovski et al. (2008), utilizaram o 6leo de pequi (Caryocar brasiliense) na
formula¢do de emulsdes cosméticas, vislumbrando a sua aplicabilidade para a cadeia

produtiva de produtos naturais e desenvolvimento sustentavel.

1.4. YARROWIA LIPOLYTICA

A levedura Yarrowia lipolytica é um fungo hemiascomiceto estritamente aerobio,
eucariotico e dimorfico, pertencente a familia Dipodascaceae. E um microorganismo de
grande potencial para aplicacdo biotecnoldgica e, pela sua capacidade de metabolizar
hidrocarbonetos e lipideos, pela sua nao patogenicidade e pelo seu dimorfismo, ¢ a
espécie de levedura nao convencional mais estudada nos ultimos anos (BANKAR et al.,

2009; BARTH & GAILLARDIN, 1996; BOUCHEDIJA et al., 2017; DUTRA, 2010).

1.4.1. HABITAT

A levedura Y. lipolytica é uma espécie prontamente encontrada na natureza e que
tem significativo valor industrial (KURTZMAN et al., 2011). Como particularidade, Y.
lipolytica ¢ uma levedura oleaginosa, capaz de crescer em uma grande variedade de
substratos hidrofobicos e de acumular lipideos intracelularmente até 40% do seu peso
seco (BEOPOULOS et al., 2011).

De acordo com a teoria da evolugdo, acredita-se que alguns microorganismos que
vivem em meios aquosos onde a fonte de carbono ¢ hidrofébica, encontrando-se
dispersa no meio sob a forma de gotas, tenham sofrido mutagdo e desenvolvido
mecanismos para facilitar o acesso a esse substrato (BARBOSA, 2011). Portanto, pode-
se associar capacidade de Y. lipolytica de metabolizar substratos hidrofébicos com o seu
habitat, onde a mesma possui como nicho substratos ricos em lipideos e proteinas.

Entretanto, algumas espécies tém sido isoladas do solo, rede de tratamento de esgotos e
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ambientes contaminados com 6leo, como a Baia de Guanabara (AMARAL et al., 2006;

BARTH & GAILLARDIN, 1996).

1.4.2. METABOLISMO

A levedura Y. lipolytica é capaz de transportar eficientemente tanto alcanos
quanto lipideos para dentro de suas células e degrada-los (BARTH & GAILLARDIN,
1996). Por isso, a gama de substratos utilizados por Y. lipolytica ¢ vasta e inclui alcanos,
acidos graxos, acidos organicos, proteinas e alguns acticares (principalmente glicose)
(BARBOSA, 2011).

Entre os substratos menos convencionais, estdo os extratos de plantas, como os
0leos de améndoa, avela e coentro, estudados por Krzyczkowska & Koztowska (2017).
No referido trabalho, os autores encontraram resultados promissores para o dleo de
améndoa, avaliando-o como um bom indutor da sintese extracelular de lipases por Y.
lipolytica, atingindo 2,3 U.mL"! apds 48 h de incubagdo. Assim, os autores constataram
que os extratos de plantas podem ser utilizados como substratos de baixo custo para o
crescimento da levedura.

Para explicar o transporte dos substratos hidrofobicos para dentro da célula, duas
hipoteses tém sido formuladas: a producdo de biossurfactantes e a outra ¢ a interagdo
dos substratos com a superficie celular da levedura, na qual ha um aumento nas
propriedades apolares, tornando-as mais hidrofobicas. O contato direto entre as gotas de
0leo e as células parece ser o mecanismo pelo qual a maior parte do substrato €
transportada. Desta forma, a assimilagdo de substratos hidrofobicos pode ocorrer através
de adsorcdo direta das gotas hidrofobicas a superficie celular ou pode ser mediada por
um surfactante. No caso de adsorcdo direta, muitos mecanismos podem estar
envolvidos, como interagdes hidrofobicas, interacoes de Lewis (acido ou base),
interagdes eletrostaticas ou de Van der Waals (KIM et al., 2000).

Y. lipolytica ¢ um microorganismo com potencial de producdo de diversos
compostos (TEZAKI et al., 2017), como polialcoois, carotenoides, surfactantes, alcanos
e acidos organicos, incluindo intermedidrios do ciclo de Krebs, como 4cido succinico,
citrico e isotritrico (LEDESMA-AMARO & NICAUD, 2016; SABRA et al., 2017).
Além disso, excreta varias enzimas, como proteases, lipases, esterases e fosfatases,
todas de grande interesse biotecnoldgico (NICAUD et al., 2002).

Estudos recentes demonstraram que Y. lipolytica ¢ capaz ainda de sintetizar dois

compostos a0 mesmo tempo. Xiaoyan et al. (2017), estudaram a producdo concomitante
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de dois importantes metabolitos por Y. lipolytica, o eritritol e a lipase, a partir de residuo
de 6leo de cozinha, com o intuito de obter um processo de producdo de baixo custo. A
méxima concentragio de eritritol obtida apos 72h foi de 22,1 gL' e a atividade de
lipase atingiu o seu maximo (12.7 U.mL) apés 24 h de incubagdo. A partir desses
resultados, os autores deduziram que a estratégia de produgdo ¢ factivel.

Além da grande gama de substratos que ¢ capaz de utilizar e dos diversos
compostos quimicos de grande interesse industrial que produz, a levedura Y. lipolytica
possui vigoroso crescimento em diferentes valores de pH e é capaz de crescer em uma
ampla faixa de temperatura, que se estende de 5 a 32°C (FICKERS et al., 2005), embora
apresente crescimento 6timo a 28°C (FONTES, 2008).

1.4.3. DIMORFISMO

Outra caracteristica peculiar de Y. lipolytica é o seu dimorfismo, que lhe confere a
habilidade de migrar entre as formas de levedura, pseudo-hifa (cadeia de células
alongadas com constrigdes visiveis posicionando o septo) e hifa (filamentos lineares
sem constri¢des visiveis) (DOMINGUEZ et al., 2000; DUTRA, 2010).

De acordo com a literatura, a transi¢do de levedura para hifa esta associada ao
crescimento unipolar, a divisdo assimétrica, a grandes vacuolos fortemente polarizados
localmente e a repressdo de separagdo de células apos a divisdo. Acredita-se que o
dimorfismo da levedura estd relacionado a um mecanismo de defesa para condi¢des
adversas, tais como a temperatura e as alteragdes nutricionais. A Figura 16 ilustra a
morfologia microscopica da Y. lipolytica, aonde ¢é possivel observar as células na forma

de leveduras e também algumas hifas e pseudo-hifas (COELHO et al., 2010).

Figura 16. Morfologia microscopica de Y. lipolytica. Fonte: Nunes (2011).

27



1.4.4. GENERO YARROWIA

A levedura Y. lipolytica difere, em diversos fatores, das leveduras convencionais,
como S. cerevisiae e Schizosaccharomyces pombe. Porém, apresenta similaridades no
que diz respeito a sua evolucdo filogenética, fisiologia, genética e biologia molecular
com a Candida albicans (DUJON et al., 2004). Essas semelhangas fizeram com que,
inicialmente, Y. lipolytica fosse também denominada como Candida lipolytica, porém,
algumas diferencas entre as duas espécies levaram os microbiologistas a separar o
género Yarrowia, que possui atualmente Y. lipolytica como seu tnico membro (VAN
DER WALT & VAN ARX, 1980, apud GROENEWALD et al., 2014). Isto se deve ao
fato que, contrariamente a C. albicans, Y. lipolytica é um microorganismo nio-
patogénico e apresenta o ciclo celular bem definido. Essa ultima caracteristica lhe
permite facil manipulagdo génica, o que proporcionou um rapido progresso das

pesquisas com essa levedura nos ultimos anos (BACCIOTTI, 2015).

1.4.5. POTENCIAIS DE APLICACAO

Os potenciais de aplicagdo de Y. lipolytica sdo vastos e ainda estdo em
desenvolvimento (GROENEVALD et al., 2014). Alguns trabalhos na literatura ja
utilizaram a Y. lipolytica para: produgdo em massa de biocombustiveis (BANKAR et
al., 2009); lipase (XIAOY AN et al., 2017); produgdo de acido gama linolénico (SUN et
al., 2017); produgdo de acido citrico (DA SILVA, 2014); recupera¢do de sabor e
atributos sensoriais de queijo Tettila (CENTENO et al., 2017); produg@o de eritritol
(DO NASCIMENTO, 2016), entre outros.

1.4.6. Y. LIPOLYTICA COMO PRODUTORA DE BIOSSURFACTANTE

A levedura Y. lipolytica é considerada um microorganismo ndo patogénico e
diversos processos baseados nesta levedura foram classificados com status GRAS
(generally recognized as safe) pela Food and Drug Administration (FDA), EUA,
permitindo que a mesma seja empregada na induUstria alimenticia, cosmética e
farmacéutica. Isto representa uma grande vantagem do ponto de vista biotecnologico,
pois, em geral, a grande maioria dos metabdlitos sintetizados por bactérias nao ¢
adequada para a utilizacdo nessas industrias devido a sua possivel natureza patogénica
(BARTH & GAILLARDIN, 1997; FONTES, 2008).

Nas ultimas décadas, houve um aumento no interesse em identificar e isolar novos

microorganismos produtores de moléculas tensoativas, que exibem caracteristicas
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surfactantes, como baixa CMC, baixa toxicidade, alta atividade de emulsificagdo, entre
outras (FONTES et al., 2008).

Um biossurfactante foi isolado por Amaral et al. (2006), denominado Yansan.
Este biossurfactante foi secretado durante crescimento de Y. lipolytica em meio
contendo glicose como fonte de carbono e apresentou alta atividade de emulsificacao,
mostrando que a produgdo de biossurfactante ¢ possivel em meios hidrofilicos.

Souza et al. (2012) produziram biossurfactante a partir da Y. lipolytica em agua
marinha, utilizando 6leo diesel como fonte de carbono, evidenciando a capacidade desta
levedura de crescer em meios salubres.

Fontes et al. (2012) estudaram a producdo de biossurfactante por Y. lipolytica
utilizando glicerol bruto e suco de caju clarificado como fontes de carbono, obtendo
melhores resultados para o biossurfactante produzido a partir do meio de cultivo
hidrofébico.

A produgdo de biossurfactante por C. lipolytica em meio de cultivo contendo
gordura animal (5%) e milhocina (2,5%) foi estudada por Santos et al. (2017). Através
de um biorreator de S0L, os autores obtiveram uma elevada produgdo de biossurfactante
(40 g.L'") e concluiram que o mesmo foi capaz de ocasionar uma redu¢io na tensio
superficial de 25 mN/m, além de apresentar baixa toxicidade e potencial para aplicagdo

como agente de biorremediacao.

1.5. FONTES DE CARBONO DE ORIGEM RENOVAVEL

1.5.1. GLICEROL BRUTO cOMO FONTE DE CARBONO

1.5.1.1. DEFINICAO E PROPRIEDADES

O glicerol (Figura 17), de nomenclatura (IUPAC) 1,2,3-propanotriol e formula
quimica C3HsOs3, ¢ um polidlcool que se apresenta como um liquido bastante viscoso,
inodoro, higroscopico e de sabor levemente adocicado (KIRK-OTHMER, 2007;
ZAVARIZE, 2012). Este polidlcool contém 3 grupos hidroxilicos hidroéfilos,
responsaveis pela sua solubilidade em agua e alcool, sendo insoluvel em éter e em
cloroférmio (QUISPE et al., 2013). Na sua forma bruta, o glicerol apresenta-se na cor
pardo escuro, contendo quantidades varidveis de sabao, metanol ou etanol, mono, di ou

triglicerideos, oligdmeros de glicerol, polimeros e agua (OOI et al., 2004).
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Figura 17 - Estrutura molecular do glicerol.
Fonte: Merck (2017).

O glicerol foi acidentalmente descoberto pelo quimico sueco Carl W. Scheele em
1779, durante o processo de saponificacdo de azeite de oliva, ¢ hoje sabe-se que o
mesmo ¢ um composto quimico encontrado na propria natureza, em vegetais (soja,
mamona, babacu e girassol), animais, ¢ também em formas combinadas de glicerina
com alguns acidos graxos (ARRUDA et al., 2007, THOMPSON & HE, 2006).

No sistema metabolico dos microorganismos, o glicerol ¢é considerado
fundamental como precursor de varios compostos € como regulador de diferentes
mecanismos bioquimicos intracelulares (SIQUEIRA, 2015). Em microorganismos
eucariotos, o glicerol constitui o principal composto formado para regular as variagdes
de atividade de agua em ambientes altamente osmofilicos (WANG et al., 2001). Nos
seres humanos, o glicerol participa na termorregulagdo do corpo, na resisténcia as altas
temperaturas, na resisténcia dos musculos em atividades fisicas e na resposta neural da
variagdo da glicemia (YANG et al., 2009). A Tabela 4 apresenta algumas propriedades

do glicerol bruto.

Tabela 4. Algumas propriedades do glicerol.

MORRISON PAGLIARO- OECD SIDS
PROPIEDADES — UNIDADES (2000) ROSSI et al. (2006) (2002)
Foérmula Quimica - Cs;Hs(OH)s3 Cs;Hsz03
Massa Molar g/mol 92.09 92.09382 92
Densidade kg/m’ 1260 1261 1260
Viscosidade Pa.s 1,41 1,5 1,41
Ponto de fusdo °C 18 18,2 18
Ponto de inflamagao °C 177 160 160
Ponto de ebulicao °C 290 290 290
Tensdo superficial mN/m 63,4 64 63,4

Fonte: QUISPE (2013).
O glicerol bruto, derivado da reagdo de transesterificacdo do biodiesel, possui
baixo teor de pureza, o que lhe confere um baixo valor agregado. Sua composi¢iao

contém um grande volume de &cidos graxos saponificados, catalisador e dgua derivada

30



do processo de transesterificacdo do biodiesel e varia largamente em funcao do processo
de transesterificacdo e da eficiéncia da separacdo do biodiesel (FONTES, 2008; VAN
GERPEN, 2002). A Tabela 5 apresenta a composi¢do do glicerol bruto através de

valores médios observados em 16 usinas produtoras de biodiesel no Brasil.

Tabela 5. Composicdo do glicerol bruto.

Pariametro Média
Glicerol (%) 74,4
Umidade (%) 9,7
Lipidios totais (%) 7,8
Cinzas (%) 5,3
Sodio (g.kg™h) 20,8
Fosforo (mg.kg™!) 541,0
Calcio (mg.kg™) 36,2
pH 7.2

Fonte: Oliveira et al. (2013).
1.5.1.2.  GLICEROL COMO SUBPRODUTO DO BIODIESEL

Biodiesel ¢ definido como éster de acidos graxos de cadeia longa (monoéster
alquilico), derivado de fontes renovaveis, tais como 6leos vegetais e gorduras animais
(MEHER et al., 2004). Na produgdo de biodiesel pelas industrias petroquimicas,
aproximadamente 10% do volume total de biodiesel produzido correspondem a glicerol,
principal componente do glicerol bruto e importante subproduto gerado no processo de

transesterificagdo do biodiesel (DASARI et al., 2005).

A transesterificacao do biodiesel
H.C— OCOR' ROCOR' H.C—OH
catalisador
HC—OCOR" + RCH =< ROCOR" + HC—OH
H,C— OCOR™ ROCOR™ H,C—OH
triglicerideo dlcool mistura de glicerol
maonoalkgquil

estenes

R', R", R" = cadeia carbfnica do acido graxo

R = grupo alguil do alcool

Figura 18) consiste na reacdo de um triglicerideo (6leo vegetal ou gordura animal)
com um alcool de cadeia curta (metilico ou etilico) na presenca de um catalisador
(hidroxido de sédio ou hidroxido de potassio) para acelerar o processo (PRATES et al.,
2007). Como resultado, obtém-se ésteres de acidos graxos metilicos ou etilicos

(biodiesel) e glicerol bruto (PINTO et al., 2005).
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H.,C — OCOR' ROCOR' H.C—OH

catalisador

HC—OCOR" + RCH = ~ROCOR" + HC—OH
H,C— OCOR™ ROCOR™ H,C—OH
triglicerideo dlcool mistura de glicerol

manoabkguil
Esleres

R', R", R" = cadeia carbfnica do acido graxo
R = grupo alquil do alcool

Figura 18. Reag@o de transesterificagdo de triglicerideos com alcool.
Fonte: Jardine et al. (2009).

O glicerol oriundo da reagdo de transesterificagdo do biodiesel apresenta
impurezas como agua, sais, ésteres, alcool e 6leo residual. Estas impurezas culminam
por conferir ao glicerol bruto baixa aplicabilidade no mercado e, consequentemente,
pequena absorcao pelas industrias, resultando no descarte incorreto deste residuo, que
geralmente ¢ feito nos rios ou corregos ou ainda, em um caso mais extremo, até mesmo
através da queima deste subproduto (ZAVARIZE et al., 2012). Além da poluigéo
gerada com a fumaca, estudos anteriores demonstraram que a queima do glicerol bruto
produz acloreina, um composto quimico cancerigeno, bem como o descarte incorreto do
glicerol bruto pode gerar futuros problemas ambientais (DUARTE, 2011).

A produgdo do biodiesel vem crescendo consideravelmente nos ultimos anos em
funcdo do aumento da preocupagdo mundial com o meio ambiente e da intengdo de
reduzir a dependéncia do petréleo importado (MELLO et al., 2007). Em virtude disso, a
producdo de glicerol bruto também ird aumentar e, portanto, torna-se necessaria a busca
de alternativas para o uso desse residuo, através de estratégias e pesquisas cientificas
que visem incrementar a absor¢do do glicerol bruto no mercado, com o intuito de evitar

futuros problemas derivados do acimulo de glicerol (OOI et al., 2004).

1.5.1.3. GLICEROL BRUTO EM MICROORGANISMOS

Em microorganismos, o glicerol apresenta um papel fundamental no controle no
metabolismo, na medida em que ¢ responsavel pela regulagdo de diversos mecanismos
bioquimicos intracelulares (CHAVEZ, 2008). A primeira etapa do metabolismo do
glicerol compreende sua entrada na célula. Em microorganismos, o glicerol ¢
normalmente assimilado por transporte passivo ou transporte ativo, através da
membrana citoplasmatica (LAGES et al, 1999). Na levedura Saccharomyces cerevisiae,
estudos realizados anteriormente apontaram a existéncia de uma permease denominada

FPS1, especifica para o transporte passivo de glicerol (LUYTEN et al., 1995).
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O glicerol ¢ uma fonte de carbono altamente reduzida e assimilavel por bactérias e
leveduras sob condi¢des aerdbicas ou anaerobicas para obtengdo de energia, atuando
também como regulador do potencial redox e na reciclagem de fosfato inorgéanico
dentro da célula (SIQUEIRA, 2015). Diversos estudos, especialmente os que empregam
bactérias, tém demonstrado a capacidade de microorganismos de assimilar o glicerol e
gerar compostos de interesse industrial, como polimeros, resinas e aditivos para
combustiveis (ITO et al., 2005; PAPANIKOLAOU et al., 2002).

Dentre os microorganismos capazes de metabolizar o glicerol, destacam-se: entre
os fungos leveduriformes, os do género Candida, Yarrowia e Saccharomyces; e, entre
as bactérias, a espécie Clostridium pasteurianum (AMARAL et al., 2006; ARRUDA et
al., 2007). Existem disponiveis na literatura cientifica diversos trabalhos que empregam
o glicerol como substrato alternativo para os microorganismos, tendo como objetivo a
geracdo de produtos de interesse industrial (PAPANIKOLAOU et al., 2003).

Na Figura 19, estdo elucidadas as vias metabodlicas do glicerol dentro da célula,
bem como alguns bioprodutos de grande interesse industrial gerados a partir do glicerol,
como o acido citrico, o etanol, acido acético, o acido latico, o 1,3-propanodiol e o acido

succinico.
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1.5.1.4. APLICACOES

Alguns estudos abordaram a produgdo de etanol por microorganismos, a partir do
glicerol. Ito et al. (2005), através de seus estudos, mostraram que a Enterobacter
aerogenes HU-101 foi capaz de transformar residuo de biodiesel contendo glicerol em
H: e etanol. Levinson et al. (2007) obtiveram uma produc¢io de 21,6 g.L!' de 4cido
citrico a partir de 40 g.L"! de glicerol utilizando Yarrowia lipolytica.

Machado Jr. (2010) estudou a conversao por via biotecnologica da glicerina
gerada na sintese de biodiesel em biomassa para a levedura Y. lipolytica NRRL YB-423,
e caracterizou a biomassa obtida, em termos de perfil de acidos graxos e perfil de
aminoacidos, encontrando resultados promissores.

Fontes (2008) atingiu bons resultados ao produzir biossurfactante por Y. lipolytica
a partir de glicerol bruto, mostrando alternativas promissoras para viabilizar
economicamente o processo de sintese do biossurfactante.

Da Silva et al. (2012), testaram a producédo de acido citrico a partir de Y. lipolytica
utilizando diferentes concentragdes de glicerol bruto em diferentes fontes de nitrogénio.
Os autores obtiveram a maior producdo de acido citrico na menor concentracdo de

glicerol bruto utilizada no trabalho e na auséncia de sulfato de amonia.
1.5.2. Suco DE CUPUACU cOMO FONTE DE CARBONO

1.5.2.1. ORIGEM E PROPRIEDADES

O cupuaguzeiro (Figura 20. Arvore do cupuaguzeiro.), de nome cientifico Theobroma
grandiflorum, pertence a Familia Malvaceae, subfamilia Sterculiaceae (a mesma do
cacaueiro) e ¢ conhecido popularmente como “cupuacu”, “cupu”, “pupu” e “pupuagu”.
O nome “cupuagu” vem da lingua Tupi (kupu = que parece com o cacau, uasu = grande)

(GONDIM et al., 2001).
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Figura 20. Arvore do cupuaguzeiro.
Fonte: Rosa (2013).

O cupuaguzeiro ¢ uma das arvores frutiferas de maior interesse econdmico da
Amazonia (FERRAZ et al., 2012). Nativo dessa regiao do Brasil, o cupuaguzeiro ¢ uma
espécie em domesticacdo, recebendo atengdo crescente de diversas instituigdes de
pesquisa (CLEMENT et al., 2010; SUFRAMA, 2003). Seu fruto exdtico (cupuagu)
apresenta excelentes caracteristicas de aroma, sabor e textura, tendo adquirido grande
aceitacdo no mercado nacional e internacional (MARCHESE, 2002; VILALBA, 2003).

Em termos de potencial economico, a espécie Theobroma grandiflorum ocupa o
segundo lugar do género, antecedido apenas pelo cacau (Theobroma cacao)
(MARCHESE, 2002; VILALBA, 2003). Produtos como ‘“chocolate” em pd, ou
“achocolatado”, podem ser obtidos a partir da moagem da torta desengordurada de
cupuagu, misturados com outros ingredientes (LANNES et al., 2002).

O oleo de cupuacgu, obtido de suas sementes, se destaca como uma das gorduras
mais estudadas nos ultimos anos pelo seu potencial emprego como substituto da
manteiga de cacau. As sementes do cupuagu possuem um elevado teor de gordura
(62%) e apresentam caracteristicas semelhantes as do cacau, o que as torna adequadas
para substituir parcialmente a manteiga de cacau, uma das matérias-primas de maior
valor agregado do chocolate. Dessa forma, as sementes do cupuagu constituem a sua
por¢do de maior valor agregado, e o 6leo obtido através delas apresenta potenciais
aplicagdes nas industrias de cosméticos, produtos farmacéuticos e alimentares (COHEN

& JACKIX, 2009; DE AZEVEDO et al., 2003).

1.5.2.2. COMPOSICAO

O fruto do cupuagu (Figura 21), o maior dentre os do género Theobroma, ¢ do
tipo drupéaceo (que tem bagas). O epicarpo (casca) ¢ rigido, lenhoso e com epiderme

clorofilada, recoberta por um pd ferruginoso que se solta facilmente apenas com o

36



manuseio (SOUZA, 2011). Os frutos pesam em média 1,275 kg, sendo 38,5% de polpa,
17,19% de sementes, 43% de casca e 2,85% de placenta (VILALBA, 2003). A sua

forma varia de ovalada a levemente eliptica e podem medir de 12 a 15 cm de

comprimento e de 10 a 12 cm de diametro (VENTURIERI, 1993; CARVALHO, 2004).

Figura 21. Fruto do cupuagu.
Fonte: ROCHA (2015).

O cupuagu apresenta varios compostos importantes, como dacidos graxos
insaturados, aminoécidos e vitaminas (COLOME et al., 2010). E uma fruta reconhecida
por sua polpa cremosa e seu sabor exético, muito utilizado no Brasil e no Peru para
fabricacao de sucos, sorvetes, compotas e geleias (GIRALDO-ZUNIGA et al., 2010). A
polpa do cupuagu, de coloragdo amarela-clara, ¢ acida e fibrosa e possui um aroma
intenso e agradavel, além de alto valor nutricional, representado na Tabela 6 (SOUZA,
2011).

Tabela 6. Valor nutricional de 100 g de polpa de cupuaguzeiro.
Componentes Unidades Valor

Acidez g 2,15
Brix - 0,80
pH - 3,30
Umidade g 89,00
Aminodacidos mg 21,90
Estrato g 0,53
Cinzas g 0,67
Soélidos totais g 11,00
Acgucares redutores g 3,00
Pectina mg 390,00
Fosforo mg 310,00
Calcio mg 40,00
Vitamina C mg 23,10

Fonte: Rocha Neto et al. (1999).

A acidez natural da polpa e o elevado teor de pectina sdo caracteristicas que
favorecem a fabricagdo de néctares, gelatina, compotas e doces pastosos. Como fonte de
proteinas e de gorduras, a polpa do cupuacu ¢ bastante pobre, apresentando valores de

1,92% e 0,48%, respectivamente (ROCHA NETO et al., 1999).
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As sementes do cupuacu (Figura 22), em fun¢do de suas propriedades, apresentam
grande valor agregado, pois possuem semelhanga botanica e quimica com as sementes
de cacau, desenvolvendo um fino e agradavel aroma, similar ao do chocolate, quando
fermentadas, secas e torradas (CARVALHO, 2004; MARCHESE, 2002). Essas

propriedades possibilitam a utilizagdo das sementes de cupuagu na fabricacdo de

Figura 22. Sementes do cupuagu secas e fermentadas. Fonte: Teixeira (2014).

Das gordurosas sementes do cupuagu, ¢ possivel extrair uma pasta semelhante
aquela com que se produz o chocolate e a manteiga de cacau, a partir da qual ¢ feito o
cupulate, que € o chocolate feito a partir da semente do cupuagu e que possui cor, aroma
e sabor similares aos do chocolate, além de apresentar vantagens como preco mais
acessivel e a presenca de substdncias como a teobromina, uma substancia estimulante
mais saudéavel do que a cafeina (SETEC, 2007).

O valor nutricional das sementes encontra-se na Tabela 7. Os acidos estearico,
oleico, araquidico e linoleico sdo os principais constituintes da gordura contida nas

sementes de cupuagu (ROCHA NETO et al., 1999).

Tabela 7. Valor nutricional das sementes de cupuagu (% de matéria seca).
Componentes Valor Nutricional (%)

Proteinas 20,0
Gorduras 50,8
Carboidratos 15,9
Fibras 9,6
Cinzas 3,7

Fonte: Rocha Neto et al. (1999)

A torta do cupuacu ¢ o residuo da extracdo do oleo da semente seca, livre de
residuo da polpa por prensagem mecéanica, através do qual se retira cerca de 80% do
6leo total da semente, resultando um residuo com aproximadamente 11% de extrato
etéreo. Além disso, sua casca ¢ bastante dura, e ¢ utilizada como adubo organico

(XAVIER et al., 2016).
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Lopes et al. (2008), ao realizarem estudos sobre as proteinas do cupuagu,
concluiram que estas apresentaram consideravel potencial nutricional, pois possuem
valor biologico e composicdo aminoacidica superiores as do cacau.

Lannes ¢ Medeiros (2003) produziram achocolatado de cupuagu, uma mistura do
po de cupuagu, actcar, aroma e outros ingredientes constantes da formulagao, através da
técnica de spray-dryer. Os autores obtiveram rendimentos de processo acima de 20% e a

instantaneiza¢do completa do produto.

1.5.2.3. CULTIVO E PRODUCAO

Geograficamente, a cultura do cupuaguzeiro esta disseminada por toda a bacia
Amazodnica, onde ¢ encontrado em estado silvestre nas florestas tropicais umidas de
terra firme nas regides sul e sudoeste do Pard e no noroeste do Maranhao. Esse fruto
também ¢ cultivado em outras regides do pais, como nos estados da Bahia, Mato
Grosso, Sao Paulo, Rio de Janeiro e em outros paises como Colombia, Venezuela,
Equador, Costa Rica, Guiana, Sdo Tomé e Gana (ANDRADE, 2004; IBGE, 2006;
MARTINS, 2008).

O cupuaguzeiro estd bem adaptado as condig¢des climaticas do Sul da Babhia,
apresentando producdo média superior a 80 frutos/planta/ano, mais elevada do que as
médias da Amazonia brasileira que, em plantios bem conduzidos, adubados e com mais
de dez anos, se consegue produgdes entre 60 e 70 frutos/planta/ano (LOPES, 2000).

As plantas de cupuacuzeiro desenvolvem-se bem tanto em éareas de terra firme
como em areas de varzea alta (pontos marginais da floresta, temporariamente
inundéveis por rios). O cupuaguzeiro, em plantios comerciais, deve ser implantado em
areas com solos de alta fertilidade e alto teor de argila. No estado do Acre,
aproximadamente 28% dos solos sdo considerados aptos ao cultivo do cupuaguzeiro
(GONDIM et al., 2001).

Comparando o consumo per capita do cupuagu ao de outras frutas, sdo amplas as
suas possibilidades de crescimento. De acordo com os dados do Censo Agropecuario de
2006 - IBGE, o Brasil colheu 3.026 toneladas de frutos no referido ano, sendo a regido
Norte responsavel por 90% (2.786 ton.) da produgdo. O estado do Pard, principal
produtor, colheu 1.793 ton., o que representa quase 60% da produgdo do pais, seguido
pelo estado do Amazonas, com 779 ton., e, em terceiro lugar, a Bahia, com 205
toneladas de cupuacu colhidas, o que representa quase 90% da producgdo da regido

Nordeste.
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CAPITULO 2: METODOLOGIA EXPERIMENTAL

2.1 MATERIAIS E METODOS

Os componentes dos meios de cultivo utilizados foram: peptona e extrato de
lévedo (Oxoid - Hampshire, UK), glicose (Reagen — R.J., Brasil), agar-agar, uréia,
sulfato de amonio e glicerol (Vetec — R.J., Brasil), hexadecano (Sigma-Aldrich CO
(MO, USA). Os solventes utilizados foram: cloroférmio, metanol (Vetec — R.J., Brasil).

Os componentes das emulsdes foram: de alcool 3-(4-clorofenol)-1,2-propanodiol
(Stab CPN), Carbomero (Carbopol 940), sulfato de B-hidroxi-etano (Stab HP100),
monoleato de sorbitano (Span-80), 6leo de canola, alcool cetilico e cetoestearilico e
lauril éter sulfato de sodio (Laureth-23) da marca SIGMA.

Os kits enzimaticos para dosagem de glicose e glicerol foram fornecidos pela
Merck e Laborlab, respectivamente.

A polpa de cupuagu utilizada foi a da marca ICEFRUIT®. O glicerol bruto foi
obtida de uma planta piloto do NUTEC - Fundagdo Nucleo de Tecnologia Industrial do
Ceara - da empresa TECBIO. Foram utilizadas membranas em éster de celulose 0,45

um (Millipore, S.P., Brasil) e membranas em poliestireno (NADIR®) 30kDa.

Equipamentos:

e Balanca analitica marca OHAUS modelo Adventurer;

e Capela de fluxo laminar equipada com luz UV (Labconco);
e Centrifuga (Chriss modelo UJ1S);

e Espectrofotometro UV/VIS - Shimadzu (modelo UV 1800)
e Incubador rotatdrio, com agitagdo e controle de temperatura (Certomat BS-1)
e Liofilizador (Terroni modelo Enterprise 1);

e Paquimetro (Vernier caliper);

e pHmetro Tecnal (modelo Tec-3MP);

e Ultra-Turrax (IKA T25 digital);

e Refratrometro (Briobrix);

e Tensiometro (K100 Kriiss);

e Ultrafreezer (Coldlab, modelo CL120-80V);

e Sistema de ultrafiltragdo (Brats)

e Vortex (Tecnal);

e Zetasizer Nano-ZS (Malvern Instruments).
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2.2 CONDICOES DE MICROORGANISMO E INOCULO

2.2.1. MANUTENCAO DO MEIO DE CULTURA

Para realizacdo dos experimentos, foi utilizada a cepa selvagem de Yarrowia
lipolytica 583 IMUFRIJ 50682, selecionada de um estuario da Baia de Guanabara no Rio
de Janeiro, Brasil. As células foram conservadas a 4°C apds 24 horas de crescimento em
tubos de ensaio com meio sélido YPD (“Yeast Extract, Peptone, Dextrose”) contendo

(em p/v): extrato de levedura 1%, peptona 2%, glicose 2% e agar 2%.

2.2.2. OBTENCAO DO INOCULO

A partir dos tubos contendo a levedura, inoculavam-se 200 mL de meio de cultivo
YPD (extrato de levedura 1%, peptona 2%, glicose 2%) em Erlenmeyer de 500 mL.
Ap6s cerca de 70 horas em um incubador rotatério (28°C, 160 rpm), a absorbancia (570
nm) de uma amostra deste cultivo foi determinada e, em seguida, as células foram
centrifugadas (3.000 g, 10 min), servindo de indculo dos experimentos. A concentragdo
inicial de células de aproximadamente 1,0 + 0,1 mg m.s.cel/mL foi utilizada em todos

0s experimentos.

2.3 PRODUCAO DO BIOSSURFACTANTE

A producdo de biossurfactante foi realizada em Erlenmeyer de 1000 mlL,
contendo 500 mL de meio de cultura, em um agitador rotatdrio (Certomat BS-1) a 28°C
e 250 rpm por 96 horas. Em tempos pré-determinados, foram retiradas amostras para
medidas do crescimento celular, pH, tensdo superficial, indice de emulsificagdo do meio
de cultivo e determinacdo da concentragdo de agucares. Antes de analisadas, as amostras
foram centrifugadas (3000 g por 5 min) e filtradas em membrana de didmetro de 0,45
um para a remocao das células.

Para a producdo de biossurfactante, dois meios de cultivo foram utilizados: um
contendo glicerol bruto e outro contendo suco de polpa de cupuacu como matérias-

primas, cujas composi¢des sao descritas a seguir.

2.3.1. MEIO DE CULTIVO A PARTIR DE GLICEROL BRUTO
A glicerina utilizada neste trabalho ¢ o co-produto da producdo de biodiesel,
resultante da transesterificagdo de 6leo de ricino por metanol em meio alcalino (NaOH),

e foi obtida de uma planta piloto do NUTEC - Funda¢ao Nucleo de Tecnologia
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Industrial do Ceara - da empresa TECBIO. Para a producao do meio de cultivo, 500 mL
de agua destilada contendo glicerol bruto a 3%(v/v) foram suplementados com sulfato
de aménio (10 g.L!) e extrato de levedura (0,5 g.L'') como fonte de nitrogénio.
2.3.2. MEIO DE CULTIVO A PARTIR DE SUCO DE CUPUACU CLARIFICADO

A polpa de cupuagu (ICEFRUIT®) foi adquirida em mercado local (Cobal, Rio

de Janeiro-RJ). A Tabela 8 mostra a informagao nutricional da polpa.

Tabela 8. Informagdo nutricional da polpa de cupuagu da marca ICEFRUIT®.
Quantidade por por¢ao (200mL) VD* (%)

Valor energético 48 Kcal ou 202 Kj 2
Carboidratos 9,8 ¢g 3
Proteinas I,1g 3
Gorduras totais 1,1g 22,8
Ferro 1,7g 12

*Valores didrios de referéncia com base em uma dieta de 2000 Kcal.
Nao contém quantidades significativas de gorduras saturadas, gorduras trans, fibra alimentar e sodio.

A polpa de cupuagu (100 g) foi diluida em 200 mL de agua. O suco obtido foi
clarificado através de centrifugacdo (3.500g) e filtracdo, utilizando membranas de
celulose triacetato (Millipore Corp.) com didmetros de poros de 0,45 um. O pH do suco
clarificado foi ajustado para 7,0 com NaOH 1M. O suco de cupuagu clarificado foi
suplementado com sulfato de aménio (10 g.L!) e extrato de 1évedo (0,5 g.L!).

Ambos os meios de cultivo passaram por processo de esterilizagdo em autoclave a

0,5 atm por 20 min.

24 EXTRACAO E  PURIFICACAO PARCIAL DO

BIOSSURFACTANTE

Apos o cultivo de Y. lipolytica por 96 h em incubador rotatério nas condigdes ja
especificadas, o meio de cultivo foi centrifugado (5.000g) a 25°C por 20 minutos e
filtrado em uma membrana de celulose triacetato (Millipore) de 0,45 pum, a fim de se
retirar as células.

Para a purificacdo parcial do biossurfactante, utilizou-se, primeiramente, um
sistema de ultrafiltracdo (6-8 bar), para concentrar o meio de cultivo livre de células.
Nesta técnica, 250 mL do extrato filtrado eram concentrados até 12,5 mL no sistema de

ultrafiltracdo (BRATS) (Figura 23).
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Figura 23. Sistema de ultrafiltracio BRATS utilizado para concentrar o extrato livre de células.

Para realizar a extracdo do biossurfactante, foi utilizado o sistema de solventes
extrato concentrado/cloroférmio/metanol em proporgdes de 1:8:8 (RAMOS et al.,
2010). Inicialmente, 25 mL do meio de cultivo concentrado e livre de células foram
colocados em um funil de separacdo e, em seguida, 50 mL de cloroférmio foram
adicionados ao funil, seguidos por 50 mL de metanol. O sistema foi, entdo,
homogeneizando manualmente e deixado em repouso por intervalos de 10 min. As
adi¢coes dos solventes se sucederam dessa forma até totalizar o volume de 200 mL de
cloroférmio e 200 mL de metanol. O biossurfactante, precipitado na fase aquosa, foi
centrifugado (3.000g, 10 min) a 25°C, dissolvido em 5 mL de agua destilada e

congelado em ultrafreezer a -50°C, para posterior liofilizagao.

2.5 DETERMINACAO DA PRODUCAO DO

BIOSSURFACTANTE

Dois métodos foram utilizados para acompanhar a producao do biossurfactante
durante as 96 h de experimento: a medida da tensdo superficial e o indice de

emulsificagdo do meio de cultivo livre de células.

2.5.1. TENSAO SUPERFICIAL

A determinacdo da tensdo superficial foi realizada utilizando o tensiometro K100
Kriiss, segundo o método do anel De Nouy (FONTES, 2008). Para cada amostra
analisada, foram necessarios 30 mL de sobrenadante livre de células, mantido a 30°C. O

equipamento foi previamente calibrado com agua destilada na mesma temperatura.
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2.5.2. INDICE DE EMULSIFICACAO (IE)

O indice de emulsificag¢do (Figura 24. Medigdo do IE dos meios de cultivo) foi realizado
segundo Cooper ¢ Goldenberg (1987), com algumas modifica¢des. Este procedimento
consistiu na adi¢ao de 1 mL de n-hexadecano a 1 mL do meio de cultura fermentado e
livre de células em tubo de ensaio, seguido por agitagdo em vortex por 2 minutos. Apos
24 horas, calculou-se a razdo entre a altura da regido emulsificada e altura total de

amostra presente no tubo de ensaio (Eq. 1).

H (1
E,,(%)=—E-*100
onde: Hg
E24 =1E apo6s 24 h;
Hel = altura da emulséo;
Hs = altura total

Agitagdo
por 2 min
1 mL de — Altura da
hexadecano * emulsio
Repouso
de 24 hs

1 mL de meio - Altura total

livre de célula

© e —

Figura 24. Medigao do IE dos meios de cultivo
Fonte: Fontes (2008).

2.6. METODOS ANALITICOS

2.6.1. QUANTIFICACAO DO CRESCIMENTO CELULAR

O crescimento celular foi acompanhado através de medidas de absorbancia em
espectrofotometro UV/VIS - Shimadzu (modelo UV 1800) a 570 nm e esses valores
foram convertidos para mg m.s. cél/mL utilizando-se o fator de conversdo obtido pela
curva de peso seco (Figura 25). A curva de massa seca versus absorbancia ¢ obtida

através da utlizacdo de uma suspensdo de células em solucao salina (dgua destilada com
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0,9%(p/v) de NaCl). Desta suspensdo, uma amostra (10 mL) ¢ retirada e filtrada em
papel de filtro Millipore (0,45 pum), seca em luz de infravermelho por 30 minutos e, em
seguida, pesada. Da mesma suspensdo, sdo feitas diferentes diluicdes, de modo a se
obter concentragdes celulares distintas, e entdo o valor de absorbancia para cada
concentragdo ¢ obtida em espectrofotometro a 570 nm. O fator de conversao encontrado

foi de 0,643.

0,60

0,50 - —_—
x = 0,643y

040 1 R? = 0,9997

0,30 -

0,20 -

Absorbancia (570 nm)

0,10

0,00 ‘ \ \ \ \ \
0,000 0,060 0,700 0,150 0,200 0,250 0,300 0,350

Concentracao de células (a/L)

Figura 25. Curva de peso seco para quantificagdo do crescimento celular de Y. lipolytica através de
medidas de absorbancia em espectrofotometro UV/VIS - Shimadzu (modelo UV 1800).

2.6.2.  PH DO MEIO DE CULTIVO

O pH do meio de cultivo livre de células foi determinado utilizando-se um

pHmetro da marca Tecnal, modelo Tec-3MP, na temperatura ambiente (25°C).

2.6.3. DETERMINACAO DA CONCENTRACAO DE ACUCARES REDUTORES

A concentragdo de acucares redutores foi determinada pelo método do acido 3,5-
dinitro-salicilico (DNS), segundo Miller (1959). A andlise baseia-se na reducdo, em
solugdo alcalina, do acido 3,5-dinitro-salicilico (DNS) a 4cido 3-amino-5-nitrosalicilico.

O procedimento experimental para a determinacdo dos aglcares totais consistiu
em preparar a amostra (hidrolise), adicionando-se 1 mL de acido cloridrico 2N a 1 mL
da amostra, que foi entdo aquecida a 80°C durante 5 min. Apos este tempo, a amostra
foi resfriada e a mesma acrescentaram-se 3 mL de NaOH 1N. Posteriormente, 1 mL da
amostra foi adicionado a 1 mL de DNS em um tubo de ensaio e a mistura foi aquecida
por 10 minutos em banho-maria (100°C). A seguir, as amostras foram resfriadas e a elas
foram adicionados 10 mL de 4gua destilada. Apds homogeneizagao, foi feita a leitura da
absorbancia em espectrofotometro a 540 nm. Uma curva padrdo foi preparada com

solucdo de glicose + frutose nas concentragdes de 0,0 a 1,2 g.L"! (Figura 26).
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Figura 26. Curva padrao de DNS (glicose + frutose) para quantificacdo de agucares redutores presentes no
meio de cultivo.

2.6.4. DETERMINACAO DA CONCENTRACAO DE GLICEROL

O glicerol foi quantificado por método enzimatico-colorimétrico para
quantificagdo de triglicerideos (Kit LABORLAB para triglicerideos).

A amostra do meio de cultivo foi previamente centrifugada a 3000 rpm por 10
minutos e diluida em até 30 vezes, com agua destilada. A quantificacdo foi realizada a
partir de 10 pLL da amostra diluida e 500 pL do reativo de trabalho, o qual era composto
de: reativo enzimatico (lipase 5000 U.L™'; glicerol quinase 200 U.L™!; glicerol fosfato
oxidase 1500 U.L"!; peroxidase 900 U.L'; ATP 2 mmol.L"!; 3-5 HDCBS 2 mmol.L!; 4-
aminofenazona 1 mmol.L") e 30 mL de reativo de tamp3o (50 mmol.L! tris, pH 7,6).
Apds homogeneizagdo em vortex, procedeu-se a incubagdo em banho-maria a 37°C por
10 minutos, seguidos de resfriamento e adigdo de 1 mL de agua destilada. A leitura foi
realizada em espectrofotdometro UV/VIS - Shimadzu (modelo UV 1800) a 505 nm.

Um branco foi preparado nas condic¢des ja descritas, substituindo-se o volume de
amostra por dgua. Paralelamente a quantificagdo da amostra, foi preparada uma curva
padrio com solucdo de glicerol nas concentra¢des de 0,0 a 1,0 g.L™! (Figura 27).

Os resultados obtidos foram calculados com base na Eq. 2, descrita a seguir e

expresso em g.L!.

[Glicerol] = D(f)a'“ x fd )
C
onde:

DOam = Densidade 6ptica da amostra
fc = fator de corregao
fa = fator de diluicao
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Figura 27. Curva padrao glicerol realizada em espectrofotdmetro UV/VIS - Shimadzu a 505 nm.

2.7. METODOS PARA A  CARACTERIZACAO DO

BIOSSURFACTANTE

2.7.1. DETERMINACAO DA CONCENTRACAO MICELAR CRITICA (CMC)

Foi determinada através de titulacdo turbidimétrica (espectrofotometria). Esta
técnica consistia na medi¢do da transmitdncia das amostras a 450 nm (ABED et al.,
2004), utilizando agua como controle, a temperatura ambiente (25°C). Dilui¢des
sucessivas foram realizadas em triplicata, na faixa de 0,001 g.L! até 50,000 g.L"!, para
que se fosse possivel prever o ponto em que a amostra passaria de turva a limpida.
Dessa forma, obtinha-se o comportamento do decaimento da transmitincia em fun¢ao
da concentragdo de biossurfactante. A CMC era entdo obtida igualando-se as equagdes
das duas curvas no ponto de interse¢do das mesmas, para uma dada faixa de

concentragao de biossurfactante.

2.7.2. DETERMINACAO DO CONTEUDO PROTEICO

Foi determinada pelo método colorimétrico de Bradford (BRADFORD, 1976).
Este método consistia na adicdo de 2,5 mL de reagente do Bradford a 1 mL de agua
destilada contendo 5 mg de biossurfactante em tubo de ensaio a temperatura de 25°C, de
forma que a concentragdo de amostra era de 1,43 g.L'!. O sistema era agitado, deixado
em repouso por 2 minutos e, entdo, era feita a leitura da absorbancia em
espectrofotometro a 595 nm. O valor obtido era comparado com um valor ja conhecido
da proteina padrdo albumina de serum bovino (BSA), cuja curva padrio esta ilustrada

na Figura 28.
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Figura 28. Curva padrio da concentracdo da proteina BSA medida em espectrofotometro.

2.7.3. DETERMINACAO DE ACUCARES TOTAIS

Foi determinada pelo método fenol-sulfurico. Foram preparados 2 padrdes, em
Eppendorf de 2 mL, de acordo com a seguinte sequéncia de adigdo:
1. 0,27 mL de Fenol a 5%;
ii. 0,27 mL de agua destilada para os padrdes e 0,26 mL para a amostra;
iii. 10 pL de amostra (2 g.L").

Os Eppendorfs, com as solugdes, foram entdo colocados em um recipiente com
agua, para evitar o superaquecimento dos reagentes, e a estes foram adicionados 1,36
mL de acido sulfirico PA. Em seguida, as solugdes eram homogeinizadas e deixadas
em repouso por 15 min, antes da leitura em espectrofotdmetro (490 nm). A curva padrao

foi preparada com solugdo de glicose nas concentragdes de 20 a 70 mg.L' (Figura 29).

Figura 31. Curva padréo construida para determinagd@o da concentragdo de carboidratos totais.
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Figura 29. Curva padrao construida para determinagdo da concentragdo de agucares totais.
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2.8. EMULSOES UTILIZANDO O BIOSSURFACTANTE PROVENIENTE

DE GLICEROL BRUTO

2.8.1. PREPARO DAS EMULSOES COSMETICAS

O preparo das emulsdes foi realizado em duas etapas: primeiramente, preparou-se
a fase A, contendo composicao fixa de: 8 mL de agua destilada, 30 mg de alcool 3-(4-
clorofenol)-1,2-propanodiol (Stab CPN), 30 mg de Carbomero (Carbopol 940), 10 mg
de sulfato de B-hidroxi-etano (Stab HP100), e monoleato de sorbitano (Span-80), em
concentragdes variadas. Esta fase foi aquecida por cerca de 1,5 h em banho-maria e
agitada em vortex a cada 10 min, até que a mistura estivesse homogénea. Em seguida,
preparou-se a fase B, contendo 0,8 mL de 6leo de canola, alcool cetilico, lauril éter
sulfato de sodio (Laureth-23) e biossurfactante, em propor¢des variadas. A fase B foi
aquecida por 5 min em banho-maria e, em seguida, vertida na fase A, adicionando-se 10
mL de 4gua destilada. A mistura foi homogeneizada por 10 min em vortex, o pH foi
ajustado para 7 e foi feita a homogeneizagdo final por mais 5 min no vortex. A analise
do diametro médio das micelas foi realizada em Zetasizer (Figura 30) ap6s 24h e uma
semana de preparo das emulsdes. A determinagdo do indice de refracdo do 6leo de
canola foi realizada em refratometro (Brix). As analises de didmetro médio de micelas
foram realizadas no laboratério ENGEPOL-UFRIJ, sob responsabilidade do professor

Marcio Nele de Souza.

Figura 30. Zetasizer utilizado para medir o diametro médio das micelas.

2.8.2. PLANEJAMENTOS DE EXPERIMENTO

A concentracdo Otima para se obter a emulsdo cosmética mais estavel utilizando o

biossurfactante proveniente de glicerol bruto foi baseada na formulacdo de uma emulsdo
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cosmética padrdo, composta por: agua destilada a 0,9%(v/v), 6leo de canola a
0,04%(v/v), Stab CPN (0,5g.L"), Carbopol (1,5 g.L'!), Stab HP100 (1,5g.L"), 4lcool
cetilico (25 g.L'!), Laureth-23 (27,5 g.L') e Span-80 (5 g.L!'). Com o objetivo de
diminuir as altas quantidades de alcool cetilico, Laureth-23 ¢ Span-80 presentes nessa
emulsdo incorporando o biossurfactante produzido a partir de glicerol bruto e, ao
mesmo tempo, avaliar o potencial desse biossurfactante para estabilizar emulsdes, um
planejamento de experimento foi realizado. Para tal, realizou-se, inicialmente, um
delineamento central composto rotacional (DCCR) 2* com 27 experimentos, cujos

niveis avaliados encontram-se na Tabela 9.

Tabela 9. Niveis dos pardmetros avaliados no primeiro planejamento.

Niveis
Variaveis Independentes 2 -1 0 1 2
Biossurfactante (mg/mL) 0 2,00 6,00 10,00 12,00
Alcool cetoestearilico (mg/mL) 0 4,15 830 12,45 16,60

Lauril éter sulfato de sédio (mg/mL) 0 4,60 9,20 13,80 18,40
Monoleato de sorbitano (mg/mL) 0 063 1,25 1,87 2,50

Nota: Apenas para o primeiro planejamento de experimento, foi utilizado o alcool cetoestearilico, porém, na
falta deste reagente, foi utilizado o alcool cetilico nos demais estudos de estabilidade, por este apresentar
propriedades fisico-quimicas semelhantes.

Com o objetivo de aperfeicoar os resultados do primeiro planejamento, realizou-
se um planejamento de misturas, com um total de 10 experimentos, fixando-se a
concentragdo do Span-80 em 1,25 mg/mL, por este ndo ter sido um pardmetro
estatisticamente significativo dentro da faixa de concentragdo estudada. A Tabela 10,

com as porcentagens dos parametros avaliados neste planejamento, encontra-se abaixo.

Tabela 10. Matriz do planejamento de misturas.
Niveis Alcool Cetilico (%) Laureth-23 (%)  Biossurf. (%)

1 1,00 0,00 0,00
2 0,00 1,00 0,00
3 0,00 0,00 1,00
4 0,50 0,50 0,00
5 0,50 0,00 0,50
6 0,00 0,50 0,50
7 0,33 0,33 0,33
8 0,67 0,17 0,17
9 0,17 0,67 0,17
10 0,17 0,17 0,67
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Por ultimo, foi realizado um teste de otimizacao, com 6 experimentos, fixando-se
a concentracdo de alcool cetilico em 30 mg/mL, de acordo com os resultados do
planejamento anterior. As concentracdes do teste de otimiza¢do encontram-se nas

Tabela 11.

Tabela 11. Matriz do teste de otimiza¢do com as concentragdes dos pardmetros avaliados.
Emulsdo Laureth-23 (g.L') Biossurf. (g L)

1 0 20
2 4 16
3 8 12
4 12 8
5 16 4
6 20 0

2.9. ANALISE COMPARATIVA DA ESTABILIDADE DE EMULSOES

2.9.1. PREPARO DAS EMULSOES COSMETICAS UTILIZANDO

BIOSSURFACTANTE PROVENIENTE DA POLPA DO CUPUACU

A emulsdao cosmética contendo biossurfactante produzido a partir de suco de
cupuagu clarificadp foi preparada com a melhor condi¢do obtida nos planejamentos de
experimento, contendo: agua destilada a 0,9%(v/v), 6leo de canola a 0,04%(v/v), Stab
CPN (0,5g.L"), Carbopol (1,5 g.L'"), Stab HP100 (1,5g.L "), alcool cetilico (33,5 g.L),
Laureth-23 (5 g.L "), Span-80 (1,25 g.L!) e biossurfactante a 8 g.L"!.

Uma emulsdo padriao (sem nenhum dos biossurfactantes), bem como uma réplica
da melhor formula¢do preparada com o biossurfactante produzido a partir de glicerol
bruto, foram concomitantemente preparadas, com o intuito de realizar um estudo
comparativo da estabilidade entre as 3 emulsdes. As concentragdes das emulsdes

produzidas nesse estudo encontram-se na Tabela 12.

Tabela 12. Concentragdes dos parametros utilizadas na analise comparativa da estabilidade de emulsdes.
Span-80  Alcool Cetilico  Laureth-23 Biossurf.

Emulsao

(gL (gL (gL (gL
Padrao 5 25,0 27,5 0,0
Glicerol 1,25 33,5 8,5 8,0
Cupuagu 1,25 33,5 8,5 8,0

De acordo com CAENN et al., 2011, para que uma emulsdo seja formada, ¢é
necessario algum grau de agitagdo, uma vez que, para que haja a criagdo de novas
superficies, ¢ necessario trabalho. Por isso, para se obter uma emulsdo com micelas

relativamente pequenas, ¢ necessario um maior grau de agitacdo. Assim, as emulsdes
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foram preparadas conforme descrito no item 2.8.1, com a diferenga de que, apds o ajuste
do pH, as emulsdes foram homogeinizadas em Ultra-Turrax (8.000 g) por 5 min, com o
objetivo de se obter emulsdes com micelas menores e, consequentemente, mais estaveis.

O Zetasizer foi novamente utilizado para avaliar a estabilidade das emulsdes
através da distribuicdo do tamanho de micelas ao longo do tempo de 4 semanas de

armazenamento, a temperatura ambiente (25°C).
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CAPITULO 3: RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. PRODUCAO DE BIOSSURFACTANTE

Para acompanhar a producao dos biossurfactantes, 4 parametros foram avaliados
durante o tempo de experimento dos meios de cultivo: o crescimento celular, o consumo

de substrato, a tensdo superficial e o indice de emulsificacao.
3.1.1. ANALISE DO CRESCIMENTO CELULAR E PERFIL DE CONSUMO DE
SUBSTRATO

O perfil cinético de crescimento celular de Y. lipolytica em meio de cultivo

contendo glicerol bruto e o consumo desse substrato pela levedura estdo ilustrados na

Figura 31.
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Figura 31. Perfil cinético de crescimento de Y. lipolytica (m) e de consumo do
glicerol (¢#) em meio contendo glicerina bruta (3%).

Pode-se observar na Figura 31 um crescimento exponencial das leveduras até o
tempo de 72 h, onde o mesmo passa a ser constante (fase estacionaria), atingindo a
concentracdo celular final de 12,03 g.L'!. A Figura 31 também ilustra que o glicerol
bruto foi praticamente todo consumido até o final do experimento, indicando que este
serviu como substrato para a levedura. Estes perfis indicam que a levedura utilizou o
glicerol bruto como substrato para a producao de biomassa.

De Lima (2014) estudou a produgdo de bioprodutos por Yarrowia lipolytica em
meio mineral M1 contendo glicerol (30 g.L ') em pH 6 e concentragio inicial de inoculo

de 10% (28°C, 160 rpm) por 96h. O autor observou que, ao fim do tempo de processo, o
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microorganismo consumiu aproximadamente 70% de glicerol e apresentou crescimento
celular maximo no tempo de 48 horas (5,9 g.L!). No presente estudo, a concentragio
celular foi praticamente o dobro (12,06 g.L!) e o glicerol foi todo consumido.

A Figura 32 apresenta o perfil cinético de crescimento de Y. lipolytica no meio de
cultivo contendo suco de cupuacu clarificado, bem como o consumo de agucares
redutores totais durante o tempo de duragdo do experimento.
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Figura 32. Perfil cinético de crescimento de Y. lipolytica em meio contendo CCJ, suplementado com
sulfato de amonio 10 g! e extrato de levedo (0,5g!) (A) e concentragdo de aglcares redutores ().

De acordo com a Figura 32, o crescimento celular das leveduras apresenta um
perfil majoritariamente linear, tendo apresentado maior crescimento nas primeiras 48
horas de incubagdo. Ao final do experimento, a produ¢do de biomassa para o meio
estudado foi de 16,84 g.L"! e de agticares redutores foi de 2,89 g.L.

Comparando-se os perfis de crescimento celular e de consumo de substrato entre
os dois meios de cultivo utilizados, observa-se que, no meio contendo suco de cupuagu
clarificado, a produc¢io de biomassa foi maior (16,84 g.L") do que no meio em que se
utilizou glicerol bruto como substrato (12,03 g.L™"). Isto significa que a célula consome
preferencialmente agucares simples ao glicerol bruto para o seu crescimento. Este
comportamento pode ser explicado através das vias metabolicas, pois, enquanto a
respiragao celular a partir de glicose € capaz de gerar 38 moléculas de ATP, a utilizagao
de glicerol gera apenas 22 moléculas de ATP, o que faz com o crescimento celular Aa

partir desta molécula ocorra de forma mais lenta.
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3.1.2. COMPORTAMENTO DO IE E DA TENSAO SUPERFICIAL DO MEIO DE
CULTIVO

Os comportamentos do indice de emulsificagdo (IE) e da variagdo da tensdo
superficial (ATS) do meio de cultivo a medida que o biossurfactante era produzido pela

levedura também foram analisados (Figura 33).
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Figura 33. Evoluc¢do do IE (m) e da tensdo superficial (¢#) durante a producdo de biossurfactante em meio
contendo glicerina.

Pode-se observar na Figura 33 que o IE teve o seu valor maximo de 70,22% ao
final dos experimentos, apresentando um aumento significativo entre 0 e 24 horas,
indicando que, j4 no primeiro dia de incubagdo, o biossurfactante comegou a ser
produzido pela levedura e a ser secretado para o meio de cultivo. Nota-se também que a
tensdo superficial apresentou um decaimento praticamente linear durante todas as 96
horas de experimento, resultando numa diminui¢ao total de 22 mN/m.

O comportamento do indice de emulsificagdio do meio de cultivo contendo

cupuacu durante as 96 horas de experimento esta ilustrado na Figura 34.
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Figura 34. indice de emulsificagdo do meio de cultivo contendo suco de cupuagu clarificado.
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De acordo com a Figura 34, pode-se observar que a producdo de biossurfactante
se iniciou a partir das primeiras 24h de experimento, com crescimento linear até 72h,
onde entdo atingiu o seu valor maximo de 61,20%. A partir deste resultado, infere-se
que a produc¢ado de biossurfactante no meio de cultivo ocorre majoritariamente entre 24 ¢
72h de incubagdo, que também ¢ o intervalo onde se observou o consumo de aglcares
pela Figura 32.

Comparando-se os resultados para o indice de emulsificacdo, observou-se que o
meio contendo glicerol bruto apresentou maior valor de IE do que o meio contendo
CClJ. Esse resultado pode ser explicado com base no fato de que, apesar de ambas as
matérias-primas utilizadas neste trabalho serem hidrofilicas, o glicerol bruto foi obtido
diretamente da planta de produ¢do do biodiesel e, portanto, pode conter impurezas de
6leo, como acidos graxos, que sdo facilmente absorvidos pela levedura Yarrowia
lipolytica, sendo incorporados a por¢do apolar da molécula de biossurfactante e
conferindo-lhe melhores propriedades emulsificantes. Isto sugere que os acidos graxos
presentes no glicerol bruto favorecem a biossintese dos biossurfactantes, enquanto os
carboidratos simples presentes no suco de cupuagu favorecem o crescimento celular.

De fato, de acordo com Fontes et al. (2008), os substratos hidrofilicos sao
utilizados primeiramente pelo microorganismo para o metabolismo celular e para a
sintese da porcdo polar da molécula de biossurfactante, enquanto os substratos
hidrofébicos sdo utilizados exclusivamente para a producdo da por¢do hidrocarbonada
do biossurfactante, pois a levedura Yarrowia lipolytica é capaz de incorporar
diretamente acidos graxos para a producdao de biossurfactante. De acordo com os
mesmos autores, apesar da producdo de biossurfactantes ocorrer na presenca de fontes
de carbonos soluveis em agua, como os agucares, varios estudos mostram que as
maiores produgdes de biossurfactantes sdo obtidas quando substratos hidrofobicos sao
adicionados.

A variacdo da tensdo superficial do meio de cultivo contendo suco de cupuagu
clarificado foi avaliada e encontra-se na Tabela 13. Observa-se nesta tabela que o

biossurfactante produzido proporcionou uma ATS de 14,99.

Tabela 13. Variagdo da tensdo superficial total do meio de cultivo contendo CCJ como fonte de carbono.
TS inicial (mN/m) TS final (mN/m) ATS
60,2+23 45,21+0,8 14,99
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Ao se comparar os dois valores de variagao de tensao superficial obtidos, observa-
se novamente que o meio a partir de glicerol bruto apresentou resultados mais
satisfatorios (ATS = 22 mN/m) do que o meio contendo CCJ (ATS = 14,99 mN/m),
corroborando com a hipotese de que, neste meio, houve maior produgdo de tensoativos, ou

ainda que os biossurfactantes produzidos neste meio apresentam melhores propriedades

surfactantes.

De Lima (2014), ao produzir biossurfactante por Y. lipolytica em meio contendo
glicerina bruta nas condi¢des ja especificadas, observou a ocorréncia maxima de
formacgao do biossurfactante com aproximadamente 96 horas de processo, encontrando
variacdo de tensdo superficial da agua de 37,8 mN/m, valor superior ao encontrado
neste trabalho.

Ferreira (2017) comprovou que o biossurfactante produzido por L. paracasei
utilizando glicose (33 g.L!), milhocina (10 g.L!) e extrato de lévedo (10 g.L!), foi
capaz de reduzir a tensdo superficial da agua de 25 mN/m, valor mais proximo daquele
encontrado para o meio de cultivo contendo glicerol bruto (22 mN/m).

Siddhartha et al. (2006) avaliaram a produgdo de ramnolipideos por Pseudomonas
aeruginosa LBI a partir de 6leo de cupuagu (30°C, 200 rpm) por 120h. Os autores
encontraram uma producio de biomassa de 1,29 g.L"!, valor bem inferior ao encontrado
neste trabalho. Porém, a variacdo da tensdo superficial encontrada foi de 30,4 mN/m, o
dobro do encontrado para o meio contendo suco de cupuagu clarificado neste trabalho,
indicando novamente que substratos lipidicos favorecem a diminuicdo da tensdo

superficial.

Tabela 14. Pardmetros obtidos na produ¢do de biossurfactante por Y. lipolytica utilizando cupuagu e
glicerol bruto como fonte de carbono.

Parametro Cupuacu Glicerol bruto

w (b 0,16 0,11
LdS/dt (e(Lh)yY) 0,07 0.13
ATS (mN/m) 14,99 22,00
IE (%) 61,20 70,22
Xt (mg.mL™1) 16,84 12,03
Xp (mg.mL™) 0,8 7,9

: taxa especifica de crescimento
-dS/dt: taxa de consumo de substrato
ATS: variagdo da tensdo superficial
IE: indice de emulsificacdo

Xs: concentracdo celular final

Xp: produgdo de biossurfactante
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Para melhor analisar os resultados obtidos na producdo de ambos os
biossurfactantes produzidos, foi elaborada a Tabela 14, que evidencia os valores de
todos os parametros obtidos até aqui. Nesta tabela, pode-se observar que o meio de
cultivo contendo CCJ como fonte de carbono apresentou as melhores taxas de
crescimento celular (u de 0,16 h' e Xr de 16,84 mg.mL"), enquanto as melhores
propriedades surfactantes foram obtidas com o biossurfactante proveniente do glicerol
bruto (ATS de 22 mN/m e IE de 70,22%). Observa-se ainda que a producdo de
biossurfactante foi significativamente maior para o meio de cultivo contendo glicerol
bruto. Estes resultados estdo de acordo com o trabalho de Fontes et al. (2008), no qual
os autores afirmam que, enquanto meios contendo agucar como fonte de carbono
favorecem o crescimento celular, meios hidrofébicos favorecem a produgdo de
biossurfactantes, embora ambos os substratos sejam capazes de possibilitar a biossintese
de biossurfactantes por microorganismos. No caso do presente trabalho, as impurezas de
6leo presentes no glicerol bruto sdo possivelmente as responsaveis pelas melhores
propriedades surfactantes do biossurfactante produzido a partir desta matéria-prima.

As diferengas entre os resultados da Tabela 14 para cada parametro analisado em
ambos os meios de cultivo podem ser explicadas pelo fato de que, quando se utiliza
matérias-primas diferentes, se obtém biossurfactantes com composi¢cdes quimicas
diferentes e, consequentemente, o seu comportamento em relagdo a variagdo de tensao
superficial e indice de emulsificagdo serdo diferentes.

A cinética e os parametros fermentativos da producdo de ramnolipideos por P.
aeruginosa MSICO02 utilizando glicerina bruta (2%) como fonte de carbono ¢ NaNO3
(0,4%) foram estudados por Sousa et al. (2014). Nesta condigdo, os valores obtidos para
os pardmetros foram: pumix de 0,167 gL' e Xr de 0,72 g.L'!. Comparando-se estes
resultados aos do presente trabalho, observa-se que, apesar de Xt ter sido bem inferior
ao encontrado para ambos os meios de cultivo (16,84 ¢ 12,03 g.L!), pmsx foi muito
proximo do obtido para o meio contendo CCJ (0,16 h!), indicando que a célula é capaz
de apresentar a mesma taxa especifica de crescimento mesmo em concentragdes
celulares iniciais menores. Os mesmos autores encontraram [Emsx de 80% em querosene
com 10% NaCl e consumo de glicerol de 50,77%, metade do consumo encontrado no
presente trabalho (~100%). O resultado do IE encontrado pelos autores foi, embora

proximo, maior do que o encontrado para o meio contendo glicerol bruto neste trabalho
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(70,22%), indicando que a adi¢do de sal ao meio de cultivo pode ser um fator favoravel
para a producdo de biossurfactante a partir de meios hidrofobicos.

Bezerra (2012) produziu de biossurfactante a partir de Pseudomonas aeruginosa
AP029-GVIIA utilizando manipueira como fonte de carbono. Os melhores resultados
mostraram produgdo de 3,0 g.L! de biomassa e indice de emulsificagio superior a 65%.

Farias e Sarubbo (2006) otimizaram as condi¢des de producdo do biossurfactante
por C. lipolytica em meio contendo 6leo de canola (100 g.L!) e glicose (100 g.L ). O
biossurfactante produzido foi capaz de reduzir a tensdo superficial de 71 mN/m para
valores em torno de 30 mN/m (ATS = 41 mN/m), maior valor encontrado dentre as
literaturas pesquisadas. Este resultado indica que a juncao de substratos hidrofobicos e
hidrofilicos em altas concentracdes pode ser uma forte estratégia para otimizar a
producdo de biossurfactantes.

A Tabela 15 compara os resultados dos pardmetros relacionados diretamente a
producao de biossurfactante (IE, ATS e Xp) obtidos neste trabalho com resultados de
outros trabalhos da literatura que utilizaram Y. lipolytica como microorganismo

produtor de biossurfactante.

Tabela 15. Comparacdo dos resultados de indice de emulsifica¢do (IE), variagdo da tensdo superficial
(ATS) e produgdo de biossurfactante (Xp) com outros trabalhos que utilizaram Y. lipolytica como
microorganismo produtor de biossurfactante.

IE ATS X,

Microorganismo Matéria-prima (%) (mN/m) (g/L) Referéncia
Y. lipolytica Glicerol bruto 70,2 22,0 7.9 Este trabalho
Y. lipolytica Suco de cupuagu 61,2 15,0 0,8 Este trabalho

. . . Fontes et al.
Y. lipolytica Suco de caju 68,0 18,0 6,9 (2012)

. . . . Souza et al.
Y. lipolytica Oleo diesel - 10,0 - (2012)

. . Residuo de 6leo Rufino et al.
Y. lipolytica vegetal - 20,0 8,0 (2014)

. . Residuo do soro de
Y. lipolytica manteiga 66,7 ) ) Santos et al.
Y. lipolytica Res1ducieci1:)esoro de 715 i i (2016)

De acordo com a Tabela 15, o IE encontrado para biossurfactante produzido a
partir de glicerol bruto foi proximo daquele encontrado por Santos et al. (2016),
enquanto o IE do biossurfactante produzido a partir de CCJ mostra-se um pouco abaixo
dos demais. A maior variagdo da tensdo superficial foi obtida com o biossurfactante
produzido com glicerol bruto e a ATS do biossurfactante a partir de CCJ manteve-se

acima da ATS do biossurfactante produzido por Souza et al. (2012), utilizando 6leo
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diesel. Quanto a producgdo de biossurfactante, o glicerol bruto utilizado neste trabalho e
o residuo de o6leo vegetal, utilizado por Rufino et al. (2014), apresentaram os maiores

rendimentos.

3.2. CARACTERIZACAO DO BIOSSURFACTANTE

3.2.1. DETERMINACAO DA CONCENTRACAO MICELAR CRITICA (CMC)

A CMC ¢ um parametro crucial quando se trata da caracterizagdo de
biossurfactantes, pois indica qual € a concentracdo minima necessaria de biossurfactante
em solugdo para que ocorra um abaixamento maximo de tensdo superficial e interfacial,
ou seja, quanto menor a CMC, mais eficiente ¢ o biossurfactante (MEIRA, 2007).

A Figura 35 ilustra o decaimento da transmitancia em funcao da concentragcdo do
biossurfactante produzido a partir de glicerol bruto em semi-log. A CMC foi obtida a

partir do ponto de intersecdo das duas curvas, cujo melhor ajuste foi em 1,77+ 0,56g.L!.
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Figura 35. Decaimento da transmitincia para em func¢ao das concentragdes do biossurfactante
produzido a partir da glicerina bruta antes (m) e depois (¢) da interse¢@o das curvas.
A Figura 36 ilustra o decaimento da transmitancia em fun¢do da concentragdo do
biossurfactante produzido a partir do suco de cupuacu em semi-log. A CMC foi obtida a

partir do ponto de interse¢io das duas curvas, cujo melhor ajuste foi em 7,78+ 0,33g.L"".

BE 1@
98 "R .
= 96 - B
3 ly=-08725x+ 100,31 By
g Rr=09072 47 a
i 901
i 88 -
F 8 y=-0634Tx + 100,12
8 | R” = 0,9972
I a2 . |
01 1 10 100

Concentragéio do Biossurfactants g/L

Figura 36. Decaimento da transmitancia para em fungdo das concentragdes do biossurfactante produzido a
partir de suco de cupuagu clarificado (m) e depois (#) da intersegdo das curvas.
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Comparando-se ambos os resultados obtidos, observa-se que a CMC do
biossurfactante produzido a partir de glicerol bruto (1,77 g.L!) foi menor do que a
obtida com o biossurfactante produzido com o meio hidrofilico (7,78 g.L!), o que o
torna um biossurfactante mais eficiente do que este, de acordo com Meira (2007). Agora
¢ possivel verificar que a maior diminui¢ao da tensao superficial encontrada para o meio
de cultivo contendo glicerol bruto pode estar, de fato, relacionada a melhores
propriedades surfactantes do tensoativo produzido, e ndo necessariamente a quantidade
de biossurfactante produzido.

Ferreira et al. (2017), ao produzir biossurfactante por L. paracasei utilizando meio
de cultivo contendo glicose (33 g.L!), milhocina (10 g.L") e extrato de 1évedo (10 g.L-
1, obtiveram CMC da ordem de 1,35 g.L"!, valor proximo ao encontrado para o
biossurfactante produzido com glicerol bruto (1,77 g.L "), indicando que os carboidratos
simples também sdo substratos a partir dos quais € possivel sintetizar biossurfactantes
com boa eficiéncia.

Souza et al. (2014), ao produzirem moléculas com propriedades surfactantes por
Pseudomonas aeruginosa MSIC02 a partir de meio salino, encontraram CMC de 28,2
mg.L!, indicando que a salinidade do meio pode ser um fator favoravel no aumento da

eficiéncia de biossurfactantes.

Tabela 16. Exemplos de surfactantes e suas respectivas CMCs
Surfactante CMC (g.L') Referéncia
Produzido por Y. lipolytica utilizando

. L. . 1,77 Presente trabalho
glicerol bruto como matéria-prima
Produzido por Y. Ilpolyt!ca uFlllzando suco 7,78 Presente trabalho
de cupuagu como matéria-prima
Produzido por Y. lipolytica utilizando suco 7.85 Ramos (2013)

de caju como matéria-prima
SDS (Dodecil sulfato de sodio) 2,10 Kile e Chlou (1989)
Produzido por L. paracasei utilizando

glicose e milhocina matéria-prima 1,35 Ferreira etal. (2017)
Goma Arébica 1,65 Amaral et al. (2006)
Yansan 0,50 Amaral et al. (2006)
Goma Xantana 0,30 Amaral et al. (2006)
Triton X-405 (TX405) 0,62 Kile e Chlou (1989)
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A Tabela 16 apresenta alguns surfactantes naturais e sintéticos, suas respectivas
CMCs. Pode-se observar que a CMC do biossurfactante produzido pela Y. lipolytica
utilizando glicerol bruto como fonte de carbono apresentou valor de CMC proximo ao
surfactante natural Goma Arabica e ao produzido por Ferreira et al. (2017), enquanto o
biossurfactante produzido a partir de CCJ apresentou uma CMC proxima aquela obtida

por Ramos (2013), utilizando suco de cupuacu como matéria-prima.

3.2.2. DETERMINACAO DA CONCENTRACAO DE PROTEINAS

A concentracao média de proteina encontrada nos biossurfactantes produzidos ¢

apresentada na Tabela 17.

Tabela 17. Concentracdo de proteinas do biossurfactantes produzidos.
Biossurfactante Concentra¢io de PTN (%)
Cupuagu 2,6 £0,2
Glicerol Bruto 13,8+ 1,6

Pode-se observar na Tabela 17 que a concentracdo de proteinas encontrada para o
biossurfactante produzido a partir de meio de cultivo contendo suco de cupuacu (2,6%)
foi relativamente menor do que aquela obtida para o biossurfactante produzido a partir
de glicerina bruta (13,8%). Amaral et al. (2006), ao analisarem o teor de proteinas do
Yansan, produzido a partir de glicerol PA, encontraram 15%, valor préoximo ao
encontrado para o biossurfactante produzido a partir do glicerol bruto. Rufino et al.
(2014) encontraram teor de proteinas de 50% para o biossurfactante produzido por Y.

lipolytica a partir de residuo de dleo vegetal.

3.2.3. DETERMINACAO DA CONCENTRACAO DE ACUCARES TOTAIS

A concentracio média de acucares totais para ambos os biossurfacantes

produzidos ¢ apresentada na Tabela 18.
Tabela 18. Concentragdo de carboidratos totais do biossurfactantes produzidos.
Biossurfactante Concentracao de AT (%)
Cupuagu 17,7 £ 1,1
Glicerol Bruto 21,2+3,0

Pode-se observar na Tabela 18 que a quantidade de agucares totais encontrada no
biossurfactante produzido a partir de meio de cultivo contendo suco de cupuagu
clarificado (17,7%) foi ligeiramente menor do que aquela encontrada para o

biossurfactante produzido a partir do substrato proveniente do biodiesel (21,2%).
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Rufino et al. (2014) encontraram teor de carboidratos de 8% para o
biossurfactante produzido por Y. lipolytica a partir de residuo de dleo vegetal, valor
significativamente inferior ao encontrado neste trabalho.

Sarrubo et al. (2001), ao produzirem biossurfactante por Y. lipolytica na presenga
de glicose, encontraram 45% de carboidratos, basicamente o dobro dos resultados
encontrados.

No entanto, estes resultados sdo significativamente inferiores aqueles encontrados
por Bueno et al. (2010), no qual os autores encontraram 80,4% de aglicares redutores
totais ao produzir tensoativos pela bactéria Bacillus pumilus utilizando sacarose e
acucar de cana como fontes de carbono. Todavia, devido a natureza naturalmente
acucarada do meio de cultivo utilizado no referido trabalho, este resultado ja poderia ser
esperado, uma vez que a composicdo do biossurfactante estd intimamente ligada ao
meio de cultivo em que este ¢ produzido (FONTES et al., 2008).

Ainda segundo Fontes et al. (2008), a composi¢do ¢ as caracteristicas dos
biossurfactantes produzidos por microorganismos sdo influenciadas pela natureza das
fontes de carbono e nitrogénio utilizadas, assim como pela presenca de fosforo, ferro,
manganés ¢ magnésio no meio de producdo. Além disso, outros fatores, como pH,
temperatura, agitacdo e forma de conducao do processo sdo extremamente importantes

na quantidade e na qualidade do biossurfactante produzido.

3.4. AVALIACAO DA ESTABILIDADE DE EMULSOES

Os resultados do DCCR encontram-se na

Tabela 19, onde se pode observar que a emulsdo que apresentou o menor diametro
médio de micelas apés uma semana de produgdo e que se manteve, portanto, como a
mais estavel, foi a amostra 27.

A magnitude dos efeitos estimados de cada variavel é apresentada no diagrama de
Pareto (Figura 37). Com os resultados da andlise estatistica, confirmou-se que as
variaveis que apresentaram maior efeito sobre o didmetro médio das micelas foram o
Span-80 e o dlcool cetoestearilico. A concentragdo de biossurfactante nao foi
estatisticamente significativa na faixa estudada, mostrando que, nesta faixa, o

biossurfactante ndo influenciou no didmetro médio das micelas.
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Tabela 19. Matriz do 1° planejamento experimental com os valores reais e respectivos resultados para o
diametro médio das micelas ap6s 7 dias de producdo da emulsdo cosmética.

Emulsio Alcool cetoest.  Laureth-  Span-80  Biossurf. Didmetro
(g/L) 23 (g/L) (g/L) (g/L) médio (nm)

1 95 27,5 5 0 1.026,65
2 4,15 4,6 0,625 2 2.564,50
3 12,45 4,6 0,625 2 1.263,00
4 4,15 13,8 0,625 2 1.574,50
5 12,45 13,8 0,625 2 2.744,00
6 4,15 4,6 1,87 2 650,95
7 12,45 4,6 1,87 2 2.436,00
8 4,15 13,8 1,87 2 2.511,50
9 12,45 13,8 1,87 2 2.302,50
10 4,15 4,6 0,625 10 677,05
11 12,45 4,6 0,625 10 1.726,00
12 4,15 13,8 0,625 10 917,40
13 12,45 13,8 0,625 10 2.123,00
14 4,15 4,6 1,87 10 1.775,50
15 12,45 4,6 1,87 10 2.403,00
16 4,15 13,8 1,87 10 1.593,00
17 12,45 13,8 1,87 10 2.534,50
18 0 9,2 1,25 6 1.079,50
19 16,6 9,2 1,25 6 1.109,15
20 8,3 0 1,25 6 1.111,20
21 8,3 18,4 1,25 6 1.987,50
22 8,3 9,2 0 6 1.619,50
23 8,3 9,2 2,5 6 778,50
24 8,3 9,2 1,25 0 612,25
25 8,3 9,2 1,25 12 703,02
26 8,3 9,2 1,25 6 668,55
27 8,3 9,2 1,25 6 429,05

Ainda na Figura 37, encontra-se a andlise de variancia, que mostra que o modelo
estatistico selecionado (nesse caso, possui termos lineares, quadraticos e a interacao dos
termos lineares) para a variavel de resposta diametro médio € significativo, como foi
evidenciado pelo teste F. Desta forma, foi possivel gerar uma superficie de resposta

(Figura 38).
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R-sqr=,99571; Adj:,99071

. [ Factor 55 [l Ms [ F [ p
Alcool cetoestearilicola) (Alcool cefoestearilicolL) [ 1745756 1 1745756 1104568 0000091
span 80(0) "Alcool cetoestearilicoiQ) | 2517511 1 2517511 1592670 0,000063
(1/Alcool cetoestearilicol) {2)Laureth-23(L) 381 38 024 0672762
Laureth-23() Laureth-23(Q) 611563) 1 611563 386946 0,000258
TLbydl (3)Span 80(L) 408224] 1 408224) 2562.90 0.000387
@yseansol) T Span 80(Q) 2504530 1 2604630 1584719 0.000063
4)Biossurfactante(L 5480 1 5480 34,67 0027650
Lo Biossurfactante(Q) 4002 1 4002] 2532 0.0372%4
TLbyd L by 2L 875 1 875 553 (142965
Giossuractaned) [ L by 3L 497489) 1 497489) 3147.70/ 0.000318
b AL by 4L 783884) 1 783884| 495976 0000202
2L by 3L 393368 1 303368 248890 0000402
iEscssupschnel 20 by 4L 875 1 875 553 0142964
2y [ 3L by 4L 3337 1 3337|  21.12/0.044239
(7iLaureth-23() Lack of Fit 36347(10] 3635 23,00 0,042371

B Pure Error 316 2 158

b Total 55 8553355, 26 | |

2)

Figura 37. Diagrama de Pareto para o efeito estimado de cada varidavel do DCCR 24 (1) e ANOVA com
modelo ajustado para o didmetro médio das micelas (2).

QRRWEML

Figura 38. Superficie de resposta da variavel didmetro médio em relagdo em relagdo a concentragdo de
span 80 e alcool cetoestearilico.

Com base nos resultados obtidos no primeiro planejamento, um planejamento de
misturas foi realizado, aumentando-se a concentracdo total dos parametros avaliados, e
fixando-se a concentragio de Span-80 em 1,25 g.L'!, em busca de melhores resultados.
Assim, os niveis dos parametros avaliados, bem como os resultados do didmetro médio

apds uma semana de produgdo das emulsdes, encontram-se na Tabela 20.
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Tabela 20. Matriz do segundo planejamento experimental com os valores reais e respectivos resultados
para o diametro médio das micelas apds 7 dias de producdo da emulsdo cosmética.

Emulsio Alcool Cetilico Laureth-23 Biossurf. Didmetro
(g.Lh (g.Lh (g.Lh médio (nm)
1 0,00 0,00 50,00 396,26
2 50,00 0,00 0,00 188,12
3 0,00 50,00 0,00 552,24
4 25,00 0,00 25,00 492,54
5 0,00 25,00 25,00 700,00
6 25,00 25,00 0,00 204,32
7 16,67 16,67 16,67 227,22
8 8,33 8,33 33,33 192,46
9 33,33 8,33 8,33 114,52
10 8,33 33,33 8,33 171,52

De acordo com a Tabela 20, nota-se que a emulsdo que apresentou o menor
diametro médio e que foi, portanto, a mais estavel, foi a amostra 9. Isto sugere que esta
combinacdo dos parametros avaliados ¢ capaz de produzir emulsdes estaveis.

A magnitude dos efeitos estimados de cada varidvel no 2° planejamento ¢
apresentada no diagrama de Pareto (Figura 39), onde se observa que tanto o
biossurfactante quanto o Laureth-23 foram mais estatisticamente significativos para o
tamanho do diametro médio das micelas nestes experimentos, dentro da faixa de
concentragdo estudada. O diagrama também mostra que a concentragdo de alcool
cetilico ndo foi estatisticamente significativa na faixa estudada, evidenciando que, nesta
faixa, o alcool cetilico ndo influenciou estatisticamente no didmetro médio das micelas.
Na Figura 39, estdo presentes ainda a curva de contorno que relaciona as 3 variaveis
analisadas e o teste F, que evidencia que o modelo estatistico selecionado para a

variavel de resposta didmetro médio foi significativo.
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Parete Chart of Standardized Effects Variable: Diamatro medio (rm) Fimed Sorface, Varable Diametro medio (mm)
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Figura 39. Diagrama de Pareto para estimar o efeito de cada variavel no planejamento de misturas (1),
curva de contorno (2) e teste F.

Para o teste de otimizagao (Tabela 21), adotou-se uma concentragao fixa de alcool
cetilico de 30 g.L!, baseando-se no planejamento anterior. Desta vez, obteve-se como
emulsdo mais estavel a amostra 4 (150,64 nm) que apresentou maior didmetro médio de
micelas do que a amostra 9 do planejamento anterior, o que significa que uma pequena
diminui¢do na quantidade de alcool cetilico pode resultar em uma menor estabilidade da

emulsdo.

Tabela 21. Matriz do teste de otimiza¢do com os valores reais e respectivos resultados para o didmetro
médio das micelas apds uma semana de produgdo da emulsdo cosmética.

Emulsdo Laureth-23 (g.L'') Biossurf. (g.L"') Didmetro médio (nm)

1 0 20 156,43
2 4 16 165,04
3 8 12 167,70
4 12 8 150,64
5 16 4 221,55
6 20 0 320,14

Tabela 19 e Tabela 20, nota-se que o menor didmetro médio de micela obtido se
deu a partir da emulsao 9 (Figura 40) do planejamento de misturas (Dm = 114,52 nm),

que continha as seguintes concentragdes dos pardmetros avaliados: alcool cetilico (33,5
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g.L'"), Laureth-23 (8,5 g.L!), Span-80 (1,25 g.L'!) e biossurfactante (8 g.L!). Esta
emulsdo foi, portanto, considerada a formulagdo cosmética mais estavel e serviu como

base para o estudo comparativo da estabilidade de emulsoes.

Figura 40. Emulsdo 9 do planejamento de misturas, avaliada como a emuls@o produzida mais
estavel (D = 114,52 nm).

3.5. ANALISE COMPARATIVA DE ESTABILIDADE DE

EMULSOES

A estabilidade de uma emulsdo pode ser estudada através da evolugdo do tamanho
de micelas. O aumento no didmetro médio de micela ¢ um indicador da perda de
estabilidade da emulsao (McCLEMENTES, 1999).

A estabilidade de emulsdo por medida de didmetro médio de micela (Dm) para as
emulsdes contendo os dois biossurfactantes produzidos e para a emulsdo padrao (sem
conter biossurfactante) foi avaliada pelo periodo de 4 semanas de armazenamento. Os

resultados desta analise para as 3 emulsdes produzidas se encontram na Tabela 22.

Tabela 22. Diametro médio das micelas medidos em Zetasizer para os tempos de 24h, 1 semana, 3
semanas e 4 semanas de armazenamento a 25°C.

Diametro médio (nm)

Emulsio T24n T1semana T3semanas T 4semamas

Cupuacgu 158,10+12,45 193,58+21,33 252,23+17,16 127,40£15,18
Glicerol 202,68+19,96 209,88+30,00 245,90+1,41 248,64+11,20
Padrao 143,70+42,71 170,01+167,15 172,92+44,94 107,33480,07

Pode-se observar na Tabela 22 que as emulsdes produzidas seguem
comportamentos distintos em termos de perda de estabilidade: enquanto a emulsao
produzida com glicerol bruto apresentou um aumento linear no tamanho do didmetro

médio das micelas ao fim do periodo de um més de produgdo (ADm= 45,96 nm), as
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emulsdoes contendo biossurfactante de CCJ e Padrdo apresentaram resultados
inesperados para ADm (-30,7 e -36,37 nm, respectivamente). Dessa forma, este
experimento devera ser repetido, pois a diminui¢do do Dm nesse caso ndo ¢ um
indicador de ganho de estabilidade, mas sim resultado de algum possivel erro
experimental ou de fatores externos, que podem ter influenciado no resultado dessa
analise.

Em virtude desse resultado, o didmetro médio de micelas foi avaliado até o tempo
de 3 semanas de producdo das emulsdes. Assim, para a emulsdo contendo
biossurfactante de CCJ, observou-se 0o maior ADm dentro deste intervalo (83,40 nm),
indicando que esta emulsdo se mantém estavel por menos tempo do que as demais.
Pode-se observar também que, para a emulsdo Padrdo, em geral, todos os tempos
apresentaram um desvio padrao relativamente alto, o que pode indicar que esta emulsdo
apresenta um elevado indice de polidispersao entre os diametros das micelas ou que
estes resultados também deverao ser repetidos.

Para a emulsdo contendo biossurfactante de Glicerol, observou-se que, apesar de
esta apresentar o maior didmetro médio das primeiras 24h, ela apresentou o menor ADm
no tempo de 1 semana de producdo (5,2 nm), enquanto a emulsdo Padrio e a produzida
com biossurfactante de CCJ obtiveram ADm bem maiores neste mesmo periodo de
tempo (26,31 e 35,48 nm, respectivamente). Isto indica que esta emulsdo se manteve
mais estavel do que as outras por um periodo de uma semana de armazenamento.

Normalmente, com o decorrer do tempo, ocorre a separagdo das fases
constituintes de uma emulsdo (perda da estabilidade). Porém, algumas emulsdes
permanecem estaveis por longos periodos de tempo, por estas possuirem componentes
mais resistentes aos processos de quebra de emulsdo (KLINK et al, 2010; SCHRAMM,
2006).

Os resultados dos diametros médios das micelas apresentados na Tabela 22 estao
condizentes com as andlises visuais das emulsdes, ilustradas na Tabela 23, onde se pode
observar que, nas primeiras 24h de producdo, as 3 emulsdes se encontram estaveis.
Porém, apds uma semana de producdo, a emulsdo contendo biossurfactante de CCJ ja
apresentou quebra de fases, fato que ocorreu com a emulsao formada a partir do glicerol
bruto apenas apos 3 semanas de produgdo da emulsdo, indicando que esta emulsdo se
apresenta estavel por um maior periodo de tempo do que a primeira. A emulsdo Padrao,
todavia, ndo apresentou quebra de fases ainda dentro deste periodo, sendo considerada,

portanto, a mais estavel entre as 3.
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Tabela 23. Fotografia das 3 emulsdes estudadas nos tempos de 24h, 1 semana e 3 semanas.
Tempo Cupuacu | Glicerol | Padrao

24 horas

1 semana

3 semanas

Ferreira et al. (2017), ao produzirem emulsdes cosméticas O/A com o
biossurfactante produzido a partir de L. paracasei em IKA T25 digital Ultra-Turrax®
(18.000 rpm) por 2 min, encontraram didmetro médio de micelas de 199 nm apo6s uma
semana de producdo, valor semelhante ao do biossurfactante produzido a partir de
glicerol bruto, neste trabalho (209,88 nm). Os autores também utilizaram Zetasizer
Nano-ZS (Malvern Instruments) a temperatura ambiente (~25°C) para a realizagdo das
medicoes.

Dentre os dois biossurfactantes analisados, portanto, o produzido a partir do
glicerol bruto apresentou melhor capacidade para estabilizar emulsdes do que o
produzido a partir de CCJ, embora os dois apresentem potencial para serem aplicados na

industria cosmética. Para tal, novos testes de estabilidade devem ser realizados.
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4. CONCLUSOES

v" De acordo com os resultados obtidos, conclui-se que, tanto o glicerol bruto,
proveniente da produ¢do do biodiesel, quanto o suco de cupuagu clarificado, sdo
matérias-primas adequadas para a produgdo de biossurfactante a partir da levedura Y.

lipolytica IMUFRJ 50682;

v' Os biossurfactantes produzidos apresentam agucares e proteinas em sua

composi¢ao;

v" O biossurfactante produzido a partir de glicerol bruto proporcionou uma maior
diminui¢do na tensdo superficial (22 mN/m) e um maior indice de emulsificagdo
(70,22%) do que o produzido a partir de CCJ, além de ter apresentado uma menor CMC
(1,77 g.L"). Esses resultados mostram que o biossurfactante produzido a partir do
glicerol bruto apresentou melhores propriedades surfactantes do que o produzido

utilizando CClJ.

v' Através dos planejamentos de experimento, foi possivel obter algumas emulsdes
que se mantiveram estaveis apdés uma semana de producdo, dentre as quais, a mais
estavel foi a emulsdao 9 (Dm = 114,54 nm), que foi considerada a formulagdo 6tima para

a producao das emulsdes.

v' Através da andlise de estabilidade de emulsdo por didmetro médio de micela por
4 semanas de armazenamento, observou-se que a emulsdo produzida com
biossurfactante a cuja matéria-prima foi CCJ perdeu a estabilidade mais rapidamente do
que as demais. A emulsdo Padrdo foi avaliada como a emulsdo mais estavel das 3,
enquanto a emulsdo produzida a partir do biossurfactante proveniente do glicerol bruto

apresentou estabilidade intermediéria entre as duas primeiras.

A partir dos resultados obtidos, foi possivel realizar a produgdo e a caracterizagao
parcial de biossurfactantes por Y. lipolytica utilizando matérias-primas de origem
renovavel. O biossurfactante produzido a partir de glicerol bruto apresentou boas
propriedades surfactantes, o que o identifica como um possivel composto tensoativo
natural para ser aplicado futuramente em emulsdes cosméticas, porém, para que isso

seja possivel, novos estudos de caracterizagdo deverao ser realizados.
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Os estudos de estabilidade de emulsdo com os biossurfactantes produzidos podem
ser analisados como o primeiro passo para a inser¢cdo dos mesmos em aplicacdes
cosméticas, pois mostraram que ambos apresentam potencial para serem aplicados
como agentes estabilizadores de emulsdes, embora novos estudos de estabilizacdo de

emulsOes necessitem ser realizados.
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5.

SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

\

Realizar uma caracterizagao da polpa de cupuacu utilizada;

Realizar novos estudos de caracterizagdo para os biossurfactantes produzidos,
como o potencial zeta, o angulo de contato e o balango HBL;

Analisar a quantidade de lipideos dos biossurfactantes;

Investigar os grupos funcionais presentes nos biossurfactantes, bem como suas
estruturas moleculares através de analises em FT-IR e RMN;

Encontrar a CMC por meio da tensdo superficial e comparar os resultados com
os obtidos pela titulagdo turbidimétrica;

Estudar a reologia dos biossurfactantes;

Realizar um experimento em um biorreator, com a finalidade de aumentar a
escala de produgao;

Produzir as emulsdes por meio de Turbiscan;

Realizar um estudo de estabilidade de emulsdes por andlise digital de imagem e
por potencial Zeta;

Avaliar o potencial de aplicagao dos biossurfactantes na industria de cosméticos;
Avaliar a viabilidade econdmica dos biossurfactantes produzidos;

Como melhorar a performance dos biossurfactantes na estabilizagdo de

emulsoes.
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