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RESUMO

A busca por compostos naturais que possam substituir com eficiéncia
compostos sintéticos em processos quimicos tem sido alvo de varias pesquisas. Neste
sentido, trabalhos vém sendo desenvolvidos na busca por biossurfactantes que
possam substituir os atuais surfactantes sintéticos ou alguns grupos destes. No
entanto, também sao verificadas limitacbes, bem como desafios em relagdo a
aplicagao de biossurfactantes em substituicdo a surfactantes sintéticos. Desta forma,
no presente trabalho, foi realizada a avaliagdo da produgdo de compostos com
potencial para atuar como biossurfactantes por fungos obtidos a partir de caules e
folhas de mandioca (12 fungos no total). A analise preliminar a partir de cada fungo,
individualmente, mostrou uma maior produgédo destes compostos pelos fungos FO1
(Cladosporium  xanthochromaticum) e CA10 (Vouchered  mycorrhizae).
Posteriormente, foi realizado o crescimento de todos os fungos em meio de cultura
liquido especifico, visando intensificar a produgdo de biossurfactantes, sendo
verificado que o fungo que secretou uma maior concentracdo de compostos com
propriedades semelhantes as de biossurfactantes, foi o fungo CA10. Verificada a
maior eficiéncia de produgéo por este fungo, o mesmo foi submetido ao crescimento
em meio de cultura liquido especifico variando-se o tempo, temperatura e pH, visando
o0 aumento da produgdo de biossurfactantes. A analise dos resultados referentes a
reducéo da tensao superficial mostrou que a condigéo ideal de crescimento do fungo
foi a utilizagdo de uma temperatura de 30°C, pH 8 e, tempo de 15 dias. Apds a
determinacdo da melhor condicdo de crescimento do fungo para produgédo de
compostos com potencial para atuar como biossurfactantes, foi realizado um novo
crescimento nesta condi¢do, bem como, uma pré-purificagdo do produto desejado.
Em uma das fragdes obtida foi observado a presenca de compostos glicosilados, bem
como propriedade biossurfactante. Essa fragdo levou a uma reducdo da tenséo
superficial de 62,42 %, quando comparado ao padréo.

Palavras-chave: Mandioca. Fungos endofiticos. Biossurfactantes. Tens&o superficial.

indice de emulsificacdo. Aplicagdo Industrial.



ABSTRACT

The search for natural compounds that can efficiently replace synthetic
compounds in chemical processes has been the subject of several researches. In this
sense, works have been developed in the search for biosurfactants that can replace
the current synthetic surfactants or some groups of these. However, there are also
limitations, as well as challenges due to the application of biosurfactants to replace
synthetic surfactants. Thus, in the present work, the evaluation of the production of
compounds with the potential to act as biosurfactants by fungi obtained from cassava
stems and leaves (12 fungi in total) was carried out. The preliminary analysis from each
fungus, individually, showed a higher production of these compounds by the fungi FO1
(Cladosporium  xanthochromaticum) and CA10 (Vouchered mycorrhizae).
Subsequently, the growth of all fungi in a specific liquid culture medium was carried
out in order to intensify the production of biosurfactants, it was verified that the fungus
that secreted a greater concentration of compounds with properties similar to those of
biosurfactants was the CA10 fungus. After verifying the highest production efficiency
by this fungus, it was submitted to growth in a specific liquid culture medium, varying
the time, temperature and pH, aiming at increasing the production of biosurfactants.
The analysis of the results referring to the reduction of surface tension showed that the
ideal condition for the growth of the fungus was a temperature of 30°C, pH 8, and time
of 15 days. After determining the best fungus growth condition to produce compounds
with the potential to act as biosurfactants, a new growth was carried out in this
condition, as well as a pre-purification of the desired product. In one of the fractions
obtained the presence of glycosylated compounds was observed, as well as
biosurfactant property. This fraction led to a surface tension reduction of 62.42% when
compared to the standard.

Keywords: Cassava. Endophytic fungi. Biosurfactants. Superficial tension.
Emulsification index. Industrial application.
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1 INTRODUGAO

Os surfactantes sintéticos s&o utilizados em quase todos os segmentos da
industria. O amplo uso destas estruturas é produto da ampla versatilidade dos
mesmos, pois sdo produtos que transitam de forma harménica desde detergentes
usados para limpeza domiciliar ou industrial, passando por formula¢dées de cuidados
pessoais, uniformizando formula¢gdes em aplicagées agricolas, até aplicagbes em
campos de petroleo para extragao, entre outros, (BHALERAO et al., 2019; ROSEN;
DAHANAYAKE, 2000, p.105, 131; DALTIN, 2011, p.305).

No entanto, os impactos ambientais relacionados ao uso dos mesmos vém
despertando a atencgéo devido a toxicidade e baixa biodegradabilidade, que acabam
levando a severos problemas ambientais (JOHNSON et al., 2021, VIEIRA et al., 2021;
ADU et al., 2020).

Assim, pesquisas vém sendo desenvolvidas na busca por substitutos
sustentaveis, sendo os biossurfactantes, uma alternativa promissora aos surfactantes
sintéticos. Esta caracteristica se deve ao fato destes compostos serem,
principalmente, biodegradaveis, por apresentarem menor toxicidade e, pelo fato de
serem produtos mais estaveis em condi¢cdes extremas de temperatura, salinidade e
pH, quando comparados com seus equivalentes sintéticos (ADU et al.,, 2020;
FERNANDES et al., 2020; JAHAN et al., 2020; MENESES et al., 2017).

Destaca-se também a importadncia do desenvolvimento de estudos neste
segmento devido ao aumento do consumo de surfactantes mundialmente. Dados de
mercado mostram que os biossurfactantes vém se tornando produtos quimicos
especiais para diferentes aplicagdes industriais, esperando-se um faturamento de
US$ 3.408,7 milhdes até 2028 (GREYVIEWS, 2022). Desta forma, industrias de
ambito global vém investindo neste mercado, focado principalmente em glicolipidios,
lipopeptidios, lipoproteinas, fosfolipidios e acidos graxos, entre outros (AHUJA,
BAYAS, 2022).

No entanto, algumas limitagbes e desafios relacionados a aplicagcdo e a
producdo destes materiais em substituicio aos surfactantes sintéticos sao
observadas, tais como o atendimento as propriedades fisico-quimicas e o rendimento
da produgéo, o alto custo da matéria prima e do processo de producédo, bem como, o
desafio econdmico referente a comercializacdo (ONWOSI et al., 2021).
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Somam-se a estas limitagbes, a busca pela expansdo e diversificacdo de
produtos a serem ofertados no mercado, seja por meio de diferentes fontes de
microrganismos, como a proposta deste trabalho, ou pela implementacédo de
melhorias no processo produtivo, assim como o ganho de escala, estimulando a
pesquisa continua por novas fontes biossurfactantes (JOHNSON et al., 2021;
ONWOSI et al., 2021).

Assim, em face ao enorme potencial de diferentes possibilidades de aplicagdes
industriais dos biossurfactantes e levando-se em consideracdo que os bioprodutos
mais utilizados neste campo sao oriundos de Pseudomonas e Bacillus (NAUGHTON
et al., 2019), verifica-se a importancia do desenvolvimento do presente estudo que
tem como objetivo, a avaliagdo da produgédo de compostos que apresentem potencial
para aplicagdo como biossurfactantes, por meio de fungos associados a caules e
folnas de mandioca, visando a introdugdo de novos microrganismos com potencial

para producdo destes compostos.



16

2 OBJETIVOS

Levando-se em consideragdo a aplicagdo de microrganismos na obtengao de
diversos bioprodutos como por exemplo, os biossurfactantes, o presente trabalho
apresenta os objetivos geral e especificos descritos nos itens 2.1 e 2.2.

2.1 OBJETIVO GERAL

O presente trabalho teve como objetivo, avaliar a produgdo de compostos
biossurfactantes por fungos endofiticos presentes em caules e folhas de mandioca,
avaliando-se as condi¢des de fermentagéo, objetivando a otimizagéo da producao de
biossurfactantes por meio do fungo que apresentar maior produtividade, verificada por
caracterizagao de propriedades fisico-quimicas.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Levando-se em consideragao o objetivo geral do trabalho, destacam-se como
objetivos especificos:

e Avaliar a producado de compostos que possam atuar como biossurfactantes
a partir de fungos associados a caules e folhas de mandioca;

e Avaliar o processo fermentativo do fungo que apresentar maior producao
de biossurfactantes, variando-se o tempo, temperatura e pH, visando o
aumento de produtividade destes compostos;

e Realizar a pré-purificagdo dos produtos obtidos via extragao liquido-liquido;

e Caracterizar todos os produtos obtidos via determinacdo da tensao

superficial, indice de emulsificagédo e, angulo de contato.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

Nesta secdo sdo apresentados os principais conceitos, necessarios para o
desenvolvimento do presente estudo que visou a verificagado do potencial de produgao
de biossurfactantes por fungos associados a caules e folhas de mandioca.

3.1 SURFACTANTES

Os surfactantes (Figura 1), conhecidos como substancias anfifilicas ou
“tensoativas”, sdo compostos por uma parte polar e outra apolar. Os mesmos
apresentam duas raizes gregas que apresentam como etimologia da palavra uma
combinacao entre o inglés, o grego e o latim (Tabela 1) (SARUBBO et al., 2022;
JESUS et al., 2021; DAVE; JOSHI, 2017; DALTIN, 2011, p.11). Estes compostos tém
como origem o nome “surface-active agent” e sdo muito empregados em diversos
setores da industria devido as suas caracteristicas estruturais (ASLAM et al., 2021;
DAVE; JOSHI, 2017).

Figura 1 — Exemplo de estrutura genérica de molécula surfactante

Parte hidrofilica

Parte hidrofobica

Fonte: Autora

Tabela 1 — Etimologia da palavra surfactante

Inglés Grego Latim
0]] Lipo- Oleo-
Water Hydro- Aqua-
Solvent Lyo- Silvo-
Both Amphi-
Affinity Philic
Lacking of affinity Phobic

Fonte: Autora “adaptado de” Dave; Joshi, 2017.
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Os surfactantes apresentam duas propriedades funcionais, a reducao da
tens&o superficial e interfacial e, formacao de micelas (Figura 2). A primeira ocorre em
decorréncia da atividade em superficie, da adsor¢cao nas interfaces e agregac&o no
solvente o qual ele esta dissolvido (VARJANI; UPASANI, 2017; ROSEN; KUNJAPPU,
2012, p.1, 2; DALTIN, 2011, p.11). Este fendbmeno leva a mudangas nas propriedades
interfaciais e nas propriedades da fase solvente, em concentragdes muito baixas, eles
adsorvem preferencialmente na interface ar/solucdo para evitar a interacao
energeticamente desfavoravel entre sua parte apolar com o dipolo de agua, de tal
forma que os grupos de cabegas polares sao solvatados pelo dipolo-induzido dipolo
(para tensoativos n&o idbnicos) ou por interagao ion-dipolo (para tensoativos iGnicos) e

pertencendo a sua parte apolar a fase ar.

Figura 2 - Reducgao tensao superficial versus a formagao de micelas
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Fonte: Autora “adaptado de” Santos et al., 2016

Nesta situacdo, podemos supor que os surfactantes povoam a interface
ar/solugdo como um todo (CHAKRABORTY et al., 2010; ROSEN; KUNJAPPU, 2012,
p. 40), em outras palavras a tens&do superficial deve cair a medida em que ha o
aumento da concentracdo de tensoativo ocupando a superficie entre o liquido e o ar
(o qual também esta ocupando a superficie liquido—solido ao mesmo tempo, ja que
nao ha superficie liquido—liquido disponivel). Enquanto houver espaco na superficie
liquido—ar, o aumento da concentracdo de tensoativo proporciona maior
preenchimento desta superficie, continuando a diminuir a tensao superficial da
solugéo (DALTIN, 2012, p.24).
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Com relacdo a formacado de micelas, a mesma ocorre quando a interface
ar/liquido esta completamente saturada com os tensoativos monoméricos. Esta
condicdo leva a formacdo de uma fase separada compreendendo as estruturas
anfifilicas auto agregadas. Os grupos caudais sao dispostos dentro de uma concha
hidrofilica fornecida pelos grupos polares, e a espécie formada € chamada de micela
(Figura 3). Para cada surfactante ha uma concentragdo micelar critica (concentragcao
minima que deve fazer com que todas as superficies estejam ocupadas e, entéo, leve
a redugao da tensdo superficial da interface). Sendo assim, a quantidade de
surfactante que excede a esta ocupacéao é a concentragdo minima necessaria para a
formac&o das micelas (SARUBBO et al., 2022; ROSEN; KUNJAPPU, 2012, p. 123;
DALTIN, 2011, p.158).

Figura 3 - llustracdo de um surfactante i6nico e formag&o de micela
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Fonte: Autora “adaptado de” Santos et al., 2016

Em surfactantes, a parte polar da estrutura se mostra soluvel em agua e é
caracterizada pela presenga de atomos como O, S, P ou N, presentes em grupos
funcionais de estruturas tais como alcool, tiol, éter, éster, acido, sulfato, sulfonato,
fosfato, amina, amida etc. Proporcionalmente, quanto mais cargas houver, mais
soluvel em agua é o surfactante (DALTIN, 2011, p.12). Esses grupos apresentam
concentragédo de carga, caracterizado por um polo positivo ou negativo (SALAGER,
2002, p.3). A parte apolar do surfactante possui baixa solubilidade em agua e é
identificada na estrutura da molécula de surfactante pela cadeia carbbnica, podendo
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ser do tipo alquil, ramificada ou ciclica (SARUBBO et al., 2022; DALTIN, 2011, p.12;
SALAGER, 2002, p.3).

Um surfactante €, portanto, uma substancia de alta eficiéncia que, deve atuar
por meio de baixas concentragcdes, adsorvendo-se nas interfaces ou superficies
(sentido quimico e ndo geométrico) de sistemas, que sdo as regides de fronteiras entre
duas fases imisciveis (SARUBBO et al., 2022; SHIRI et al., 2019; HIEMENZ et al.,
1997; ROSEN, KUNJAPPU, 2012, p.237).

3.1.1 Obtencao e classificagao dos surfactantes

Devido a grande aplicabilidade, a industria de surfactantes vem crescendo de
forma rapida, principalmente apds a Segunda Guerra Mundial, quando os primeiros
ingredientes foram obtidos por meio da sulfonagao de alcoois de cadeias curtas como
propilico ou butilico entre os anos 1920 e 1930, nos EUA. Antes deste marco, as
aplicagées como produtos de limpeza costumavam utilizar sabdes obtidos através de
gorduras vegetais (acidos graxos de sebo ou coco) ou animais (BHALERAO et al,
2019; MYERS, 2005, p.7).

Atualmente, os surfactantes sdo obtidos a partir de fontes de produtos
petroquimicos ou a partir de gorduras vegetais e animais, plantas e microrganismos
(MARKANDE; PATEL; VARJANI, 2021; AKIBARI et al., 2018, BUSHNELL; HAAS,
1940). Destes, quando obtidos a partir de fontes naturais renovaveis como gorduras,
lignina, agucares, dentre outros, sdo considerados “verdes” (ROSEN; KUNJAPPU,
2012, p.32). No entanto, estudos mostram que boa parte do mercado de producéo de
surfactantes depende de produtos de origem petroquimica (AKIBARI et al, 2018).

Neste contexto, varios sao os surfactantes disponiveis no mercado e aplicados
em diferentes setores conforme pode ser evidenciado na tabela 2.

Os surfactantes se distinguem conforme a polaridade de suas moléculas em
ibnicos e nao ibnicos. Os ibnicos s&o divididos em anibnicos (carregados
negativamente em sua porgéo hidrofilica), catidbnicos (carregados positivamente em
sua porcao hidrofilica) e, anfotéricos ou zwitteribnicos (apresentam duas cargas
distintas e opostas em locais adjacentes ou ndo adjacentes). Destes, os anféteros se
comportam como surfactantes catibnicos ou anidénicos em funcido da protonacao, de
acordo com o pH do meio, podendo ser acido ou alcalino (SARUBBO et al., 2022;
DAVE et al., 2017; ROSEN; KUNJAPPU, 2012, p.30; DALTIN, 2011, p.79). No entanto
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os surfactantes caracterizados como nao iénicos, ndo apresentam carga verdadeira
na parte hidrofilica da molécula, possuindo uma densidade de cargas ou dipolos, que
tem origem em grupos altamente polares (Figura 4) (KALAM et al., 2021; ROSEN,;
KUNJAPPU, 2012, p.23; DALTIN, 2011, p.67).

Tabela 2 - Exemplos de surfactantes industriais

Estrutura quimica Nome
Brometo de (E)-decil-4-[(2-hidroxietilamino) metil] -N, N-

N/
R
S dimetil benzenaminio
AN o
Brometo de (E)-dodecil-4-[(2-hidro-xietilamino) metil] -N,

N/
< %/N\Q\/
A, N-dimetilbenzenaminio

2 Brometo de N, N-bis(2-hidroxietil) -N-octilbenzo[d]tiazol-2-
NN o amonio
o, gﬁ

”02 Brometo de N, N bis(2-hidroxietil) -N-decilbenzo[d]tiazol-

. 2-amonio
@i/ gﬁ -

Fo Brometo de 1-dodecil-3-(hidroximetil)piridin-1-io

/
i CTAB

Lauril sulfato de sédio

|~ | Brometo de cetriménio

Fonte: Autora “adaptado de” Aslam et al., 2021, Fatma et al., 2021.
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Figura 4 — Representagao de um surfactante por categoria
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Fonte: Autora “adaptado de” Kalam et al., 2021

A polaridade dos surfactantes € levada em consideragcdo quando se define o
tipo de aplicagdo. Assim, normalmente, surfactantes aniénicos como, por exemplo, o
dodecil sulfato de sodio (SDS) e o linear alquilbenzeno sulfonato de sédio (LAS)
(Figura 5), que apresentam carater anionico, sdo muito utilizados na producgéo de
produtos de limpeza, desde detergentes usados na limpeza de tecidos, roupas, bem
como para limpeza em geral, na industria de cosméticos, farmacéutica e, remediagéo
de solos contaminados com hidrocarbonetos (KALAM, 2021; SIMMS et al, 2020;
DAVE; JOSHI, 2017).

Figura 5 — Estruturas quimicas: (A) SDS e (B) LAS
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Fonte: Autora “adaptado de” Kalam, 2021; Simms et al, 2020
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Ja, os surfactantes catidnicos, que apresentam nitrogénio em sua estrutura
(Figura 6), como por exemplo os haletos de amdnio quaternario (MYERS, 2005, p.31,
97), sao mais utilizados na producdo de agentes condicionantes, amaciantes de
tecidos e, algumas vezes, na formulagao de tipos especificos de agentes de limpeza.
Os surfactantes catibnicos apresentam menor capacidade de limpeza e melhores
propriedades condicionantes e biocidas (FALK et al., 2019), além de apresentarem
propriedades bactericidas. O fator dominante de eficiéncia destas estruturas
surfactantes esta relacionada ao tamanho do grupo alquil e adsor¢ao ao grupo de
amonio quaternario (MYERS, 2005, p.67).

Figura 6 - Estrutura quimica de produtos Quaternarios de amaonio

Fonte: Autora “adaptado de” Falk et al., 2019; Dave et al., 2017.

Com relagdo aos surfactantes anfoteros, como por exemplo, o alquil
amidopropil betaina (Figura 7), que possui carga que muda em funcdo do pH, eles
s&o utilizados em varias aplicagdes em fungcado do ambiente (FALK et al, 2019).

Figura 7 — Estrutura quimica Alquil Amidopropil Betaina
H
N\,
\/\/\/\/\/\[( \/\/

Fonte: Autora “adaptado de” Falk et al., 2019.
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Com relagéo aos surfactantes nao-idnicos (Figura 8), os mesmos apresentam
maior aplicabilidade como emulsificantes, agentes umectantes, agentes dispersantes,
sendo compativeis com a todos os demais tipos de surfactantes bem como agentes
estabilizantes de espuma (ROSEN; KUNJAPPU, 2012, p.23; IVANKOVIC;
HRENOVIC, 2010). Assim, esses compostos sdo muito aplicados em conjunto com
os surfactantes ibnicos visando um maior poder de limpeza bem como a resisténcia
frente a dureza da agua (DALTIN, 2011, p.67).

Figura 8 — Estrutura quimica de uma molécula de surfactante n&o ibnico

O\/\ OH
O
p

Fonte: Autora “adaptado de” Ivankovi¢; Hrenovi¢, 2010

Porém, ao avaliar-se os produtos de carater surfactante disponiveis em
mercado, é possivel identificar que, em grande maioria, estes s&o produtos similares
oriundos de fornecedores diferentes. Assim, dentre tantas opgdes, as vezes pode ser
dificil escolher o melhor ou a melhor estrutura a ser utilizada em uma aplicagao
especifica ou ndo (ROSEN; DAHANAYAKE, 2000, p.1-3).

3.1.2 Impacto ambiental do uso de surfactantes

Com o uso global de surfactantes sintéticos sendo superior a 15 milhdes de
toneladas por ano, é estimado que cerca de 60% desse volume acaba sendo
descartado no ambiente aquatico (JOHNSON et al., 2021; PRADHAN;
BHATTACHARYYA, 2017). Neste contexto, é importante salientar os altos niveis de
toxicidade devido a baixa biodegradabilidade dos surfactantes, que leva a destruigédo
de populagdes microbianas aquaticas até danos a peixes e outras formas de vida
aquatica.

Também deve ser levado em consideragdo a reducdo da eficiéncia de
conversdo de energia fotoquimica das plantas, além de sérias mudangas dos
processos de tratamento de aguas residuais, o que reforga ainda mais a necessidade

de estudos de alternativas ecologicamente corretas com menores efeitos ambientais
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adversos (BANAT et al., 2021; ONWOSI et al., 2021; JOHNSON et al., 2021; ROSEN;
KUNJAPPU, 2012, p.31).

Dessa forma, diferentes alternativas sustentaveis vém sendo exploradas sendo
uma das possibilidades, a utilizagcdo de biossurfactantes, que apresentam varias
vantagens em relag&o aos sintéticos, desde baixa tensao superficial, baixa toxicidade
e maior biodegradabilidade (ONWOSI et al., 2021; ROSEN; KUNJAPPU, 2012).

Os biossurfactantes se mostram uma forma de reduzir os impactos ambientais.
Esta eficacia comparavel a de surfactantes sintéticos € demonstrada por meio de
ensaios fisico-quimicos de avaliagdo de reducado da tensao superficial, entre outros,
no entanto, como comentado, as limitagcdes e desafios para o uso de biossurfactantes
também s&o discutidos, principalmente devido aos baixos rendimentos de
produtividade e os custos envolvidos.

Embora tenha havido foco na obteng¢do de maiores rendimentos de producéo,
um problema remanescente € a falta de pesquisas sobre o uso de biossurfactantes
para uma gama maior de aplicagdes industriais € que demonstre sua seguranga e
eficacia e, identificar bons candidatos a biossurfactantes para produgdo (JOHNSON
et al., 2021).

3.2 BIOSSURFACTANTES

Ao se abordar o tema biossurfactante, naturalmente o mesmo se conecta ao
tema biotecnologia. Assim, nesta segcdo s&o descritos 0s principais conceitos

referentes a biotecnologia, biossurfactantes e aplicagdo desses compostos.

3.2.1 Biotecnologia

A biotecnologia € uma area muito ampla e aplicada, que visa a utilizagdo de
conhecimentos de diferentes campos que resultam em uma combinagao de ciéncia
com tecnologia. A definigdo mais geral de biotecnologia € o conjunto de atividades
com base em conhecimentos multidisciplinares capazes de utilizar agentes biologicos
como organismos, células e moléculas para o desenvolvimento de produtos ou
solucionar problemas (BRUNO et al., 2014).

A partir desta definicdo € possivel considerar que os seguintes processos
abrangem as principais atividades da biotecnologia:
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e obtencdo ou modificacdo de produtos para utilizagdo na area de saude
humana ou animal;

e melhoramento de plantas e animais ou desenvolvimento de
microrganismos para usos especificos;

e aplicagcédo das potencialidades dos microrganismos, através do cultivo de
células animais ou vegetais ou parte delas na industria, na saude e nos
processos diretamente relacionados ao meio ambiente e ao
desenvolvimento sustentavel;

e modificacdo e desenvolvimento de novos processos industriais (BRUNO et
al., 2014).

A partir dessas consideragdes, é possivel concluir que a biotecnologia esta
fortemente conectada com a inovagdo podendo ser descrita como “a ciéncia do
futuro”. Assumindo um papel fundamental no desenvolvimento de processos
sustentaveis, pois utiliza agentes biolégicos (microrganismos e metabdlitos) para a
obtencdo de produtos, proporcionando uma redugao de atividades classicas de
carater poluidor.

Neste contexto, a biotecnologia vem sendo amplamente utilizada em diversos
setores produtivos como agricultura, industria farmacéutica, quimica, petroquimica,
alimenticia, de energia e meio ambiente (GUO et al., 2010; BOREM et al, 2005) sendo,
a obtencdo de biossurfactantes, imprescindivel no contexto de sustentabilidade e
produtividade.

Apesar das diversas perspectivas e possibilidades, a biotecnologia gera de
forma continua impactos significativos na vida cotidiana de todos, mesmo de forma
discreta (BRUNO et al., 2014).

3.2.2 Biossurfactantes

Os biossurfactantes sdo compostos que apresentam massa molar média entre
500 Da e 1500 Da, produzidos naturalmente pelos microrganismos presentes na
natureza e, com o avango da biotecnologia, passaram a ser estudados e explorados
em produgdes industriais para uma ampla gama de aplicagdes (SARUBBO et al.,
2022).
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Os mesmos sao compostos surfactantes anfifilicos de natureza neutra (ISMAIL
et al., 2022; INES et al., 2015), aniénica, catidnica e sdo caracterizados por meio de
sua massa molar, origem biolégica ou modo de agcdo (DRAKONTIS et al., 2020;
UZOIGWE et al., 2015). Destes compostos, os catidnicos sdo mais comumente
produzidos (MARKANDE; PATEL; VARJANI, 2021; DRAKONTIS et al., 2020).

A porc¢ao hidrofobica de um biossurfactante apresenta acidos graxos de cadeia
longa linear, ramificada, saturada ou insaturada e sua porc¢ao hidrofilica pode ser
composta de um peptideo ciclico, aminoacido, acido fosfato carboxilico, alcool
(DRAKONTIS et al., 2020; SPINA et al.,, 2018; SANTOS et al.,, 2016) ou, ainda,
monossacarideo, dissacarideo ou polissacarideo (DRAKONTIS et al., 2020).

Dentre os biossurfactantes, destaca-se uma classe especial, os denominados
bioemulsificantes, que apresentam composi¢cdo quimica diferente de um
biossurfactante. Salienta-se que, os biossurfactantes, normalmente quando
apresentam elevada massa molar, sdo chamados de bioemulsificantes e sao
eficientes em estabilizar sistemas 6leo-agua, promovendo eficiente emulsdo entre
liquidos imisciveis (DRAKONTIS et al., 2020; SANTOS et al., 2016). Um exemplo de
vantagem desta caracteristica, estda em apresentar agao efetiva na despoluicdo de
ambientes contaminados por 6leo, pelo aumento da disperséo neste meio (UZOIGWE
et al., 2015).

Ja quando apresentam baixa massa molar sdo mais efetivos em reduzir a
tens&o superficial ar-agua e em reduzir a tensdo interfacial 6leo-agua (DRAKONTIS
et al., 2020; UZOIGWE et al., 2015). Um exemplo de biossurfactante de baixa massa
molar s&o os glicolipidios, considerados os mais populares dos biossurfactantes (INES
et al., 2015, DRAKONTIS et al., 2020).

Os biossurfactantes sdo obtidos, principalmente, a partir de microrganismos
como bactérias, fungos e leveduras que secretam metabdlitos secundarios de forma
extracelular ou aderem as superficies celulares (SHARMA et al., 2021) sendo que, a
realizacdo de modificagbes genéticas, cepas mutantes ou recombinantes com
rendimentos de producdo aprimorados tem se mostrado favoravel ao aumento da
produtividade desses compostos (MARKANDE; PATEL; VARJANI, 2021; ALMEIDA et
al., 2016).

A composi¢cdo, a concentracdo e as caracteristicas dos biossurfactantes
obtidos a partir de microrganismos podem ser influenciadas através da modificagéo
das fontes de carbono e nitrogénio utilizadas durante o processo de fermentacéo,
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assim como pela presenca de elementos inorgénicos tais como fosforo, ferro,
manganés e magnésio no meio de produgao. Além disso, outros fatores do processo
produtivo como pH, temperatura, agitagdo e tempo s&o relevantes para obtengdo em
quantidade e qualidade do biossurfactante a ser produzido (JIMOH; LIN, 2019;
CASTIGLIONI et al., 2009).

Os biossurfactantes, em geral, apresentam atividade em superficie, mas podem
nao diminuir essencialmente a tensao superficial. No entanto, fornecem muitas vezes
emulsdes em sistemas liquidos agua-6leo (JIMOH; LIN, 2019; CASTIGLIONI et al.,
2009).

Esses compostos exibem também as mesmas funcionalidades dos seus
analogos sintéticos, ao mesmo tempo em que possuem a capacidade de sinergia junto
a outras moléculas (JIMOH; LIN, 2019; AKBARI et al., 2018). Isso reforca a
possibilidade de se atingir diferentes mercados por meio de formulagdes inovadoras
dependendo das caracteristicas do produto obtido.

Assim, o interesse por essas substancias se demonstra devido as vantagens
como diversidade estrutural, baixa toxicidade, versatilidade em ampla faixa de pH,
temperatura e salinidade, seletividade, menor CMC, maior biodegradabilidade e,
producdo envolvendo fontes renovaveis como, por exemplo, residuos industriais
(ONWOSI et al., 2021; AKIBARI et al., 2018; SANTOS et al., 2016).

Os biossurfactantes ocorrem naturalmente na natureza, sendo a histéria e o
momento de caracterizagdo sobre eles um tanto fragmentada. Neste contexto, os
mesmos s&o objeto de estudo e discusséo desde o final dos anos 1800 e inicio dos
anos 1900 (BUSHNELL et al., 1940), sendo registradas mais de 850 patentes de
compostos com potencial para atuar como biossurfactante (MARKANDE; PATEL,
VARJANI, 2021).

Estes estudos fazem com que o mercado global de biossurfactantes (Figura 9)
testemunhe um aumento de seu valor de US$ 1,7 bilhdo em 2011 para US$ 3,99
bilhes em 2016, bem como uma projecdo de atingir-se US$ 5,52 bilhdes em
comercializagao destes produtos em 2022 conforme descrito por Ingsel et al. (2022).
Esse aumento se mostra mais efetivo pelas empresas lideres na produgdo de
biossurfactantes como Jeneil Biotech (EUA), Ecover (Bélgica), Evonik (Alemanha),
entre outras (INGSEL et al., 2022).
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Figura 9 — Mercado global de biossurfactantes (projecao 2015-2026)
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Fonte: Autora “adaptado de” Onwaosi et al., 2021.

3.2.3 Producgao de Biossurfactantes

As principais técnicas biotecnolédgicas descritas na literatura para a produgao
de metabdlitos microbianos, dentre eles os biossurfactantes, consistem na
fermentagcdo submersa e na fermentagcdo no estado sélido. Estas duas formas de
producéo se distinguem principalmente pela quantidade de agua presente no meio de
cultivo. Na fermentagcdo submersa a agua € o solvente e os substratos estédo
dissolvidos neste meio, enquanto na fermentacdo no estado solido, utiliza-se
substratos solidos e a agua esta em concentragdes que podem variar de 30% a 70%.
Nos dois processos, o controle de parametros fisicos e quimicos sdo fundamentais
para o aumento da produtividade sendo, neste contexto, a aplicagdo de planejamentos
importante para a otimizacdo do processo e avaliagdo das condi¢cdes ideais de
producdo e interagdes entre as variaveis (SARUBBO et al.,, 2022; VARJANI;
UPASANI, 2017; MITCHELL et al., 2006).

Este estudo € importante uma vez que, como em todos 0s processos
fermentativos, o crescimento celular esta diretamente relacionado aos fatores de
cultivo, ou seja, a produgao e composigao dos biossurfactantes pode variar de acordo
com o tempo de fermentagéo, temperatura, pH, concentracdo de oxigénio dissolvido
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e grau de aeragado (SARUBBO et al., 2022; VARJANI; UPASANI, 2017; CHEN et al.,
2015; MULLIGAN et al., 2014).

Vale destacar que estudos vém sendo desenvolvidos, principalmente por
empresas que estdo neste mercado ou entrando no mesmo, sobre a produgdo em
larga escala de biossurfactantes, mostrando que os custos com matérias-primas e,
principalmente a etapa de purificagdo, sdo os principais obstaculos para o aumento
da producédo destes materiais através da fermentagao microbiana (DRAKONTIS et al.,
2020).

3.2.4 Principais fontes de biossurfactantes

Os biossurfactantes sao obtidos, principalmente, a partir de varios tipos de
microrganismos capazes de produzir diferentes estruturas que, assim como na
quimica, devem ser estudadas e testadas tanto no aspecto de eficacia em
formulacdes, bem como em produtividade (DRAKONTIS et al., 2020; NAUGHTON et al.,
2019; ACCORSINI et al., 2012).

Eles sdo produzidos na natureza, por microrganismos como bactérias
(Actinobacteria, Pseudomonas, Bacillus, Pseudoalteromonas, Rhodococcus, entre
outras), leveduras e fungos (Candida lipolytica, Candida bombicola, Candida batistae,
Aspergillus ustus, Trichosporon ashii, entre outros), submetidos ao crescimento em
diferentes meios de cultura, e é visto que, microrganismos submetidos ao crescimento
em um substrato imiscivel em agua, como oOleos e gorduras, mostram um maior
acumulo destas substancias (KASHIF et al., 2022; SARUBBO et al., 2022; ONWOSI
et al., 2021; HEALY et al., 1996).

Destes microrganismos, os fungos s&o conhecidos por produzirem
biossurfactantes em maiores concentracbes quando comparadas as bactérias
(ACCORSINI et al., 2012).

Séo verificados atualmente, mais de 2000 diferentes substancias com potencial
para atuarem como biossurfactantes (VIEIRA et al., 2021), devido as suas
propriedades industrialmente valiosas de detergéncia, emulsificacéo, estudos visando
a aplicabilidade em larga escala na area da saude humana e animal, bem como,
relacionados a atividades bioldgicas implicitas, também vem sendo desenvolvidos
(VIEIRA et al., 2021; FRACCHIA et al., 2015). Ainda, sob o contexto microbiologico,

ha um interesse particular sobre os biossurfactantes produzidos por meio de bactérias
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e em relagdo as suas propriedades antibacterianas, antifungicas e antivirais (JIMOH;
LIN, 2019).

Salienta-se ainda a possibilidade de possiveis beneficios terapéuticos e
biomédicos, tais como as aplicagdes de glicolipidios sugeridas por INES et al. (2015),
além de antifungicos e antibactericidas, agentes hemoliticos, antitumorais, disruptores
de formacao de biofilme, entre outros, a depender da aplicacdo e que vao um pouco
além das questbes de baixa toxicidade e biodegradabilidade, oferecidas pela
aplicacdo destes compostos ao invés dos surfactantes sintéticos (AKBARI et al.,
2018).

Salienta-se também que diversos estudos estdo sendo desenvolvidos
modificando-se as condicbes de cultivo visando o aumento de produtividade,
relacionados ao processo de obtencdo e modificagbes genéticas (MARKANDE;
PATEL; VARJANI, 2021; JIMOH; LIN, 2019). Neste sentido, s&o utilizados processos
biotecnoldgicos, bem como técnicas de extracao, precipitagéo e destilagdo, ndo sendo
necessaria a utilizacdo de modificacbes quimicas, o que os caracterizam como
surfactantes de origem natural (ISMAIL et al., 2022).

Técnicas de extracio isoladas ou em combinagdo com varios solventes, sao
aplicadas para extracao e identificacdo da porcao hidrofébica do material produzido
(JIMOH; LIN, 2019). Neste contexto, os solventes, como por exemplo, butanol,
cloroférmio-metanol, clorometano-metanol, hexano-acetato de etila, pentano, acido
aceético, cloroférmio, isopropanol, metanol e éter sdo os mais comumente aplicados
na recuperagao de biossurfactantes (JIMOH; LIN, 2019).

A escolha desses solventes se deve ao fato de as porgdes hidrofébicas dos
biossurfactantes serem soluveis em poucos solventes, o que ajuda na remogéo e
separagao do produto bruto (JIMOH; LIN, 2019). Desta forma, métodos de extracéo
por solvente sdo aplicados para purificar com sucesso diferentes tipos de
biossurfactantes, como soforolipidios, celobiolipidios, raminolipidios, liposan e lipidios
sintetizados por diferentes microrganismos (DRAKONTIS et al., 2020; JIMOH; LIN,
2019).

Salienta-se também, que existem diferentes possibilidades de producdo dos
biossurfactantes a partir de diferentes fontes ou substratos, desde residuos dos mais
variados tipos, tais como Oleos residuais de culturas agricolas, da industria de
processamento de alimentos tais como batatas e mandioca, de processamento de
frutas, café, melaco de cana-de-agucar, processamento de petrdleo, residuo da
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industria de biodiesel, mineracdo, entre outros, o que os tornam ainda mais
promissores (JIMENEZ-PENALVER etal., 2019; ACCORSINI et al.,2012; LIMA et al.,
2016).

3.2.5 Extragao e purificagao de biossurfactantes

Apos a produgdo dos biossurfactantes por fermentagcdo, vem a etapa de
extracdo e purificagdo desses compostos. O melhor método para o processamento
dos biossurfactantes esta diretamente relacionado a natureza do substrato, do tipo de
fermentacdo e das propriedades fisico-quimicas dos compostos produzidos
(SARUBBO et al., 2022; SEN, 2005).

Dentre os diversos métodos de purificacdo de biossurfactantes, é possivel citar
a precipitacéo acida, a recuperagao com solventes organicos (metanol, diclorometano,
cloroférmio, acido acético, éter etilico, acetato de etila, butanol ou uma combinagao
desses solventes), precipitacdo com sulfato de aménio, processos de adsor¢gao em
resinas, cromatografia de troca ibnica, ultrafiltragdo, resinas poliméricas e,
fracionamento de espuma (SARUBBO et al., 2022; KHIRE, 2010; BAKER, 2010)
(Tabela 3).

Dentre as técnicas acima listadas, o processo de extracdo com solvente tem se
mostrado a técnica mais vantajosa devido a maior eficiéncia, menor custo, maior
agilidade e, maior pureza do biossurfactante obtido, porém, destaca-se também a
realizacdo de estudos envolvendo o fracionamento de espuma devido ao fato do
mesmo nao requerer a utilizagcdo de solventes e, desta forma, se mostrar mais
sustentavel (SARUBBO et al., 2022).

Porém, vale observar, que antes da escolha do método de extracdo, é
necessario considerar alguns fatores para uma melhor recuperagdo dos
biossurfactantes como carga ibnica, solubilidade e localizagdo (intracelular,
extracelular ou ligada diretamente nas paredes celulares) (SARUBBO et al., 2022; AL-
WAHAIBI et al., 2016). Deve-se levar em consideragao também que, na recuperagao
de biossurfactantes hidrossoluveis extracelulares, sdo necessarias mais etapas,
entretanto, biossurfactantes intracelulares tem um custo maior, uma vez que existe a
necessidade de lise celular, portanto a produgao de biossurfactantes extracelulares
se mostra mais viavel (SARUBBO et al., 2022; BAKER, 2010).
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Tabela 3 — Exemplos de técnicas de extragao, principio da técnica e vantagens

Técnica

Principio da técnica

Vantagem

Precipitacdo acida

Extragao com

solvente organico

Precipitacao com

sulfato de amoénio

Adsorgédo em carvao

ativado

Adsorgdo em resina

de poliestireno

Centrifugagéo

Cromatografia de

troca ibnica

Fracionamento de

espuma

Ultrafiltragao

Baixa solubilidade de biossurfactantes em

pHs acidos.

Diferentes afinidades com solventes

organicos.

Ocorre devido ao processo de “salting-
out” na presenga de biossurfactantes

poliméricos ou que apresentem proteinas.

Adsorgéo seguida da dessorgéo pelo uso

de solventes orgéanicos.

Adsorgéo seguida da dessorgéo pelo uso

de solventes orgéanicos.

Realizada em conjunto com uma técnica

que promova a precipitagdo do
biossurfactantes que €& separado por

centrifugagéo.

Biossurfactantes que apresentam carga
se ligam a resina de troca ibnica presente
na coluna cromatografica e a separagao
ocorre devido a eluicdo na presenca de

tampao.

Durante a produgdo do biossurfactante
ocorre formagéo de espuma e a mesma é
separada por particdo em espuma.

Os biossurfactantes formam micelas que
podem ser aprisionadas por membranas
poliméricas e

separadas por

centrifugagédo em altas rotagoes.

Alta eficiéncia e baixo custo

Purificagdo parcial do biossurfactante e
possibilidade de recuperacdo do

solvente.

Alta

biossurfactantes poliméricos.

eficiéncia na purificacdo de

Biossurfactantes com elevada pureza,
baixo custo, reutilizacdo do carvao e

solventes.

Biossurfactantes com elevada pureza,
baixo custo, reutilizacdo do carvao e

solventes.

Alta recuperagao do biossurfactante.

Alta pureza, recuperagdo do solvente,

rapida.

Possibilidade de aplicagdo em processo
continuo, alta pureza do produto.
Rapida e leva a alta pureza do

biossurfactante.

Fonte: Autora “adaptado de” Sarubbo et al., 2022
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3.2.6 Principais biossurfactantes

Os principais biossurfactantes em destaque s&o, (1) glicolipidios, (2)
fosfolipidios, (3) lipoproteinas ou lipopeptideos e (4) biossurfactantes poliméricos
(Figura 10, Tabela 4) (AMBAYE et al., 2021; HEALY et al., 1996).

Destes, a grande parte dos biossurfactantes sdo de glicolipidios, ou seja,
carboidratos ligados a acidos graxos de cadeia longa alifaticos ou hidroalifaticos por
meio de uma ligagdo éster, sendo os mais conhecidos os ramnolipidios e os
soforolipidios (FARIAS et al., 2021). Os memos sao classificados de acordo com seu
peso molecular e categorizados por sua origem, propriedades fisico-quimicas,
composi¢do microbiana (Figura 11) (DRAKONTIS et al., 2020; NAUGHTON et al,
2019, WINTERBURN et al., 2012).

Figura 10 — Exemplos de compostos de biossurfactantes
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Fonte: Autora “adaptado de” Kashif et al., 2022; Singh; Glick; Rathore, 2018; Boffa et al., 2014

As principais propriedades dos biossurfactantes consistem na redugao da
tensao superficial e interfaciais na interface dleo/agua e aumento da solubilidade das
moléculas hidrofilicas (ONWOSI et al., 2021, AKBARY et al., 2018). Destaca-se que
um biossurfactante eficaz pode reduzir a tensédo superficial da agua de 72 mN/m a
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faixas em torno de 35 mN/m (ACCORSINI et al., 2012; DRAKONTIS et al., 2020,
AKBARI et al., 2018).

Tabela 4 — Exemplos de biossurfactantes e seus microrganismos produtores

Biossurfactante Microrganismo

Glicolipidios Nocardiopsis lucentensis MSAQ04

Soforolipidios | Starmerella bombicola; Starmella bombicola ATCC 22,214

Ramnolipidios | Pseudomonas aeruginosa IRMD-2010; Pseudomonas aeruginosa UFPEDA

614; Pseudomonas aeruginosa SS14; Serratia rubidaea SNAUQ2

Surfactina Bacillus amyloliquefaciens XZ-173
[turina A Bacillus subtilis NB22; Bacillus subtilis RB14-CS; Bacillus subtilis iso 1; Bacillus
subtilis TrigorCor 1448
Lipopeptideos | Bacillus cereus SNAUO1; Bacillus subtilis DM-03; Bacillus subtilis SPB1
Fengicina Bacillus subtilis TrigorCor 1448

Hidrofobina Pleurotus ostreatus

Outros Trametes versicolor CECT 20,817; Pseudomonas aeruginosa RG18; Pleurotus
ostreatus; Candida tropicalis; Nocardiopsis sp. MSA13A; Candida guilliermondii
Aspergillus niger; Aspergillus fumigatus

Fonte: Autora “adaptado de” Banat et al., 2021.

Figura 11 - Classificagcdo dos biossurfactantes

Glicolipideos

.
% 5
RL Raminolipideos Surfactina Acidos Graxos Emulsan (Acinetobacter Vesiculas (Acinetobacter
(Pseudomonas aeruginosa) (Bacillus subtilis) (Corynebacterium lepus) calcoaceticus) calcoaceticus)
SL Soforolipideos Viscosina Lipidios Neutros Biodispersan (Acinetobacter Células completas
{Candida Bombicola) (Pseudomonas fluorescens) {Nocardia erythropolis) calcoaceticus) (Cianobacteria)

MEL Manosileritritol Iturin Fosfolipidios Alasan (Acinetobacter
Lipideos (Candida antartica) (B. subtilis) (Thiobacillus thiooxidans) radioresistens)
THL Trealose Lipideos Lichenisin (Bacillus Fipo;an )
(Rhodococcus erythropolis) licheniformis) (Candida lipolytica)

Fonte: Autora “adaptado de” Sharma et al., 2021
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3.2.7 Aplicagao dos biossurfactantes

Levando-se em considerag&o a aplicagdo dos biossurfactantes (Figura 12), o
grande desafio em relagdo a estas estruturas, esta na entrega de um material que
atue efetivamente na redugdo da tensdo superficial (AMBAYE et al.,, 2021;
ACCORSINI et al., 2012), manutengao da estabilidade de emulsdes e, atendimento a
propriedades reoldgicas.

Tais propriedades, hoje, s&o garantidas pelos surfactantes sintéticos e suas
combinacgdes eficientes na formulagdo de emulsdes por meio da habilidade de ajustes
entre surfactantes chamados primarios e secundarios (McCLEMENTS et. Al, 2017).

Estudos de novas fontes de biossurfactantes como por exemplo, os fungos
endofiticos, podem se mostrar promissores, principalmente devido a elevada gama de
fungos encontrados na natureza, bem como o rapido crescimento e boa produtividade

desses compostos.

Figura 12 - Aplicagdes dos Biossurfactantes em amplitude
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Fonte: Autora,” adaptado de” Naughton et al., 2019
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3.3 FUNGOS ENDOFITICOS

Microrganismos sao responsaveis por realizar atividades essenciais para
manutencdo de ecossistemas, sendo fundamentais para o meio ambiente, pois
integram os ciclos biogeoquimicos, além das cadeias alimentares. Em relac&o aos
microrganismos existentes na Terra, estima-se que apenas 10% deles tenham sido
caracterizados e, um numero pequeno de metabdlitos produzidos pelos mesmos,
estudados (BURCKE et al., 2011). Desta forma, em face aos eventos voltados ao
desenvolvimento de alternativas a substituicdo de surfactantes sintéticos por
biossurfactantes, observa-se que estes podem ser produzidos por meio de diferentes
microrganismos como, por exemplo, os fungos endofiticos (ACCORSINI et. al, 2012)
que, além de numerosos, podem sobreviver em diferentes ambientes, mesmo em
condigdes extremas, suas populagdes variam de espécie para espécie e de regido por
regiao (FADIJI et al., 2020).

Os fungos endofiticos sdo microrganismos que colonizam diferentes partes de
qualquer planta viva ou morta (em espacgos intracelulares ou extracelulares) de
maneira assintomatica na maioria das vezes, isto €, sem causar nenhum prejuizo ou
alteracdes patoldgicas a mesma, em uma relagdo de mutualismo, uma vez que ambos
planta e fungos, exercem uma fungdo de auxilio uns para com o0s outros
(AMIRZAKARIYA; SHAKERI, 2022; LI et al., 2020; GUPTA et al., 2020). Estudos
recentes também mostram que microrganismos endofitos podem ser patogénicos,
comensais, ndo patogénicos e/ou benéficos (FADIJI et al.,, 2020) sendo que, os
benéficos produzem uma série de compostos uteis para protecdo das plantas frente
as condi¢gdes ambientais, corroborando com o crescimento e a sustentabilidade das
mesmas, enquanto vivem convenientemente dentro de seus hospedeiros (FADIJI et
al., 2020; GUPTA et al., 2020; LI et al., 2020). Desta forma, os fungos endofiticos
também s&o reportados, por conferirem varios tipos de protecédo a seus hospedeiros.
(FADIJI et al., 2020).

Os fungos endofiticos sdo os microrganismos mais frequentemente isolados
dos tecidos de plantas (FADIJI et al., 2020), eles pertencem aos ascomicetos,
basidiomicetos, zigomicetos e os organismos oomicetos sendo que, destes grupos,
0s ascomicetos sdo predominantes e, também, os mais estudados com relagdo a
producdo de metabdlitos bioativos em relagdo aos demais (GUPTA et al., 2020).
Destes grupos, destaca-se a biodiversidade dos fungos endofiticos agrupados em
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varios géneros, tais como: Arthrobotrys, Dendrophora, Diatrypella, Oudenmansiella,
Mucor e Phlebiopsis, Botryosphaeria, Coprinus, Curvularia, Eutypella, Fusarium,
Microdochium, Glomerella, Neotyphodiu, Epicoccum, Colletotrichum, Aternaria e
outros géneros frequentemente citados (ALMEIDA et al., 2005).

Ha diferentes formas de se categorizar os fungos endofiticos, elas podem ser:

¢ Meio de reproducéo, sexual ou assexual;

e Modo de transmisséao (vertical e enddfitos horizontal);

e Fonte de nutricdo (negrotréficos ou biotréficos);

e Forma de representagao de infecgdes (sintomatica ou assintomatica);

e Parte da planta hospedeira afetada (raizes e folhas);

e Base ecologica (GUPTA et al., 2020).

Desta forma, devido a grande diversidade e caracteristica de producédo de
diversos compostos com atividades bioldégicas bem como enzimas, muitos estudos
estdo sendo realizados visando a avaliagdo do potencial desses metabdlitos sendo
que, mais de 200 compostos ja foram relatados na literatura incluindo policetonas,
xantonas, alcaloides, esteroides, terpendides, entre outros (CAO et al., 2021) muitos
deles com atividades biolégicas ou com potencial para aplicagdo em processos
industriais como, por exemplo, as substadncias capazes de atuar como
biossurfactantes.

No entanto, muitos estudos ainda se fazem necessarios, uma vez que existem
mais de 300.000 plantas e, cada uma pode hospedar diversos fungos diferentes, o
que leva a milhares de possibilidades de microrganismos com capacidade de
producéo de diversos compostos (FADIJI et al., 2020; GUPTA et al., 2020; DUTTA et
al., 2014; AZEVEDO, 1998).

Como exemplo, é possivel citar o fungo Vouchered Mycorrhizae,
microrganismo estudado no presente trabalho, isolado a partir de caules de mandioca
(FIALHO; VIEIRA, 2011) e que ainda nado existem relatos em literatura, até a presente
data, com relagdo ao seu metabolismo bem como seu potencial biolégico para
producao de biossurfactantes.

Por sua vez, a producdo de mandioca € considerada de baixo custo e
abundante, suas folhas e caules, sdo consideradas residuos de uma cultura de

subsisténcia bem adaptada as condi¢cdées do Brasil, entre outras zonas tropicais das
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Américas, Africa e Asia (Parry et al., 2005; FIALHO; VIEIRA, 2011). Desta forma, se

torna vantajosa a produgédo de microrganismos a partir destes residuos.
3.4 APLICACAO DOS SURFACTANTES E BIOSSURFACTANTES

Devido a vasta area de atuacao, os surfactantes e biossurfactantes apresentam
ampla importancia econdmica por terem aplicagéo tanto na ciéncia quanto na industria
(MYERS, 2005, p.32). Na aplicagédo industrial e de consumo, destacam-se desde
produtos de limpeza (necessidade basica), passando pela area de saude, alimentos,
medicamentos, cosméticos, corantes, tintas, fibras, plasticos, petréleo, por serem um
componente importantissimo em muitos processos industriais (Figura 13) (JOHNSON
et al., 2021; VIEIRA et al, 2021; VERMA et al., 2020; LAI 2006; MYERS, 2005, p.365).

Figura 13 - Aplicagdes industriais primarias dos Biossurfactantes
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Fonte: Autora “adaptado de” Ingsel et al., 2022

Destaca-se também que, por serem esses compostos o0s principais
ingredientes em formulagbes de sabdes e detergentes, esta aplicagao € a principal
responsavel pelo uso dos mesmos, devido as propriedades de emulsificacao, entre
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outras, tal como a espumacao, uma caracteristica muito importante na avaliagdo da
eficacia destes produtos por consumidores (JESUS, et al., 2021).

Outras aplicacbes que devem ser salientadas referem-se a utilizagao destes
como fungicida, bactericida, inseticida e antiviral em diversos produtos como
farmacos, cosmeéticos, alimentos, tintas e vernizes, téxtil, tingimento, polimeros,
agroquimicos, entre outros (ASLAM et al., 2021; BANAT et al., 2021).

Destaque as aplicagbes como emulsificante, o que intensifica ainda mais os
estudos para desenvolvimento de novas formulagdes de produtos de limpeza,
produtos de higiene pessoal, utilizando principalmente, os biossurfactantes, devido a
sua menor citotoxicidade e bioatividade (ASLAM et al., 2021; BANAT et al., 2021).

Também merece destaque a utilizacdo de surfactantes ou biossurfactantes na
extragcdo do petroleo visando a redugdo dos impactos ambientais e favorecendo a
inibicado de corrosao, emulsificagcao e desemulsificacéo através de mudancas de pH,
bem como por meio de melhorias no processo de extracdo. Também é observado um
aumento nos ultimos 5 anos, como comenta Banat et. Al (2021) pelo interesse por
diferentes aplicagdes industriais de biossurfactantes, como na biorremediacdo de
areas contaminadas, aplicacbes em Oleo, setor farmacéutico e novamente, o de
cosméticos (BANAT et al., 2021).

Essa grande aplicabilidade dos surfactantes ou biossurfactantes em diversos
setores para varios produtos, se deve, principalmente, a sua capacidade de redugao
da tenséo superficial (BANAT et al., 2021), bem como a observagao sobre o aspecto
ambiental (Figura 14, Tabela 5).

Figura 14 — Aplicacdo dos biossurfactantes e surfactantes — aspecto ambiental
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Fonte: Autor “adaptado de” Johnson et al., 2021
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Tabela 5 — Empresas produtoras de biossurfactantes e aplicacao
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Empresa

Pais

Produto

Marca registrada

Aplicagao

MG Intobio Co. LTD. | Coréia  do | soforolipidios Sopholine® Sabonete anti-acne,
Sul mascara facial
Allied Carbon | Japéo, EUA | soforolipidios ACS-Sophor® Cuidado com cabelos,
Solution anti-acne,
antimicrobiana
Givaudan Suiga soforolipidios Sopholiance® S Antibactericida, anti-
acne
Evonik Epecialty | Alemanha soforolipidios, ND Cuidados  pessoais,
Chemicals Ramnolipidios Xampu, gel para
banho
Holifern Technology | Reino Unido | soforolipidios, HoneySurfHoneySurf® | Cuidados pessoais
lipidios de manosil | LF/HF
eritritol
Toyobo Technology | Japéo lipidios de manosil | SurfMellow® Cuidados da pele,
eritritol hidratante
Kanebo Cosmetics | Japao lipidios de manosil | Twany Seasonal | Cuidados da pele,
and AIST eritritol Essence® creme hidratante para
pele
Biotopia Co. Ltd. Coreia  do | lipidios de manosil | ND Cuidados pessoais
Sul eritritol
Fraunhofer IGB Alemanha Lipidios de | ND Emulsionantes,
celobiose/  lipidios cosméticos
de manosil eritritol
Sigma Aldrich Alemanha Ramnolipidios ND Emulsionantes
Paradigm EUA Ramnolipidios ND Antimicrobiana,
Biomedical, Inc. cicatrizagao de feridas
Stepan  Company | EUA Ramnolipidios NatSurFact® Antimicrobiana,
Inc. cicatrizagao de feridas
Glycosurf Inc. EUA Ramnolipidios ND Cuidados  pessoais,
insumos para limpeza
na area médica
Biotensidon GmBH | Alemanha Ramnolipidios Rhapynal® Cosméticos,
farmacéuticos

Fonte: Autora “adaptado de” Onwosi et al., 2021



42

4 MATERIAIS E METODOS

Nesta secdo sao apresentados os materiais, 0os equipamentos e as
metodologias experimentais adotadas na parte experimental para realizagdo do
presente trabalho.

4.1 MATERIAIS

Os reagentes utilizados para o desenvolvimento do presente trabalho foram:
a) Batata dextrose agar (Merck);
b) Acetato de etila (Neon);

Acido acético (Neon);

o O

Acetato de sédio (Neon);

D

)
)
)
)

Peptona (Merck);

—h

) Glicose (Merck);

g) Extrato de levedura (Merck);

h) Sulfato de aménio (Neon);

i) Azeite de oliva (Andorinha);

j) Acetonitrila grau HPLC (Merck);

k) Cloroférmio (Merck);

[) Cloroférmio Deuterado (Merck);

m) Dodecilssulfato de sodio 0,04N (Merck);

n) Acetato de etila (Neon);

o) Ramnolipidio — Biossurfactante R90 (Agae Technologies).
)

p) sulfato de gentamicina

4.2 EQUIPAMENTOS

Os equipamentos utilizados neste trabalho foram:
a) Estufa modelo 515-C, Fanem,;

b) Autoclave horizontal, (SOC. FABBE LTDA);
c) Freezer -80°C, Panasonic;

d) Cémara climatizada MIR 554, Panasonic;

e) Shaker - Orbital Shaker - Innova 43-Incubator Shaker Series;
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f) Ultrassom Ultraclear modelo USC 1600 A, Ultronic;

g) Bomba t-Station 75, Edwards;

h) Pipeta eletrénica 0,5-5 mL, Brand;

i) Cromatografo HPLC Shimadzu, composto por bombas LC-20AD, detector
de indice de Refragdo RID-10A, Detector UV SPD-20A, Forno para coluna
CTO-20A e controlador CBM-20A, Shimadzu;

j) Tensidbmetro KRUSS — Modelo K-100 - N° Série 30003340, KRUSS;

k) Equipamento para analise de Angulo de contato e formato de gota - KRUSS
“Drop Shape analyzer’— Modelo DSA25E - N° Série 30003314, KRUSS;

l) Espectrometro de RMN Bruker Avance Ill HD 600, BRUKER.

4.3 METODOS

Nos itens dessa secgéo estdo descritas as metodologias utilizadas durante o
desenvolvimento do presente trabalho levando-se em consideragao obtengao,
fracionamento e caracterizacoes.
4.3.1 Fluxograma geral do trabalho

Na Figura 15, estda descrito o fluxograma resumido de obtengdo do

biossurfactante pré-purificado obtido a partir do fungo CA10. Salienta-se que em todas
as etapas foram realizadas caracterizagdes dos extratos e/ou fragdes.
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Figura 15 - Fluxograma de obtengao do biossurfactante pré-purificado

Fluxo de Produg&o Biossurfactante
Biossintese

Preparo do Meio de Cultura

Autoclavagem 24h —meio de cultura

Fermentagdo: Meio de Cultura + Cultura
(fungos)

Recuperagéo do produto fermentado

Recuperacgdo do produto

Purificagdo

Disponibilidade para aplicagdo

Fonte: Autora

4.3.2 Obteng¢ao dos fungos

Inicialmente, fungos foram isolados a partir de caules e folhas de mandioca e
mantidos a 4°C em meio batata dextrose agar (BDA) na Central de Laboratérios
Quimicos do Centro Universitario da FEI. Todos os fungos isolados foram enviados
para identificagdo na BPI Biotecnologia. O processo foi realizado através do
sequenciamento automatico por eletroforese capilar utilizando-se o equipamento ABI
3500 Genetic Analyzer (Applied Biosystems) bem como o alinhamento das
sequéncias de nucleotideos produzidas com as sequéncias de referéncia depositadas
no GenBank (WHITE et al., 1990). Todos os fungos avaliados apresentaram 99% de
identidade quando comparado com o fungo do banco de DNA.

Apés a identificagao, os fungos foram submetidos a trés repiques consecutivos
visando a ativagao do sistema metabdlico. Para isso, os fungos, no total de 12, foram
submetidos a crescimento em meio solido BDA, previamente esterilizado em
autoclave. Apds esse processo, foi realizada a adigdo de sulfato de gentamicina a
concentragéo de 30 ug.mL™", atuando como agente antibidtico.
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Os crescimentos dos fungos foram realizados por 7 dias a 23°C, em Camara
climatizada-Panasonic. Apds o terceiro repique, os fungos foram submetidos ao
crescimento em meio liquido para otimizagdo das condicbes de producdo de
biossurfactantes.

4.3.3 Avaliacao da producao de biossurfactantes

Durante a avaliagao da produgao de biossurfactantes por fungos associados a
caules e folhas de mandioca, foram realizados os crescimentos dos mesmos, em meio
sélido batata dextrose agar previamente esterilizado em autoclave. Apos esse
processo foi realizada a adi¢do de sulfato de gentamicina em uma concentragcéo de
30 yg.mL-', usado como antibiético. Todos os fungos foram submetidos ao processo
de extragdo com solugédo tampao acetato (0,1 mol.L-") pH 6, sendo os respectivos
extratos utilizados para a avaliagdo da producgao de biossurfactantes por meio do teste
de emulsificacdo. O potencial de atuagdo como biossurfactante foi comparado com
um surfactante sintético, foi utilizado como referéncia o produto dodecilssulfato de
sodio (SDS), em solugdo 0,04 mol. L.

4.3.4 Influéncia do meio de cultivo na producgao de biossurfactantes

Todos os fungos foram submetidos ao crescimento em meio liquido especifico
para aumentar a produgcdo de compostos com potencial para atuar como
biossurfactante, o meio liquido € composto por peptona (20 g.L"), glicose (20 g.L™"),
extrato de levedura (10 g.L™"), sulfato de amoénio (4 g.L™") e azeite de oliva (2%) (fonte
extra de carbono), (MENESES et al., 2017; FERNANDES et al., 2020; RAPP et al.,
2009). O meio de cultivo foi previamente esterilizado em autoclave e apos esse
processo, foi realizada a adicdo de sulfato de gentamicina em uma concentragéo de
30 ug.mL™', como antibidtico.

O tempo de crescimento foi de 7 dias, temperatura de 30°C, pH 6 e rotagédo do
shaker de 180 rpm. Finalizado o processo, os micélios foram separados por filtragao
a vacuo, seguida de centrifugagédo a 6000 rpm e os extratos obtidos foram submetidos
a caracterizagao, via determinagao do indice de emulsificacédo e avaliagao da redugao
da tensdo superficial. O potencial de atuacdo como biossurfactante foi comparado
com a solugdo padréo de dodecilssulfato de sédio 0,04 mol.L™" (SDS).
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4.3.5 Influéncia do tempo, pH e temperatura

Apés selecionado o fungo com maior produtividade para produgao de
biossurfactante (CA10 - Vouchered mycorrhizae), o mesmo foi novamente submetido
ao crescimento em meio liquido conforme descrito anteriormente. Durante essa etapa,
variou-se o tempo, a temperatura e, o pH; visando otimizar a producao desta classe
de compostos através de um planejamento estatistico (Tabela 6). A rotacao utilizada
no shaker para esse processo foi de 180 rpm.

Tabela 6 — Planejamento experimental utilizado na otimizagédo do crescimento

Variaveis codificadas Variaveis ndo codificadas

pH Tempo (dia) Temperatura (°C) pH Tempo (dia) Temperatura (°C)
+1 +1 +1 8,00 13,0 35,0
0 0 0 6,00 9,0 29,0
0 0 +/3 6,00 9,0 39,1
0 0 -3 6,00 9,0 18,9
0 -3 0 6,00 23 29,0

+/3 0 0 9,36 9,0 29,0
+1 +1 -1 8,00 13,0 23,0
+1 -1 +1 8,00 5,0 35,0
-1 -1 +1 4,00 5,0 35,0
-1 +1 +1 4,00 13,0 35,0
+1 -1 -1 8,00 5,0 23,0
-1 +1 -1 4,00 13,0 23,0
-1 -1 -1 4,00 5,0 23,0
0 0 0 6,00 9,0 29,0

-3 0 0 2,64 9,0 29,0
0 +/3 0 6,00 15,7 29,0

Fonte: Autora

Ap0s o crescimento, cada sistema foi filtrado e em seguida, foram submetidos
a centrifugagéao a 6000 rpm por 30 min, sendo o filtrado também avaliado em relagéo
a producao de biossurfactante. O potencial de atuacdo como biossurfactante foi
comparado com o padrédo dodecilssulfato de sédio (SDS), solugdo 0,04 mol.L™". O pH
de cada meio foi ajustado pela adicdo de solucdo de NaOH ou de HCI com

concentragédo de 0,1 mol.L™" respectivamente.
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Os dados de tensao superficial foram levados em consideragdo quanto a
determinacdo da melhor condi¢do de crescimento do fungo em meio liquido, visando
a producgéo de biossurfactantes. Para isso, foi aplicado um planejamento estatistico
por Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR) (planejamento fatorial 23,
com seis pontos axiais e dois centrais). Sabendo-se do dificil controle do erro aleatorio
em experimentos com microrganismos, o modelo experimental escolhido auxiliou na
avaliacao da influéncia da temperatura, tempo e pH, na produgdo de material com
caracteristicas  biossurfactantes, por meio de quantidades/combinacdes
experimentais suficientes e que proporcionem estimativas adequadas aos efeitos dos
fatores conhecidos e, também, de fatores eventualmente desconhecidos,
consequentemente verificando-se o material produzido, por meio da redugdo da
tensao superficial, como sendo um dos principais parametros de avaliagao do produto.

Os resultados foram avaliados através da analise das superficies de contorno,
bem como, utilizando a func&o de desejabilidade e avaliagdo das variaveis que mais
influenciaram na producéo de biossurfactantes. Os dados foram analisados utilizando-
se o programa STATISTICA 14.0 (TIBCO Software Inc., 2020, Palo Alto, California,
USA).

4.3.6 Pré-purificagdo dos biossurfactantes

Apos a determinacdo da condicdo ideal para realizagdo do crescimento do
fungo CA10 (Vouchered mycorrhizae) em meio liquido, foi realizado um novo
crescimento nesta condigéo (pH = 8,0, T = 30°C, tempo = 15 dias), os compostos com
potencial para atuarem como biossurfactantes foram pré purificados, utilizando-se a
técnica de extracdo liquido-liquido. Foi avaliada a eficiéncia da pré-purificagao,
através da realizacdo de dois processos de extracdo com diferentes solventes. No
primeiro processo, foi utilizado somente cloroformio e para o segundo processo, foram
utilizadas extragdes consecutivas, inicialmente com acetato de etila e posteriormente,
com o cloroférmio.

Para isso, 300 mL de extrato foram submetidos ao processo de extracéo
liquido-liquido utilizando-se 200 mL de cloroférmio. Foram realizadas duas extragdes
consecutivas e, apos finalizadas as extragbes, o material foi concentrado em

rotoevaporador e armazenado para posterior realizacdo das caracterizagoes.
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No segundo processo, 300 mL do extrato foi submetido inicialmente a duas
extragdes consecutivas com 200 mL de acetato de etila e, posteriormente, duas
extragdes com 200 mL de cloroférmio. Os extratos obtidos (fragédo cloroférmio e fragéo
acetato de etila) foram concentrados em rotaevaporador e armazenados para
realizagdo das caracterizagoes.

Todas as fragdes foram avaliadas via HPLC para verificacdo da eficiéncia do
processo de extracdo. Também foram realizadas analises via RMN-'H das fragbes
obtidas do residuo de extracao e do extrato inicial bem como determinagdes do indice
de emulsificagéo, tensao superficial e avaliagdo de angulo de contato.

4.3.7 Andlises de caracterizagoes

Durante o desenvolvimento do trabalho foram realizadas caracterizagdes por
meio da determinagdo da tensao superficial, indice de emulsificacdo, HPLC -
cromatografia liquida de alta eficiéncia, via RMN - ressonéncia magnética nuclar e
avaliagcado do angulo de contato.

4.3.7.1 indice de emulsificacdo

Para avaliacdo do indice de emulsificacédo, foram utilizados 2,0 mL de cada
extrato obtido e misturados com 2,0 mL de azeite de oliva, a mistura foi agitada em
vortex durante 2 min. Apds essa etapa, cada sistema foi deixado em repouso por 24
h sendo posteriormente calculado o indice de emulsificacdo por meio divisao entre as
medidas da camada emulsionada pela medida da altura total da mistura em
centimetros, multiplicando-se o resultado por 100, para se obter o percentual de
emulsificagéo (Eq. 1),

IE24 (%) _ altura da camada emulsificada %100 (1 )

Altura total da camada de liquido

em que: |[E24 (%) representa a porcentagem de emulsificagao.
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4.3.7.2 Tensao superficial

Este parametro € importante, pois surfactantes sdo substancias capazes de
alterar a tensao superficial, e a transferéncia de massas em interfaces liquidas, esta
€ uma propriedade chave de moléculas anfifilicas, é requerido para a formagcao de
emulsées cineticamente estaveis (JAHAN et al., 2020), é a mais comumente medida
para avaliagdo de surfactantes, pois depende diretamente da substituicio das
moléculas de solvente da interface por moléculas de surfactantes.

Desta forma, apds o cultivo dos fungos em diferentes condigdes, as tensdes
superficiais dos extratos e residuos, foram ambas avaliadas em tensidbmetro
automatico pelo Método do Anel - “Du Nouy Ring” por meio de leitura direta enquanto
residuos pos-extracado (conforme 4.3.5), e também por leitura direta dos extratos
diluidos em agua (20mL), enquanto extratos pds extracdo. Todos os ensaios
analisados em um tensidmetro KRUSS - modelo K100, Serial N° 000340 (Figura 16).

Figura 16 - Tensidmetro utilizado para avaliagado de tensao superficial

AAAN L
JOOOOOCK

1B

Fonte: Autora

O método do anel de Du Nouy € o mais comumente utilizado para medidas de
tensdo superficial. Neste método, um anel de platina, em um plano paralelo a
superficie liquida analisada., € imerso no liquido, em um angulo de contato
perpendicular a superficie (DALTIN, 2011, p. 112). As leituras s&o realizadas nos
residuos e extratos do material liquido apds filtrado, a temperatura de 21°C, em
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programa automatico de leitura entre 1 e 7 minutos. S&o realizadas analises de forga
x tempo na avaliagédo da reducgao da tensao superficial para cada amostra avaliada.

Como referéncia, € utilizada o valor da tensao superficial da agua a 20 °C, que
apresenta um valor de 72,75 mN.m™".

4.3.7.3 Angulo de contato

A avaliagdo do angulo de contato foi realizada pelo equipamento para
determinacao de formato de gota da marca KRUSS - “Drop Shaper analyzer”, modelo
DSA25E, Serial N° 30003314 (Figura 17), esta avaliagdo é empregada para analisar
a capilaridade e umectacdo de agentes surfactantes, onde pode-se avaliar o
comportamento do agente surfactante em diferentes superficies, tal como inox, vidro,

plastico ou outras.

Figura 17 - Analise de angulo de Contato

Fonte: Autora

As leituras foram realizadas nos residuos e seus extratos do material liquido
apos filtrado, a temperatura de 21°C, em programa automatico de leitura do
equipamento. Assim, foi possivel quantificar essa tendéncia do liquido aderir ou n&o
em uma parede solida pelo angulo de contato. Esse angulo € medido entre a parede
e a tangente a superficie do liquido no ponto de contato com a parede.



51

Ambas capilaridade e umectagao, envolvem um sistema de trés fases (sélido,
liquido e gasoso), a gota do liquido € colocada sobre uma superficie sodlida, seu angulo
inicial é tangencial a superficie do liquido no ponto de contato com a parede sdlida,
sendo em um angulo de 180°, quando a forga peso que atua na gota, a espalha, a
tensao superficial reduz o angulo da gota em relagao a superficie solida e estas forgas
entram em equilibrio em diferentes dimensdes, neste ponto de contato liquido-sdlido,
as trés forcas interfaciais envolvidas, estdo em equilibrio (DALTIN, 2011, p. 137).

4.3.7.4 Ressonancia magnética nuclear

A fragdo pré purificada foi caracterizada via Ressonéncia Magnética Nuclear
(RMN) de hidrogénio (RMN-H"), foi utilizado como solvente, o DMSO deuretado
(dimetilsulfoxido). A analise foi realizada em um Espectrometro de RMN Bruker
Avance Il HD 600 (Figura 18), do Instituto de Quimica — UNESP — Araraquara. A
caracterizagdo dos compostos organicos pela espectroscopia de RMN, é o método
muito aplicado para identificar compostos orgéanicos.

Figura 18 - Foto ilustrativa do Espectrémetro de RMN

Fonte: Autora
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A analise foi feita nos extratos do material liquido apds filtrado, conforme
descricdo dos extratos: Fracdo cloroférmio direto, Fragdo cloroformio e Fragao

acetato-cloroférmio.

4.3.7.5 Anadlises via HPLC

As analises via HPLC do extrato bruto obtido a partir do fungo CA10 bem como
o extrato obtido apds a realizagao do crescimento em meio liquido e da fragdo obtida
apos a pré-purificagdo, foram realizadas em um cromatégrafo liquido Shimadzu
(Figura 19), utilizando-se uma coluna C18 Phenomenex ODS-3 100A com
comprimento de 250 mm e diametro de 4,6 mm. Durante as analises foi utilizado um
gradiente de acetonitrila de 5 % até 100 %, conforme indicado na Tabela 7 com

detector UV, operando em comprimento de onda de 254 nm.

Tabela 7 — Gradiente utilizado nas analises via HPLC

Tempo Acetonitrila(%) Agua
0 2 98
30 2—100 98—0
40 100 0
45 100—-2 0—98

Fonte: Autora

Figura 19 - Foto ilustrativa do equipamento utilizado

Fonte: Autora
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES

Nos itens desta secao estdo descritos os principais resultados obtidos durante
o desenvolvimento do presente trabalho, que teve como objetivo a avaliagdo da
produgao de biossurfactantes por fungos associados a caules e folhas de mandioca,
visando a possibilidade de aplicacao futura em diferentes tipos de formulacoes, tais
como cosmeéticos, detergentes, cuidados pessoais entre outros. Também é abordado,
o planejamento desenvolvido neste estudo.

5.1 AVALIACAO DA PRODUCAO DE BIOSSURFACTANTES

Para o desenvolvimento do presente trabalho, foram utilizados 12 fungos
isolados de caules e folhas de mandioca, previamente identificados conforme descrito
na tabela 8 e exemplificados na figura 20. Dessa forma, os mesmos foram submetidos
a trés repiques consecutivos em meio BDA (batata dextrose agar) visando a ativagéo
do sistema metabdlico dos mesmos. Posteriormente, iniciou-se a avaliacdo da
producao de compostos com capacidade de atuar como biossurfactantes por meio de

processo fermentativo.

Figura 20 — Fungos obtidos a partir de caules e folhas de mandioca

Fonte: Autora
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Tabela 8 — Identificacdo dos fungos avaliados

Fungo Identificagao
Cladosporium xanthochromaticum FO1
Xylaria sp FO2
Microdochium lycopodinum CA1
Alternaria sp. CA5
Diaporthe endophytica CA9
Vouchered mycorrhizae CA10
Phanerochaete australis CA11
Diaporthe caatingaensis CA12
Stenocarpella maydis CA13
Annulohypoxylon stygium CA14
Sordariomycetes sp. CA15
Phanerochaetaceae sp. CA17

Fonte: Autora

ApOs o terceiro repique, cada fungo foi submetido ao processo de extragéo
utilizando tampéao acetato pH 6,0 sendo avaliado o indice de emulsificacdo de cada
extrato obtido, para sele¢ao do fungo que apresentasse o maior potencial de produgéo
de biossurfactante. Apos a analise dos resultados, verificou-se que os fungos que se
mostraram mais promissores foram os fungos identificados como FO1 (Cladosporium
xanthochromaticum) e, CA10 (Vouchered mycorrhizae), (Figura 21, Tabela 9).

Figura 21 — Comparacéao dos indices de emulsificagdo dos extratos
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Fonte: Autora
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Tabela 9 - indices de emulsificagéo para cada extrato (crescimento em BDA)

Extrato indice de emulsificagio (%)
FO1 15,0 £ 0,0
FO2 5,0+ 0,0
CA1 8,8+1,8
CA5 0,0+ 0,0
CA9 0,0+ 0,0
CA10 16,3+1,8
CA11 5,0+ 0,0
CA12 0,0+ 0,0
CA13 0,0+ 0,0
CA14 6,3+1,8
CA15 0,0+ 0,0
CA17 12,5+0,0

Fonte: Autora

Estes fungos apresentaram os maiores valores de indices de emulsificagao,
caracteristica observada em varios Dbiossurfactantes compostos  por
lipopolissacarideos ou lipoproteinas, assim como diversos surfactantes quimicos
(VARJANI; UPASANI, 2017).

Apos a obtencao dos dados referentes a analise preliminar, foi realizado um
novo crescimento de cada fungo em meio liquido especifico, para estimular a
producéo de biossurfactantes, sendo entado os extratos obtidos, avaliados através da
determinacao do indice de emulsificacdo, bem como avaliagdo da reducao de tensao
superficial, que segundo Ferreira et al. (2020), se mostra o método mais utilizado para
avaliacdo da presenca de compostos com capacidade para atuar como
biossurfactantes a partir de extratos bioldgicos.

Através da analise dos resultados de indice de emulsificagéo (Figura 22, Tabela
10), verifica-se um aumento do mesmo de 50 % para fungo FO1 e de 92 % para fungo
CA10 quando comparados aos valores iniciais obtidos a partir da extragcdo dos
compostos bioativos diretamente do fungo, o que sugere a produgdo de compostos
com potencial para atuar como biossurfactante principalmente por CA10 (Vouchered
mycorrhizae), (em relacdo aos fungos CA5, CA9, CA12, CA13 e CA15, néo foi
detectado indice de emulsificagéo, Figuras 21 e 22).

Salienta-se também, segundo Ferreira e colaboradores (2020) que, muitas

vezes, compostos bioemulsificantes ndo levam a uma redugéo significativa da tenséo
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superficial e, desta forma, sugere que as duas caracteristicas n&o se correlacionam,
0 que pode levar a uma selecado inicial equivocada, uma vez que moléculas com
potencial para atuar como biossurfactante nem sempre s&o bioemulsificantes
(VARJANI; UPASANI, 2017), sendo verificada, aqui neste contexto, maior
aplicabilidade de compostos com capacidade de reducdo da tensao superficial.

Figura 22 — Comparacgéo dos dados de indice de emulsificacdo dos extratos
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Fonte: Autora

Tabela 10 — indices de emulsificacdo de cada extrato (meio liquido)

Extrato indice de emulsificagio (%)
FO1 225+35
FO2 11,3+£1,8
CA1 25,0+0,0
CA5 0,0+0,0
CA9 7,5+0,0
CA10 31,3+1,8
CA11 0,0 £ 0,00
CA12 0,0 £ 0,00
CA13 6,3+1,8
CA14 7,5+0,0
CA15 6,3+1,8
CA17 0,0+0,0

Fonte: Autora
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Visando a confirmacido dos resultados, foi realizada a avaliagdo da tensao
superficial, sendo verificados os melhores resultados para o fungo CA10. Analisando
a tensao superficial dos meios de crescimento (ricos em metabdlitos secretados pelo
fungo), verifica-se uma maior redug¢ao da tensao superficial, quando comparada com
a tensao superficial da agua, pelo extrato obtido a partir de CA10 (Figuras 23 e 24,
Tabela 11), o que pode ser explicado pela provavel presenga de maiores teores de
compostos que possam atuar como biossurfactantes, e que corrobora com os dados
de indice de emulsificagdo apresentados anteriormente.

Salienta-se que o percentual de reducéo da tensao superficial de cada fungo
em relagdo a agua, foi calculado subtraindo-se o valor da tensao superficial individual
de 100 e dividindo o resultado obtido pelo valor da tensdo superficial da agua
multiplicando-se por 100, conforme descrito na equacéo 2.

TS produto

(%) Redugao TS, 21°C = TS hgua

x 100 (2)

em que: (%) Redugao TS, representa a porcentagem de redugao da tensao superficial

do produto de fermentagdo em relagdo a agua, a 21°C.

Tabela 11 — Dados de tens&o superficial obtidos (meio liquido)

Extrato Tensao superficial (MN.m™")
FO1 53,47
FO2 52,26
CA1 58,85
CA5 65,68
CA9 66,02

CA10 48,31
CA11 63,31
CA12 54,80
CA13 53,18
CA14 53,20
CA15 55,07
CA17 67,35
Agua 71,88

Fonte: Autora
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Desta forma, o fungo CA10 foi selecionado para a continuidade do trabalho e
avaliacao da otimizagdo das condi¢cdes de produgcao de biossurfactantes por meio da
aplicacdo de planejamento estatistico, modificando-se o tempo de crescimento, a

temperatura, bem como o pH do meio.

Figura 23 — Comparacéo dos dados de tensao superficial dos extratos
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Fonte: Autora

Figura 24 — Comparacéao da redugao da tensao superficial em relagdo a agua
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5.2 OTIMIZACAO DA PRODUGCAO DE BIOSSURFACTANTE POR CA10

Apos a verificagdo da eficiéncia de produgado de compostos capazes de atuar
como biossurfactantes pelo fungo CA10 (Vouchered mycorrhizae), foi realizada a
otimizacdo da condigdo de crescimento, (visando maximizar a produgdo de
compostos). Desta forma, foram modificados o pH do meio de cultura, bem como o
tempo e, temperaturas de crescimento. Esta avaliagdo, se deve ao fato de ocorrerem
modificagdes na produgdo de compostos a partir de microrganismos em fungéo da
variacao das condi¢gdes de crescimento e, especificamente, em fungdo da maior
producdo desta classe de compostos na fase exponencial de crescimento das
especies (BANAT et al., 2021).

Avaliando-se os dados obtidos pelos ensaios de indice de emulsificacdo e de
reducdo de tensdo superficial (Tabelas 12-14; Figuras 25-27), verifica-se que a
utilizagdo do tempo, acima de 9 dias, favoreceu a produ¢cédo de compostos que levaram
a reducao da tensao superficial, bem como temperaturas proximas de 29°C e um pH

ligeiramente acido.

Tabela 12 — Condigdes de crescimento utilizadas

Condigao Temperatura (°C) pH Tempo (dia)
A 29 6 15
B 18,9 6 9
C 29 2,64 9
D 29 6 2,3
E 29 9 9
F 23 8 5
G 23 4 5
H 35 8 5

I 39,1 6 9
J 35 8 13
K 29 6 9
L 29 6

M 35 4

N 35 4 13
0] 23 8 13
P 23 4 13

Fonte: Autora



Tabela 13 — Dados de emulsificagdo mudando a condi¢gdo de crescimento

Condigao | Temperatura (°C) pH Tempo (dia) indice de emulsificagao
(%)
A 29 6 15 2,5
B 18,9 6 9 2,5+ 0,0
C 29 2,64 9 0,0 +0,0
D 29 6 2,3 5,0 0,0
E 29 9 9 25+1,8
F 23 8 5 5,0+ 0,0
G 23 4 5 12,5 £ 0,0
H 35 8 5 12,5+ 0,0
' 39,1 6 9 12,5 £ 0,0
J 35 8 13 12,5+ 0,0
K 29 6 9 50+1,8
L 29 6 9 0,0+35
M 35 4 5 0,0 +0,0
N 35 4 13 0,0 0,0
o 23 8 13 5,0
P 23 4 13 5,0

Fonte: Autora

Figura 25 — Comparacéao dos indices de emulsificagdo obtidos nos tratamentos
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Tabela 14 — Dados de tensao superficial

Amostra | Temperatura (°C) pH Tempo (dia) Tenséo superficial (mN.m"")
B 18,9 6 47
C 29 2,64 39
D 29 6 2,3 35
E 29 9 9 37
F 23 8 5 43
G 23 4 5 37
H 35 8 5 47
[ 39,1 6 9 41
J 35 8 13 35
K 29 6 9 35
L 29 6 9 35
M 35 4 5 45
N 35 4 13 43
) 23 8 13 37
P 23 4 13 38

Meio de cultura 48
SDS 33
Agua 70

Fonte: Autora

Figura 26 — Comparagéao da tensao superficial de cada extrato
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Figura 27 — Redugédo na tenséo superficial em fungédo da condigédo de crescimento
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E importante destacar que esses resultados corroboram com dados descritos
por Sarubbo e colaboradores (2022), que descreve como pH ideais para produgao de
biossurfactantes entre os valores de 5,7 e 7,8 e temperaturas entre 27 e 30°C. E
verificado, no entanto, um antagonismo em relagdo a avaliagcdo do indice de
emulsificacdo, uma vez que foram observados valores significativamente elevados ao
utilizar-se tempos menores de crescimento e temperaturas variadas, corroborando
com o que foi verificado por Ferreira et al., (2020) conforme citado anteriormente, onde
compostos bioemulsificantes n&o levam a uma redugdo significativa da tenséo
superficial e desta forma, sugere que as duas caracteristicas ndo se correlacionam,
podendo levar a uma selegdo inicial equivocada, uma vez que moléculas com
potencial para atuar como biossurfactante nem sempre sao bioemulsificantes.

Assim como descrito por Drakontis et al. (2020), existem importantes aspectos
que devem ser levados em consideracdo quando se avalia as distingdes entre
compostos biossurfactantes e compostos com aspectos bioemulsificantes. Quando
compostos biossurfactantes apresentam baixa massa molar, os mesmos se mostram
melhores em reduzir a tensao superficial na interface ar-agua e a tensao interfacial da
interface Oleo-agua. Diferentemente, compostos que apresentam alta massa molar,
verifica-se que os mesmos s&o mais efetivos na estabilizacdo de sistemas de

emulsdes 6leo em agua agindo como bioemulsificantes.
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Dessa forma, levando-se em consideracédo os dados obtidos, foram utilizados
os resultados de reducgao da tensao superficial, para avaliagdo da melhor condi¢do de
crescimento do fungo, na avaliagdo da produgcdo de compostos com potencial para
atuar como biossurfactante, através da realizagdo de uma analise estatistica, por meio
do programa Statistica (versdo 14.0.0.15 - 1984-2020 TIBCO Software INC.).

Analisou-se, assim, os resultados atraveés do grafico de Pareto, em que o efeito
de cada variavel é padronizado e a interacdo € calculada pela equacdo 3 com um
nivel de confianca de 95%. Desta forma, verifica-se que a variavel que mais
influenciou na produgcdo dos compostos desejados foi a temperatura (termo

quadratico) (Figura 28).
el = o
cal = gp(gn)

(3)

em que: 6" representa o valor do efeito e EP (0") o erro padréo para cada efeito

Figura 28 — Grafico de Pareto para redugéo da tensao superficial
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Fonte: Autora

A analise da estimativa dos efeitos corrobora com os dados obtidos via analise
do diagrama de Pareto (Tabela 15), uma vez que a analise dos resultados,
considerando um valor de p menor que 0,05, mostra maior influéncia da temperatura
no processo. Esse dado pode ser explicado pela redugao do crescimento do fungo em
temperaturas elevadas devido a baixa resisténcia do mesmo e destruicdo dos

micélios. Verifica-se também, embora ndo sendo considerada na analise como fator
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mais relevante, que o tempo (modo linear) de crescimento também se mostrou uma
variavel importante, uma vez que o fungo necessita de tempo suficiente para
crescimento e secre¢cao dos compostos de interesse.

Tempos muito curtos ndo sdo suficientes para ativacdo do metabolismo e
producdo em grande quantidade de compostos provenientes de seu metabolismo
secundario. Com relagdo ao pH (faixa entre 6 — 9), 0 mesmo n&o se mostrou um

parametro fundamental no crescimento do fungo e produgao de biossurfactantes.

Tabela 15 — Estimativa dos efeitos para o crescimento de CA10

Fatores (> = 0,8013) | Coeficiente | Erro padrdo t (6) p -95 % +95 %
Média 18,4917 3,400564 543782 | 0,001606 | 10,1708 | 26,81254
Efeitos
T (°C) (L) -0,6211 2,610080 | -0,23797 | 0,819820 | -7,0078 5,76550
T (C) Q) -10,3236 3,162605 | -3,26427 | 0,017157 | -18,0622 | -2,58498
pH (L) 0,9919 2,612224 | 0,37970 | 0,717246 | -5,4000 | 7,38374
pH (Q) -4,4356 3,173461 | -1,39771 | 0,211695 | -12,2008 | 3,32961
Tempo (dia) (L) 5,6885 2,615441 2,17497 | 0,072563 | -0,7112 | 12,08826
Tempo (dia) (Q) 0,9838 3,189829 0,30841 | 0,768200 | -6,8215 8,78899
Interacoes

T (°C) X pH 4,2988 3,411528 1,26009 | 0,254428 | -4,0489 | 12,64654
T(°C) X tempo (dia) 3,0259 3,411528 | 0,88696 | 0,409244 | -53218 | 11,37358
pH X Tempo (dia) 5,3422 3,411528 1,56594| 0,168403| -3,0055| 13,68995

Fonte: Autora

Através da analise das superficies de contorno (Figura 29) também foi possivel
determinar que temperaturas entre 27°C e 35°C, pH ligeiramente basicos e tempos
superiores a 10 dias favorecem a produg¢ao de compostos com potencial para atuar
como biossurfactante. Verifica-se também que pH acidos desfavorecem a produgao
de biossurfactantes bem como tempos muito baixos, que ndo sdo suficientes para
ativar o metabolismo do fungo.

Utilizando-se a fungdo de desejabilidade, foi possivel determinar a condigao
ideal para crescimento do fungo e produgcdo de compostos com potencial para atuar
como biossurfactante (Figura 30). Essa condig¢ao foi a utilizagdo de um pH igual a 8,
uma temperatura de 30°C e um tempo de crescimento de 15 dias. Os dados obtidos
apresentam uma boa confiabilidade, uma vez que a desejabilidade obtida foi 1, porém,
para validacdo dos resultados, foi realizado um novo crescimento nessa condigéo e,
o extrato obtido foi avaliado via determinacdo da tensdo superficial, indice de
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emulsificagao e, angulo de contato. Apds a realizagéo dessas analises, foi realizada a

pré purificacao do extrato visando a identificagcao da classe de compostos responsavel

pela acao como biossurfactante.

Figura 29 — Superficies de contorno obtidas durante a analise estatistica
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Figura 30 — Otimizagao das condigdes de crescimento
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5.3 PRE PURIFICACAO DO BIOSSURFACTANTE

ApoOs a determinagao da condigéo ideal para crescimento do fungo CA10 (pH
= 8, temperatura = 30°C e, tempo = 15 dias), visando a produ¢ado de compostos com
potencial para atuar como biossurfactante, foi realizado um novo crescimento nessa
condicdo e, posteriormente, realizada a pré-purificagdo através da extracao liquido-
liquido. Foram avaliados dois processos diferentes de extragdo liquido-liquido (item
4.3.6.). Apds a realizagdo desta etapa, foram realizadas analises via HPLC dos
extratos e fragdes obtidos (Figura 31-36).

Analisando-se as amostras obtidas apds a realizacdo de duas extragdes
consecutivas somente com cloroférmio, verifica-se que a fracdo cloroférmio mostrou
a presenca de um menor numero de compostos quando comparado com o extrato
bruto bem como uma predominancia de compostos com tempo de retencéo entre 7 e
10 min (Figura 32), o que indica a presenga de compostos de media polaridade.
Também ¢€ possivel identificar a presenca de uma elevada concentragdo de
compostos de média polaridade entre 7 e 10 min no residuo da extragédo (Figura 33),
0 que sugere a necessidade de outras etapas de extragdo visando aumentar a
concentragdo de compostos na fragdo organica.

Com relagéo a realizagao de extragbes com dois solventes (inicialmente com
acetato de etila e, posteriormente, com cloroférmio), verifica-se a presenca de
compostos de média para alta polaridade na fragdo acetato (Figura 34) bem como a
presenga de compostos de média para baixa polaridade na fragao cloroférmio (Figura
35). Também é possivel verificar que a extragdo com dois solventes se mostrou mais
eficiente na extracdo de metabdlitos produzidos pelo fungo CA10 (Vouchered
mycorrhizae). Dessa forma, visando a realizagdo de uma avaliagcdo referente a
eficiéncia dos processos de extragao utilizados na pré purificacdo de biossurfactantes,
foram realizados ensaios referentes a determinac¢ao da reducao da tensao superficial,
determinacdo do indice de emulsificagdo, bem como determinagdo do angulo de
contato.
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Figura 31 — Cromatograma do extrato bruto obtido
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Figura 32 - Cromatograma da fragéo cloroférmio (extracdo somente com CHCl3)
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Figura 33 - Cromatograma do residuo (extracdo somente com CHCl3)
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Figura 34 — Cromatograma da fragao acetato (extragcdo com acetato e CHCls)
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Figura 35 - Cromatograma da fragéo cloroférmio (extragdo com acetato e CHCls)
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Figura 36 - Cromatograma do residuo (extracdo com acetato e CHCl3)
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Fonte: Autora

A analise da tens&o superficial do extrato inicial, das fragbes obtidas e dos
residuos (Tabela 16, Figura 37-39) mostram uma redugdo de 53,4% na tenséo
superficial em relagdo a agua, ao avaliar-se a fragao obtida apos a extragdo somente

com cloroférmio. Com relacdo a fracao cloroférmio obtida durante o processo de
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extracao inicialmente com acetato de etila e posteriormente, com cloroférmio, verifica-
se uma reducado de 52,1%, a concentragdo das solugdes preparadas a partir dos
residuos em agua, para leitura da redugédo da tensao superficial, € de ~ 5% (1%
residuo seco reconstituido em 20 mL de agua), no entanto as solugdes dos extratos
foram lidos tal e qual e, para um comparativo avaliou-se o teor de sodlidos, para
referéncia de concentracdo em relacdo as fragdes diluidas a partir dos residuos
(Figuras 37 a 40).

Tabela 16 — Dados de tensao superficial obtidos durante a pré-purificacao

Extrato/Fragdo Tensdo (mN.m™")
Extrato inicial 34,58
Fracdo CHCI3 (direto) 33,59
Residuo (CHCI3 direto) 34,49
Fracdo acetato/CHCI3 36,23
Fracdo CHCI3 34,46
Residuo 46,74
RL 0,5 % 31
Agua 72

Fonte: Autora

Figura 37 — Comparacéao da tens&o superficial das fragbes obtidas
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Figura 38 — Graficos da tensao superficial dos residuos de fracionamento
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Figura 39 — Redugédo da tenséo superficial em comparagdo com a agua
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Desta forma, verifica-se que a utilizacdo de dois solventes nesta etapa de pré-
purificagdo, para estes materiais, ndo justifica, uma vez que ndo houve incremento
satisfatorio na extracdo dos compostos. De forma que, em trabalhos futuros, seja
interessante a realizagdo de um maior numero de extragées somente com cloroformio

visando aumentar a eficiéncia desta etapa.
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E importante destacar que foi realizada uma comparacéo da reducéo da tens&o
superficial com a de um biossurfactante comercial, Ramnolipidio (R90 Rhamnolipid
Biosurfactant - Agae Technologies, lote: A791256129) (Apéndice A), por meio da
analise dos resultados, verifica-se que a utilizacgdo do mesmo em uma concentragao
de 0,5 % em agua levou a resultados proximos aos obtidos durante a realizagdo do
trabalho (56,94%) com o material pré purificado, o que confirma a eficiéncia dos
compostos metabolizados pelo fungo Vouchered mycorrhizae, como biossurfactante.

Salienta-se que a utilizacdo de concentracbes mais elevadas do
biossurfactante comercial (BC) utilizado ndo levaram a mudangas significativas na

tensao superficial (Figura 40).

Figura 40 — Tens&o superficial do BC em diferentes concentragdes
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Fonte: Autora

Além da avaliagao da variacao da tensao superficial, também foram realizados
ensaios referentes a determinac¢do do indice de emulsificagédo (Tabela 17, Figura 41).
Ao se analisar os resultados, verificou-se que as fragdes dos extratos purificados
apresentam melhor performance de indice de emulsificacdo quando comparado aos
extratos brutos (residuos) e as solugbes de Ramnolipidio a 0,5% e a 3,0% em agua.
Os residuos apds a extracdo também apresentam bom resultado dentro do

comparativo, o que direciona para uma melhoria no processo de pré-purificagao.
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Tabela 17 — Dados de Emulsificacao

Material / Extrato % de emulsificagdo

Crescimento Inicial 50
Residuo (acetato e CHCIs) 40
Residuo(CHCIs) 38
Fragao com acetato 59
Fracdo CHCI; direto 56
Fracdo CHCls; 61
RL 0,5% agua

RL 1,0% agua

RL 2,0% agua 36
RL 3,0% agua 38

Fonte: Autora

Figura 41 — indice de emulsificagéo (biossurfactante em diferentes concentragdes)
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*C1-Crescimento Inicial, R1-Residuo (da ext. Acetato de etila e cloroférmio), R2-Residuo Cloroférmio, F1-Fragéo
acetato de etila, F2-Fragdo Cloroférmio direto (extracdo Unica com cloroférmio), F3-Fragéo cloroformio (da ext.
Acetato e cloroformio).

Fonte: Autora

A avaliagéo de angulo de contato (Tabela 18, Figura 42) foi feita levando-se em
consideragao a relagcdo com a agua e em superficie de inox. Os ensaios foram feitos
com o residuo e extratos do material pré-purificado, usando como comparativo um

surfactante n&o iénico, o alcool graxo etoxilado C11-5EQO, (material que possui baixa
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tensdo superficial, sendo um excelente espalhante, muito aplicado no segmento

agroquimico).

Tabela 18 - Dados de &ngulo de contato obtidos a 21°C (INOX)

Produto / Extrato Esquerda | Direita | Média
Agua 77,2 78,9 78,05
RL 0,5% em agua 37,4 38,3 37,85
AE C11-5EO - 0,5% em agua 9,3 7,9 8,6
Residuo (Acetato Ee CHCIs) 51,2 50,2 50,7
Fracdo CHCI3 48,9 47,7 48,3
Fracao Acetato 47 4 50,7 49,1
Residuo (CHCIs direto) 66,5 66,2 66,35
Fracdo CHCI; -Direto 46,1 46,1 46,1
Crescimento Inicial 48,6 49,1 48,85

Fonte: Autora

Figura 42 - Avaliagao do angulo de contato sobre superficie de inox
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Fonte: Autora

Em relagdo aos resultados obtidos pela avaliagdo de angulo de contato,
observa-se que os valores baixos, ou seja, 6<90 °, podem ser relacionados a uma boa
umectacéo, molhabilidade, enquanto, valores mais altos de &ngulo de contato 6>90 °,
indicam uma n&o boa umectagédo, molhabilidade. Quando o angulo de contato é 0°,

pode-se observar que a superficie em teste se molhara por completo.
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Além das analises referentes a tensao superficial, indice de emulsificagao bem
como angulo de contato, forma realizadas analises via RMN para avaliag&o do tipo de
biossurfactante presente. Em relagdo as analises dos espectros de RMN-H' das
fragdes obtidas, é possivel verificar a presenga de hidrogénios atribuidos a glicosideos
bem como hidrogénios de estruturas alifaticas. Analisando-se o espectro obtido apés
a realizagédo da extragdo com solvente organico somente com cloroférmio (Figura 43),
verifica-se a presenga de sinais na regido entre 3,0 e 4,5 ppm que sugerem a presenca
de hidrogénios de carbonos vizinhos a oxigénio de compostos glicosilados.

Também é possivel verificar a presenga de varios hidrogénios de cadeias
alifaticas entre 0,5 e 2,5 ppm bem como um sinal em 5,32 ppm que sugere a presenca
de hidrogénios vizinhos a grupos carbonilicos em estruturas ciclicas e, um sinal em
7,27 ppm, que sugere a presenca de grupos N-H de ligagdes peptidicas (KOPALLE;
POTHANA; MADDILA, 2022; PAUL et al., 2022; PANDEY et al., 2022; ZARGAR et al,

2022). Esses sinais observados sugerem a presenca de glicolipidios e lipopeptidios.

Figura 43 — H'-RMN da fragao cloroférmio (extragdo com CHCls)
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Esses resultados corroboram com dados obtidos por Pandey e colaboradores
(2022) que avaliaram a producgao de biossurfactantes por Aeromonas hydrophila RP1
e, apos o processo de fermentacgao e extracdo com cloroférmio, obtiveram uma fragao
rica em glicolipidios com agéo de biossurfactante. Em analise via RMN, foram obtidos
sinais semelhantes aos verificados na fragdo avaliada. Também €& possivel citar
estudo realizado por Zargar et al., (2022), que evidenciaram a produgdo de
biossurfactantes glicosilados por Bacillus sp. IITD106 e verificaram a presenca de
grupos carboxilicos de compostos glicosidicos em analises via RMN ou estudos
realizados por Kopalle e colaboradores (2022) que também estudaram glicolipidios e
verificaram sinais de mesmo deslocamento quimico, observado no presente trabalho
(regido de 5,3 ppm). Com relagao a presenca de lipopeptideos, destaca-se estudos
realizados por Paul et al. (2022) que evidenciaram sinais na regido de 7,2 ppm
referentes a grupos N-H de ligagbes peptidicas e corroboram com os dados
apresentados.

Ao analisar-se as fragcbes obtidas a partir da extragdo com acetato de etila
(Figura 44) seguida da extracdo com cloroformio (Figura 45) verifica-se também a
presencga de hidrogénios referentes a estruturas glicosiladas na regiao entre 3,0 e 4,5
ppm, bem como, hidrogénios de cadeias alifaticas entre 0,5 e 2,5 ppm, como
evidenciado anteriormente, porém, na fracdo acetato é evidenciada a presencga de um
sinal em 5,30 ppm que sugere a presenga de hidrogénios vizinhos a grupos
carboxilicos de estruturas ciclicas.

Esse sinal ndo € evidenciado na fracdo cloroformio. Destaca-se também a
presencga de singletos na regido entre 6,92 e 7,26 ppm que sugerem a presenga de
estruturas aromaticas e, um sinal em 8,02 ppm que sugere a presenca de hidrogénios
de grupos carboxilicos. Salienta-se que o sinal mais intenso em 3,35 ppm e em 3,65
ppm, se refere a presenga de agua e que o sinal em aproximadamente 2,5 ppm em
todos os espectros, se refere ao solvente deuterado utilizado (DMSO).

Dessa forma, os resultados sugerem a produ¢cdo de uma combinagao de
glicolipidios e lipopepitidios durante o processo de produgdo de biossurfactante
utilizando o fungo CA10 sendo necessaria realizagado de outras etapas de purificagéo,
para avaliacdo da capacidade de atuar como biossurfactante das substancias isoladas

ou se existe a necessidade de sinergia entre as mesmas.



Figura 44 - H'-RMN da fragao acetato (extragdo com acetato e CHCls)
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Figura 45 - H'-RMN da fragao cloroférmio (extragdo com acetato e CHCIs)
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6 CONCLUSOES

Durante o desenvolvimento do presente trabalho foi possivel verificar a
producéo de biossurfactantes por fungos associados a caules e folhas de mandioca
bem como avaliar a influéncia dos parametros temperatura, pH e tempo no aumento
da producao desses compostos. Dessa forma, apds a caracterizagdo do material via
determinacao da tensao superficial, bem como do indice de emulsificagao, verificou-
se a maior producgéo desses compostos pelo fungo Vouchered mycorrhizae (CA10).

Observou-se também que temperatura foi a variavel de maior relevancia na
producéo de biossurfactante pelo fungo Vouchered mycorrhizae, seguida do tempo
(horas/dias) e do pH. Também foi possivel verificar que, embora o fungo apresente
caracteristica de produtividade de biossurfactantes, o mesmo também pode ser capaz
de produzir compostos com potencial para atuar como bioemulsificante.

O efeito de redugdo de tensdo superficial, bem como o espalhamento
observado pela analise de angulo de contato em superficie de inox dos extratos
(cloroférmio direto, cloroformio e acetato) frente a agua, demonstram baixas forgas de
coesao, podendo o material ser um potencial agente em limpeza de superficies.

A realizagao da preé-purificagdo do extrato obtido a partir do fungo CA10, apos
a realizagdo do cultivo em meio otimizado, possibilitou a obtengdo de um composto
com elevada pureza, sendo possivelmente, o responsavel pela agcao biossurfactante,
sendo que, purificacbes adicionais serdo necessarias, visando a identificacdo deste
composto, bem como a avaliagdo do potencial econémico para a aplicagdo do mesmo
em processos industriais.

Verificou-se assim, a possibilidade de se ter alternativas a producdo de
biossurfactantes de base glicosiladas, substituindo bactérias como pseudomonas
aeruginosas, por fungos oriundos de caules e folhas de mandiocas. E importante
destacar também como recomendagdo de préximas etapas, uma avaliagéo
toxicoloégica do material produzido, bem como o atendimento a composi¢cao dos dados
de seguranga de produtos quimicos visando identificar campos de aplicagdo do
produto.
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Apéndice A - Certificado de Analise Ramnolipideo R90

Certificado de Analise - R90 Rhamnolopid Biosurfactant — Lote: A791256129
Pureza: ~ 90% por HPLC (método protegido como “Proprietary”);

Glicolipidios identificagao: Mistura de ramnolipideos congéneres Confirmado por LC-
MS.

Produzido por: AGAE Technologies LLC, Corvallis, Oregon, USA



