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RESUMO

Biotecnologicamente, os biossurfactantes séo utilizados como emulsificantes e redutores de
tensdo superficial em setores industriais, farmacéuticos e alimenticios. Para diminuir os custos
da producéo, sdo utilizadas fontes de carbono alternativas, como os residuos agroindustriais. O
presente trabalho teve como objetivo selecionar microrganismos produtores de
biossurfactantes, isolados previamente de painéis fotovoltaicos; como também avaliar e
otimizar a producdo de biossurfactante utilizando melago de soja como substrato. O melago foi
caracterizado e submetido a pré-tratamento para aumentar a quantidade de monossacarideos
acessiveis aos microrganismos. Para confirmar a sintese de biossurfactante pelos
microrganismos foi utilizado como parametro a reducao da tenséo superficial, e posteriormente,
foi feita a otimizacdo da producéo por delineamento fatorial fracionado (2°1). As condicdes
selecionadas foram o melaco de soja diluido, sob temperatura de 50°C e rotacdo de 200 rpm,
que resultaram no maior indice de emulsdo e na maior reducdo de tensdo superficial. Os
biossurfactantes produzidos nos ensaios com Psychrobacter sp. e Rhodotorula mucilaginosa
emulsionaram diferentes fontes hidrofébicas - éleo de soja (93,77 e 84,03%), 6leo de motor
(80,67 e 67,99%), querosene (85,66 e 62,01%) e 6leo diesel (95,30 e 88,19%); além de reduzir
a tensdo superficial (34,32 e 34,27 mN.m%), respectivamente para bactéria e levedura. Por fim,
este trabalho visou a selecéo de cepas produtoras de biossurfactante e a valorizagdo da biomassa
para a producdo de moléculas de alto valor agregado.

Palavras-chave: Biossurfactante; Design Experimental; Melaco de soja; Triagem; Tens&o
Superficial.



ABSTRACT

Biotechnologically, biosurfactants are used as emulsifiers and surface tension reducers in
industrial, pharmaceutical and food sectors. To reduce production costs, alternative carbon
sources are used, such as agro-industrial waste. The present work aimed to select
microorganisms that produce biosurfactants, previously isolated from photovoltaic panels; as
well as evaluating and optimizing the production of biosurfactant using soy molasses as a
substrate. The molasses was characterized and subjected to pre-treatment to increase the amount
of monosaccharides accessible to microorganisms. To confirm the synthesis of biosurfactant by
microorganisms, the reduction in surface tension was used as a parameter, and subsequently,
production was optimized using a fractional factorial design (2°%). The selected conditions were
diluted soybean molasses, at a temperature of 50°C and rotation of 200 rpm, which resulted in
the highest emulsion index and the greatest reduction in surface tension. The biosurfactants
produced in tests with Psychrobacter sp. and Rhodotorula mucilaginosa emulsified different
hydrophobic sources - soybean oil (93.77 and 84.03%), engine oil (80.67 and 67.99%),
kerosene (85.66 and 62.01%) and diesel oil (95.30 and 88.19%); in addition to reducing surface
tension (34.32 and 34.27 mN.m™), respectively for bacteria and yeast. Finally, this work aimed
to select biosurfactant-producing strains and valorize biomass to produce molecules with high
added value.

Keywords: Biosurfactant; Experimental Design; Soybean Molasses; Screening; Surface

Tension.
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1 INTRODUCAO

Brasil, Estados Unidos e Argentina sdo os maiores produtores de soja do mundo (Valdes
et al., 2023). Segundo a Companhia Nacional de Abastecimento (CONAB, 2023), o Brasil
gerou, na safra de 2022/23, 154,6 milhGes de toneladas por ano, aproximadamente. O melago
de soja é um subproduto do concentrado proteico de soja produzido por extracdo alcoodlica,
composto por carboidratos sollveis, proteinas, lipidios e cinzas (Loman & Ju, 2016; Cheng et
al., 2017). A cada 600 toneladas de concentrado de soja produzidas séo geradas 200 toneladas
de melaco (Siqueira et al., 2008). Por conta dessa quantidade de melago, foi proposto a sua
utilizacdo como fonte de carbono no cultivo microbiano (Oliveira et al., 2020).

Diferentes autores investigaram o uso do melago como substrato de baixo custo para a
producdo de metabdlitos secundarios com alto valor comercial (Zhang et al., 2009; Al-Bahry
et al., 2013; Vrieze et al., 2015). Os metabdlitos primarios e secundarios produzidos pelos
microrganismos sdo fundamentais em processos biotecnoldgicos. Metabolitos primarios séo
sintetizados ininterruptamente durante o crescimento do microrganismo, pois sao essenciais
para garantir a sobrevivéncia e processos celulares, como crescimento e reproducdo. Um
exemplo disso sdo os fosfolipidios e glicolipidios, biossurfactantes presentes na membrana
celular que formam na bicamada lipidica uma conformacdo micelar (Kosaric & Sukan, 2014;
Vieira et al., 2021)

No entanto, metabdlitos secundarios ndo sdo essenciais para o crescimento do
organismo, mas fornecem vantagens adaptativas. Por serem ndo essenciais sao produzidos na
fase estaciondria da curva de crescimento, quando os substratos sdo esgotados ou quando
submetidos a alguma condigdo de estresse. Entre 0os metabolitos secundarios estdo antibioticos,
pigmentos, toxinas, inibidores enzimaticos e biossurfactantes (Fouillaud & Dufossé, 2022).

Os biossurfactantes sdo moléculas de natureza anfifilica por conterem, ao mesmo
tempo, um grupo hidrofilico e um hidrofébico. As principais caracteristicas sdo a reducdo da
tensdo superficial (Akbari et al., 2018), formacao de emulsbes estaveis, alta biodegradabilidade,
alteracdo da molhabilidade em uma superficie sélida e baixa toxicidade (Panjiar et al., 2020;
Sharma & Pandey, 2020; Datta et al., 2020).

Concomitantemente, os surfactantes sintéticos ocasionam espumas superficiais em
corpos hidricos, o que pode influenciar os componentes biéticos e abiéticos do meio. Além
disso, podem penetrar na membrana celular e ocasionar uma reagdo toxica, inflamatoria e

estresse oxidativo. Um exemplo desses danos ocorre em peixes, que ao acumularem essas
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moléculas no organismo, tem como consequéncia a perda de visdo e danos as guelras, além da
desregulacdo enddcrina (Sobrino-Figueroa et al., 2018; Arora et al., 2022).

Devido a esses atributos, os biossurfactantes tornam-se uma alternativa aos surfactantes
sintéticos e sdo de interesse para aplicagbes em diversos setores industriais, como na &rea
agricola, farmacéutica, na inddstria de cosméticos e para processos de biorremediacao (Ashish
& Das et al., 2018). Os biossurfactantes sé@o produzidos por diversos microrganismos. No
entanto, microrganismos isolados de ambientes extremos podem produzir biossurfactantes de
interesses biotecnologicos distintos. Ambientes extremos ndo estdo restritos somente a
ambientes naturais, mas também artificiais, como os painéis fotovoltaicos (Moura et al., 2021).

Os microrganismos isolados da superficie dos painéis fotovoltaicos sdo, em sua maioria,
pigmentados e, com resisténcia a radiacdo e dessecacdo (Tanner et al., 2018). Essas
caracteristicas estdo relacionadas com a superagdo do estresse oxidativo dos microrganismos
perante & irradiacdo e a dessecacdo, tornando-os atrativos para aplicacfes biotecnoldgicas (Qi
et al., 2020).

Dentre os microrganismos isolados de painéis solares, destacam-se neste trabalho alguns
géneros ja reportados na literatura como produtores de biossurfactantes (Qi et al., 2021; Qi et
al., 2022; Zargar et al., 2022), como espécies de leveduras do género Rhodotorula capazes de
crescer em ambientes aciddfilos, com pH de 1,5, em condi¢cBes de estresse oxidativo,
temperaturas extremas e altas salinidade (Johnson, 2013; Tkavc et al., 2018; Su et al., 2019;
Chaves et al., 2021; Loeto et al., 2021). Também abordam-se espécies de bactérias do género
Kocuria, Psychrobacter e Gordonia que possuem representantes extremofilos como alcaléfilos,
halotolerantes, resistentes & radiacdo UV-C e dessecacdo (Sarafin et al., 2014) e ao estresse
oxidativo (Bottos et al., 2020; De Lemos et al., 2023).

Dessa forma, o presente estudo visou avaliar a producdo de biossurfactantes por
microrganismos isolados de painéis fotovoltaicos e otimizar a producéo utilizando do melago
de soja como fonte de carbono. O presente trabalho é divido dois capitulos, sendo o primeiro o
Artigo 1 “Triagem de cepas bacterianas isoladas de painéis fotovoltaicos para a producao
de biossurfactante” e o segundo, Artigo 2 “Producéo e otimizagéo de biossurfactante por
Rhodotorula mucilaginosa e Psychrobacter sp. utilizando melago de soja como fonte de

carbono”
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2 ARTIGO 1

Triagem de cepas bacterianas isoladas de painéis fotovoltaicos para a producéo de
biossurfactante

Resumo

Microrganismos extremofilos se adaptam para sobreviver em ambientes em que as propriedades
fisico-quimicas sdo hostis a maioria dos organismos vivos. A presenca de extremofilos,
entretanto, ndo se restringe a ambientes naturais, pois eles também podem colonizar ambientes
artificiais como painéis fotovoltaicos. Devido a resisténcia a radiacdo e dessecacdo, esses
microrganismos costumam sintetizar metabdlitos de interesse biotecnoldgico, como pigmentos
e biossurfactantes. Portanto, foi avaliada a capacidade de produzir biossurfactantes por trés
espécies: Gordonia sp., Kocuria sp. e Psychrobacter sp.. A determinagéo da cepa mais eficiente
na producdo de biossurfactante foi feita a partir de um planejamento de experimentos (DOE),
adotando como fatores: cepas, tempo de cultivo e meio de cultura. Como variaveis resposta foi
utilizado o indice de emulsdo (%E24) e a capacidade de reduzir a tensdo superficial (TS). A
andlise de variancia (ANOVA) com ajuste de Tukey foi aplicada para verificar a existéncia de
diferenca significativa (p < 0,05), entre as tensdes superficies (TS) e emulsdes. A partir dos
resultados, foi obtida a condicdo otimizada para a producdo de biossurfactante utilizando a cepa
Psychrobacter sp., em meio Bushnell-Hass por 168h; em que foi possivel alcangar 90,66% da
emulsdo e reduzir a TS de 72 mN.m™ para 38,44 mN.m™. Os ensaios possibilitaram a escolha

de microrganismos promissores na producdo de biossurfactante.

Palavras-Chave: Extremdfilos; Biossurfactante; Emulsificante; Otimizacdo
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2.1 INTRODUCAO

Os extremofilos sdo microrganismos que conseguem sobreviver em ambientes cujas
propriedades fisico-quimicas s&o limitantes (Basak et al., 2020). Eles podem ser classificados
como tal quando condicfes extremas sdo necessarias para permitir seu crescimento, ou
extremo-tolerantes quando sdo capazes de tolerar condi¢cbes ambientais adversas, mas Sseu
crescimento ideal ocorre em condi¢cbes mais amenas (Salwan & Sharma, 2020). Esses
microrganismos sdo denominados de acordo com as condigOes para as quais estdo adaptados
para sobreviver ou tolerar, sendo classificados, por exemplo, como terméfilos, psicrofilos,
hal6filos e acidofilos (Azevedo et al., 2023).

A presenca de termdéfilos ndo se restringe a ambientes naturais, mas também podem ser
encontrados em ambientes artificiais, como os paineis fotovoltaicos (Moura et al., 2021).
Tanner et al. (2019) relataram que 0s microrganismos presentes nos painéis sdo pigmentados e
resistentes a radiacao e dessecacdo, o que torna seus metabdlitos interessantes do ponto de vista
biotecnoldgico. As moléculas produzidas por esses microrganismos apresentam propriedades
Unicas e maior estabilidade quando comparadas as moléculas sintetizadas por microrganismos
mesofilos (Ibrahim, 2018; Salwan & Sharma, 2020). Moura et al. (2021) investigaram a
diversidade microbioldgica de painéis fotovoltaicos e encontraram genes de degradagdo de
hidrocarbonetos. Dentre as cepas encontradas, microrganismos dos géneros Gordonia, Kocuria
e Psychrobacter foram selecionados para estudo de produgéo de biossurfactantes.

Os biossurfactantes sdo moléculas tensoativas e emulsificantes, que possuem ampla
aplicabilidade e sdo sintetizadas por diferentes organismos vivos, como fungos, leveduras e
bactérias; o que implica, em uma elevada diversidade de estruturas, conformacbes e
composicoes (Manga et al. 2021). Apesar dessas distin¢des, todos os biossurfactantes sdo
caracterizados por possuirem um grupo hidrofébico e um hidrofilico, permitindo sua
solubilizacdo tanto em solventes polares, como em apolares. Devido a essa natureza, 0S
biossurfactantes sdo chamados anfifilicos.

Ao contrario dos surfactantes sintéticos, geralmente categorizados devido a sua
polaridade, os biossurfactantes podem ser classificados em termos de produgdo microbiana,
composicao quimica, estrutura molecular e peso molecular (Sarubbo et al., 2022).

Em sistemas naturais, a producéo de surfactante microbiano é um sinal de adaptacdo,
uma vez que esta associada a funcgdes fisiologicas, como a formacdo de biofilme, quorum
sensing, diferenciacdo celular e protegdo contra elementos toxicos ou outros microrganismos

(Van Hamme et al., 2006). Além disso, esses compostos favorecem os processos de obtencdo
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de nutrientes e auxiliam na solubilizacdo de substratos hidrofébicos, aumentando a
disponibilidade dos substratos, a hidrofobicidade da célula e auxiliando na sobrevivéncia nesses
ambientes (Shah et al. 2016; Ibrahim et al., 2018).

Além de apresentarem baixa toxicidade e alta biodegradabilidade (Schultz & Rosado,
2019), os biossurfactantes apresentam importantes propriedades, tais como reducdo da tensao
superficial, molhabilidade, emulsificacdo, dispersdo e agregacdo de solidos. Essas
caracteristicas podem ser vantajosas em aplica¢@es industriais, médicas e processos ambientais
(Drakontis & Amin, 2020); o que justifica a ampla aplicabilidade dessas moléculas.

Quando obtidos de bactérias, os biossurfactantes sdo usualmente produzidos durante a
fase estacionaria de crescimento (Shah et al., 2016) e podem ser encontrados aderidos a
membrana celular ou secretados nos meios de cultura como metabdlitos secundéarios (Vieira et
al., 2021). O género Gordonia possui alta adaptabilidade, podendo apresentar diferentes
caracteristicas a partir de condigdes ambientais diversas (Silva et al., 2022). Além disso, estudos
comprovaram a capacidade de producdo tensoativa por essa bactéria e sua natureza glicolipidica
(Qi et al., 2021; Qi et al., 2022; Zargar et al., 2022). Espécies do género Psychrobacter estdo
presentes, predominantemente, em ambientes de baixa temperatura, mas também podem ser
isoladas de animais, alimentos e guano (Bowman, 2006; Lasek et al., 2017). Esse género ja
apresentou capacidade de produgdo de bioemulsificantes, que foram caracterizados como
glicolipidios (Trudgeon et al., 2020; Riccardi et al., 2022). Ainda, a producdo de biossurfactante
de natureza lipopeptidica por espécies do género Kocuria ja foi reportada em diferentes estudos
(Dubey et al., 2012; Sarafin et al., 2014; Karnwal, 2017).

Nesse contexto, 0 objetivo deste estudo foi investigar a producdo de biossurfactantes
pelas cepas Kocuria sp., Gordonia sp. e Psychrobacter sp., isoladas de painéis fotovoltaicos;
bem como a otimizagdo da producédo de biossurfactantes considerando a cepa, o tempo e 0 meio
de cultivo.
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2.3 METODOLOGIA
2.3.1. Ensaios de Producéo de Biossurfactantes

2.3.1.2.  Selecdo de Cepa Bacteriana
As bactérias, Kocuria sp., Psychrobacter sp. e Gordonia sp., foram isoladas
previamente de painéis fotovoltaicos de Itatiba (-22°59’36.3”, -46°50°48") — PSI — e
Sorocaba (-23°28°55”, -47°22°19.9”) — PSR - durante o inverno. Dados climatol6gicos de
junho de 2020 — ano de coleta das amostras — registrados pelo Instituto Nacional de
Meteorologia (INMET) indicaram que a temperatura estava proxima a 19°C, com umidade
relativa de 72%, para ambas as cidades. Com relacdo a radiagdo solar, em Itatiba, estava a
267 W/m? e em Sorocaba estava a 311,5 W/m?, os niveis de precipitacdo a 0,1 mm e 0,05
mm, respectivamente. Além disso, a temperatura do painel era de 21°C para o PSl e 43°C
para PSR. Por fim, com relagéo a limpeza e instalacdo, o painel de Itatiba foi instalado um
ano antes da coleta e limpo seis meses antes; enquanto que o de Sorocaba fora instalado ha
dois anos antes da retirada da amostra e nunca fora limpo (Moura et al., 2021).
Posteriormente, foi elaborada uma triagem a partir de um planejamento de experimentos
(DOE) considerando-se as cepas, tempo e meio de cultura como fatores (Tabela 1.1); enquanto
como respostas avaliou-se o indice de emulsdo e a capacidade de reduzir a tensdo superficial.
Para isso, foi elaborado um experimento fatorial completo totalizando 54 ensaios. Os resultados
foram analisados a partir de Anélise de Variancia (ANOVA), utilizando o software Minitab 19
e adotando o intervalo de confianca de 95%. Os dados foram utilizados na ferramenta de
otimizacg&o de respostas visando determinar as condigdes que possibilitaram a maior emulséo
e a maior reducdo de tensdo superficial. Para isso, foi utilizado o método Desirability, que
determina a melhor condi¢do do processo dentre as diversas respostas, considerando como 0
uma resposta indesejavel e 1 a resposta ideal (Candioti, 2014).

Tabela 1.1 — Varidveis independentes e niveis de variacdo do experimento fatorial completo

Variaveis Niveis de Variagdo
Tempo (h) 72 120 168
Cepas Kocuria sp. Psychrobacter sp. Gordonia sp.
PSR 72 (1) PSI 68 (2) PSR 46 (3)
Meio de Bushnell-Haas M9 - Minimal Salts McKeen
Cultura (M1)! (M2)? (M3)3

Y(lbrahim et al., 2013); *(Trudgeon et al., 2020); *(Dhagat & Jujjavarapu, 2021)
Fonte: Elaborado pela autora.
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2.3.3.2. Padronizagao do Inéculo

As cepas bacterianas foram cultivadas em Agar Triptona de Soja (TSA) por 48h. Com
alca calibrada de 10 pL, transferiu-se a colonia para 10 mL de Caldo Nutriente (Hudson et al.,
1987), mantido em frasco Erlenmeyer. O indculo permaneceu por 24 h a 30°C sob agitacdo de
120 rpm em incubadora com agitacdo orbital. Em seguida, centrifugou-se a 7197 g para obter-
se a biomassa microbiana, que foi ressuspendida em solucéo salina estéril (0,9% de NaCl) para
padronizacdo do in6culo. A absorbancia foi medida e ajustada para 1 a 600 nm, correspondendo
a 1,0 x 107 unidades formadoras de colénia (UFC).mL?. Os ensaios de producdo de
biossurfactante foram inoculados com 10% dessa suspenséo (Marcelino et al., 2019).

2.3.3.3.  Meio de Cultura

Os meios de cultura testados para producédo de biossurfactante foram (1) Bushnell-Haas,
seguindo a metodologia de Ibrahim et al. (2013), contendo a seguinte composicdo em g.L !
2,2 de Na2HPQg4; 0,01 de FeSOs4 . 7H20; 0,05 de NaCl; 1,4 de K2HPO4; 0,02 de CaCl. e 0,6 de
MgSO4 .7H,0, e suplementado com 5 mL da solugéo estoque contendo em g.L™!: 0,56 de
H3BO3; 0,42 de CoCl, . 6H20; 1,0 de CuSOs4. 5H20; 1,78 de MnSQ4. 4H20; 0,39 de Na2MoOg4
. 2H20; 2,32 de ZnSO4. 7H;0; 1,0 de EDTA,; 0,004 de NiCl,. 6H20 e 0,66 KI. (2) M9 Minimal
Salts (Trudgeon et al., 2020) constituido de (g.L2): 64 de NazHPO4. 7H20; 15 de KH2POq; 2,5
de NaCl; 5 de NH4Cl e 2% de 6leo de soja estéril. (3) meio McKeen (Dhagat & Jujjavarapu,
2021) composto de, em g.L1: 10 de CsHsNOsNa; 1 de MgSO, .7H,0; 1 de K:HPO4; 0,5 de
KCI; 3 de extrato de levedura; 10 de glicerol e suplementado com 1 mL da solugéo traco
contendo (g.L!): 5de MgSO4.7H.0; 1,6 de CuSO4. 5H20; 0,15 de FeSO4. 7H0.

Os ensaios foram realizados em Erlenmeyer de 125 mL com 75 mL de meio reacional
e mantidos em incubadora orbital sob agitacdo de 200 rpm e temperatura estabilizada em 30°C
(Hudson et al., 1987). O meio de cultivo foi centrifugado a 7197 g, 4°C por 20 min para
obtencdo do sobrenadante (Das & Kumar, 2018).

2.3.3.4. Tensdo Superficial

A tensdo superficial foi analisada com o biossurfactante extraido (Pruthi & Cameotra,
2003), em medidor de &ngulo de contato modelo Ramé-Hart 250 standard. A gota suspensa foi
fotografada com auxilio do software DROPimage Advanced e a tensdo foi mensurada através

do software ImageJ pelo plugin Pendent_Drop (Daerr & Mogne, 2016).
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2.3.3.5. Indice de Emulsio

Na analise do indice de emulsédo, o 6leo de soja foi utilizado como fonte hidrofobica.
Em tubo de ensaio de 10 mL foram adicionados 3 mL da fonte hidrofobica e 3 mL do
sobrenadante. O tubo foi agitado por 2 minutos em vértex e deixado em repouso por 24 horas
em temperatura ambiente. O indice de emulsdo foi calculado pela razdo entre a espessura da

camada emulsionada e a altura total (Cooper & Goldenberg, 1987).

2.3.3.6. Analise dos Resultados

Todos os experimentos foram feitos em triplicata e os resultados analisados por ANOVA
(p > 0,05) usando o Software Minitab 19. Os erros padrdo para os valores médios, com nivel
de confianca de 95%, serédo calculados e apresentados como barras de erro-padréo em todas as

representacoes graficas.
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Os maiores indices de emulsdo foram obtidos com 72h para os ensaios com Kocuria

sp. e Gordonia sp., atingindo, aproximadamente, 73% de emulsdo em meio M3 (Tabela

1.2). O indice de emulsdo com Psychrobacter sp. foi de 76% também em meio M3, porém

com 120h, além de atingir 90% em 168h utilizando o meio M1. Com relacdo a tensdo

superficial, os menores valores atingidos foram nos ensaios com Gordonia sp., com

reducéo da TS para 41,31 mN.m™ no meio M2 com 120h; como também nos ensaios com

Psychrobacter sp., em que a TS foi de 38,44 mN.m™ e 46,56 mN.m, utilizando os meios
M1 e M2, respectivamente, em 168h (Tabela 1.2).

Tabela 1.2 — Variaveis e média dos dados de TS e indice de Emulsdo

Meio  Tempo Cepas Iril(ln 2?_1")" Em”('(?/f)‘ EZ':/)Ied'a
M1 72h Kocuria sp. 67,92 + 0,25 49,07 +1,31
M2 72h Kocuria sp. 62,73 + 4,98 16,22 +4,49
M3 72h Kocuria sp. 64,43 +1,29 73,29 +7,14
M1 72h  Psychrobacter sp. 69,45 + 2,69 17,63 +541
M2 72h  Psychrobacter sp. 67,41 + 3,02 21,53 + 3,61
M3 72h  Psychrobacter sp. 55,19 +12,82 63,03 +0,97
M1 72h Gordonia sp. 65,41 +1,10 18,31 +0,18
M2 72h Gordonia sp. 65,78 + 6,84 17,23 + 7,39
M3 72h Gordonia sp. 68,13 +1,07 73,35 + 7,65
M1 120h Kocuria sp. 68,17 + 2,54 18,25 +5,15
M2 120h Kocuria sp. 58,67 + 13,00 13,29 +0,30
M3 120h Kocuria sp. 70,03 + 0,64 62,07 + 8,06
M1 120h  Psychrobacter sp. 69,05 +0,74 30,56 +2,16
M2 120h  Psychrobacter sp. 65,03 + 2,55 13,39 + 4,64
M3 120h  Psychrobacter sp. 71,01 +0,93 76,85 +2,13
M1 120h Gordonia sp. 68,22 +0,10 41,44 + 8,74
M2 120h Gordonia sp. 41,31 +1,12 8,79 +1,94
M3 120h Gordonia sp. 63,72 + 7,57 17,90 + 2,46
M1 168h Kocuria sp. 70,10 + 0,63 59,59 + 14,80
M2 168h Kocuria sp. 66,47 +0,47 19,01 + 3,09
M3 168h Kocuria sp. 61,95 + 4,84 70,98 + 0,64
M1 168h  Psychrobacter sp. 38,44 +0,42 90,66 +0,35
M2 168h  Psychrobacter sp. 46,56 + 4,52 16,04 +7,33
M3 168h  Psychrobacter sp. 66,90 +0,28 33,95 +3,78
M1 168h Gordonia sp. 65,87 + 5,46 33,63 +11,14
M2 168h Gordonia sp. 63,32 +2,39 17,03 +1,95
M3 168h Gordonia sp. 52,95 +2,54 14,36 + 3,94

M1: Bushnell-Haas M2: M9 - Minimal Salts M3: McKeen

Fonte: Elaborado pela autora



Sdo inameros os fatores que influenciam na sintese dos biossurfactantes como
temperatura, rotacdo, fonte de carbono, fonte de nitrogénio, sais e elementos tracos, além
da presenca de oxigénio e pH (Aslam et al., 2023). Dessa forma, as variaveis selecionadas
sdo interessantes de serem analisadas devido a sua importancia na triagem da producéo
desse metabdlito.

No presente estudo, o biossurfactante produzido por Psychrobacter sp. emulsionou
em 90% o 6leo de soja, além de reduzir a tensdo superficial de 72 mN.m™* para 38,44
mN.m?, em meio M1 — com 168 horas de incubacéo. S&o poucos os trabalhos publicados
sobre a producdo de biossurfactantes por este microrganismo. Trudgeon et al. (2020)
utilizaram uma cepa Psychrobacter (PL 19) isolada da Antartica, que atingiu um indice de
emulsdo de 58,3% e o biossurfactante foi identificado como soforolipidio, em meio M9
apos 10 dias. No estudo de Saisa-Ard et al. (2014), foi identificada uma reducéo de tensdo
superficial para 29,5 mN.m, em meio com composi¢do minima de sais (MSM) em 168
horas. E possivel notar que os resultados deste trabalho, para esta cepa, foram superiores
guando comparados aos de emulséo e inferiores aos de tensao.

E valido ressaltar que ainda ha uma lacuna de trabalhos relacionados aos géneros
Psychrobacter, Kocuria e Gordonia e que 0s Unicos estudos encontrados estdo aqui
descritos.

Para Gordonia sp., a maior emulséo obtida foi de 73,35% em meio M3 com 72h
de incubagéo. Enquanto que, a reducdo da tensdo superficial para 41,31 mN.m™ ocorreu
no ensaio em meio M2 com 120 horas. Zargar et al. (2022) analisou a produgéo de
biossurfactante por Gordonia sp., em que obteve a emulsdo de 47,9% e reduziu a tensdo
superficial para 36,82 mN.m?, em 168h de cultivo em caldo Luria Bertani. Silva et al.
(2014) reportaram a producdo de bioemulsificante por Gordonia alkanivorans com
emulsdo de 83,45% em benzeno e reduziu a tensdo superficial para 35,63 mN.m?, em 72h
em meio mineral livre de enxofre (SFM). Neste estudo, os resultados para Gordonia sp.
foram similares, para a emulséo, aos de Silva et al. (2014) enquanto que, os resultados
tensdo foram similares aos de Zargar et al. (2022).

Segundo Cooper (1986), uma cultura produz um biossurfactante promissor se
reduzir a tensdo superficial da a4gua para 40 mN.m™ ou menos. Tendo isso em vista, 0s
ensaios com a cepa Kocuria sp. atingiram valores de tenséo acima do promissor. Enquanto
que, para as emulsdes sdo satisfatdrias aquelas que permanecem com, no minimo, 50%
apos 24h (Willumsen & Karlson, 1996). Dessa forma, os resultados foram satisfatérios

apenas quando analisadas as emulsdes. Os maiores indices foram atingidos em meio M3
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quando incubados por 72h e 168h obtendo-se 73% e 71% de emulsdo em 6leo de soja,

respectivamente.

Sarafin et al. (2014) isolou a cepa Kocuria marina (BS-15) que cresceu em caldo
nutriente durante 24h e foi capaz de emulsionar petréleo em, aproximadamente, 50%.
Kocuria rosea (ABRG6) foi isolada por Akbari et al. (2021) e produziu biossurfactante em

meio mineral por 10 dias, a tensio foi reduzida para 31,6 mN.m™ e atingiu 83% de emulsio

em petréleo.

Os ensaios foram analisados estatisticamente e estdo representados na tabela 1.3.
Observaram-se 0s resultados dos efeitos significativos (p-valor) das variaveis — cepas,
tempo e meio — junto ao coeficiente de determinacgdo (R?) e o valor de F da distribuicdo de
Fisher como resposta aos valores de tenséo superficial e emulsdo. As variaveis isoladas e
suas interacOes foram significativas no aumento da emulsdo e reducdo da TS e o modelo

estimou a desirability composta de 0,72, considerada satisfatoria.

Tabela 1.3 — p-valor e f-valor do efeito das variaveis independentes nas variaveis dependentes
avaliadas para a producéo de BS

Tensao Superficial

Oleo de Soja
Efeito (YoE2) (mN.m™)
p-valor  f-valor p-valor f-valor

X1 <0,005 23,22 0,007 6,13
X2 <0,005 13,60 < 0,005 8,46
X3 <0,005 21,60 0,014 5,2
X1*X2 0,005 4,74 < 0,005 6,18
X1*X3 <0,005 12,53 0,048 2,78
X2*X3 0,023 3,39 < 0,005 10,21
X1*X2*X3 0,097 1,93 < 0,005 7,66
R? 0,8921 0,8726

X1= Meio, X, = Tempo, xz = Cepas

Fonte: Elaborado pela autora.
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A partir da ferramenta de otimizacdo de respostas, foram estabelecidas as condicgdes

para obtengdo da resposta maxima de emulsdo e o minimo de resposta de tensdo superficial.



22

Dessa forma, 0 modelo otimizado selecionado foi com o cultivo da cepa Psychrobacter sp. em
meio Bushnell-Haas — M1 — durante 168h de incubagdo. O indice de emulsdo e a tensdo
superficial obtidas no ensaio realizado foram de 90,66% em 6leo de soja e tensdo superficial
reduzida para 38,44 mN.m™,

Biossurfactantes sdo sintetizados utilizando metais como suplemento, tais quais Calcio,
Magnésio, Ferro e metais traco (Aslam et al., 2023). Dessa forma, é provavel que o ensaio com
meio Bushnell-Hass — M1 — tenha obtido melhor desempenho devido a sua quantidade de
elementos traco e de metais. Com relacdo ao tempo de incubacdo selecionado, é possivel notar
que conforme a progressdo do tempo, a emulsdo aumentou e a tenséo superficial reduziu.
Estudos que utilizaram o tempo como variavel obtiveram resultados similares.

John et al. (2021) utilizando a cepa Lysinibacillus fusiforme onde mediram o indice de
emulsdo e a tensdo ao longo do tempo, obtendo seu ultimo resultado em 120 h, com 68,1% de
emulsdo e 36 mN.m™? de tensdo superficial. Marajan et al. (2018) incubaram uma espécie de

Bacillus por até 96 h e a tensdo superficial foi reduzida para 32 mN.m.

2.5 CONCLUSOES

As cepas isoladas de painel solar foram capazes de produzir biossurfactante em meios
de cultura e tempos especificos. O maior indice de emulsdo (90,66%) e reducdo de tenséo
superficial (38,44 mN.m™?) ocorreu nos ensaios com a cepa Psychrobacter sp. em meio

Bushnell-Haas, apds 7 dias de incubagdo a 30°C e agitacdo de 200 rpm.
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3ARTIGO 2

Producéo e otimizacao de biossurfactante por Rhodotorula mucilaginosa e

Psychrobacter sp. utilizando melaco de soja como fonte de carbono

Resumo

Subprodutos agroindustriais podem ser utilizados como substratos na obtengdo de moléculas
de interesse comercial. Esse estudo teve por objetivo avaliar o melago de soja como uma fonte
de carbono alternativa na producéo de biossurfactante pela bactéria Psychrobacter sp. (PSI
68) e levedura Rhodotorula mucilaginosa (PSR 34), isoladas de painéis fotovoltaicos; bem
como, realizar a otimizacdo dessa producdo. Apds hidrolise acido diluida, os agUcares
(frutose, galactose, xilose, glicose, lactose e sacarose) foram quantificados por cromatografia
liquida de alta performance; obtendo-se valores de 122,89 e 242,31 g.L* para o melago diluido
e hidrolisado, respectivamente. No delineamento fatorial fracionado (2°!) as condigbes
melacgo de soja diluido, sob temperatura de 50°C e rotacdo de 200 rpm resultaram na maior
producdo de biossurfactante. Atingindo um rendimento de 11,46 g.L! e 15,51 g.L? para
Psychrobacter sp. e R. mucilaginosa, respectivamente. Estes foram significativamente
maiores do que a producéo nos ensaios controles que foram de 3,72 g.L™t em meio Bushnell-
Haas e 4,9 g.L! em meio Kitamoto. Os biossurfactantes produzidos nos ensaios com
Psychrobacter sp. e R. mucilaginosa foram capazes de emulsionar diferentes fontes
hidrofobicas como 6leo de soja (93,77 e 84,03%), 6leo de motor (80,67 e 67,99%), querosene
(85,66 e 62,01%) e bleo diesel (95,30 e 88,19%), além de reduzir a tensdo superficial (34,32

e 34,27 mN.m?), respectivamente para bactéria e levedura.

Palavras-Chave: Biossurfactante; Melaco de soja; Otimizacdo; Psychrobacter; Rhodotorula.
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3.1 INTRODUCAO

A soja é uma das principais culturas agricolas de importancia na economia brasileira e
mundial (De Mello et al., 2023). Contudo, seu processamento origina residuos, como o melago
de soja, que pode ser utilizado em ra¢Ges animais ou substrato para microrganismos (Loman
& Ju, 2016; Acosta et al., 2020).

O melago de soja é um subproduto oriundo da fabricacdo do concentrado proteico de
soja por extracao alcodlica (Cheng et al., 2017). Diariamente, uma industria que processa a
soja chega a produzir, aproximadamente, 600 toneladas de concentrado proteico e 200
toneladas de melaco de soja (Siqueira et al., 2008). Como sua composicéo é majoritariamente
de acucares soluveis, proteinas e lipidios (Loman & Ju, 2016), alguns estudos sugerem a
utilizagdo do melaco de soja como substrato para a sintese de moléculas de alto valor agregado
por microrganismos (Oliveira et al., 2020).

A disposicdo de residuos agroindustriais deve ser feita de forma adequada e planejada,
e 0 reaproveitamento na geragdo de produtos com maior valor agregado poder vir a ser
vantajoso para empresas. A utilizacdo desses residuos como substrato em bioprocessos
estimula a sua valorizacdo. Isso permite que esforgos sustentaveis e a gestdo de residuos eficaz
sejam incentivados, e esse reconhecimento dado aos residuos é a base da economia circular,
que visa a sustentabilidade em nivel industrial (Leitdo, 2015; Vigneshwaran et al., 2021).

Estudos ja demonstraram que o melaco de soja pode ser usado como substrato para
cultivos de microrganismos, gerando produtos de valor agregado, como butanol (DONG et
al., 2014), biometano (Rodrigues et al., 2021), B-glucana (Acosta et al., 2020) e
exopolissacarideos (Oliveira et al., 2020).

Destacam-se neste trabalno o0s biossurfactantes, moléculas sintetizadas por
microrganismos tais quais fungos, bactérias, leveduras e algas (Arifiyanto et al. 2020). Suas
caracteristicas como reducdo da tensdo superficial, emulsificagdo, solubilizacdo e
molhabilidade, proporcionam aplica¢fes diversas para esta molécula (Bujak et al., 2015).
Apesar das dificuldades para estabelecer as exatas vias biossintéticas e aspectos bioquimicos
dos biossurfactantes (Markande et al., 2021), estd claro que o meio de cultivo e as
propriedades fisico-quimicas utilizadas no crescimento microbiano, como pH, temperatura,
agitacdo, proporgdo entre fontes de carbono e nitrogénio, influenciam em sua producédo
(Barakat et al., 2017). A sintese de biossurfactantes € parte primordial da crescente tendéncia

as praticas sustentaveis e da busca industrial por bioprodutos que minimizem os impactos
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ambientais associados a moléculas sintéticas, oriundas do petroleo (Rebello et al., 2014;
Salwan & Sharma, 2020).

Nesse contexto, o estudo de microrganismos tem sido um campo promissor na busca
de novos biossurfactantes com ampla aplicabilidade. Dada a sua capacidade de adaptacéo e
especializacdo, os extremoéfilos possuem grande potencial biotecnolégico (Giovanella et al.,
2020), pois sintetizam biossurfactantes com propriedades Unicas e excelente estabilidade em
condicdes adversas (Ibrahim, 2018).

O género Psychrobacter sp. abrange espécies de bactérias Gram-Negativas, que
comprovadamente sdo produtoras de  biossurfactante, identificado como glicolipidio
(Trudgeon et al., 2020; Riccardi et al., 2022), que apresentou atividade antifingica
(Styczynski et al., 2022).

A levedura Rhodotorula mucilaginosa é considerada oleaginosa, atdxica e ndo-
patdgena podendo ser usada em diferentes processos biotecnoldgicos (Tanimura et al., 2014).
O biossurfactante produzido por esse género de leveduras pode ser um glicolipidio ou
glicoproteina (Kawahara et al., 2013; Rikalovi¢ et al., 2015; Kazemzadeh et al., 2022; Dos
Remedios Araljo Vieira Neta et al., 2023).

Dessa forma, o presente trabalho teve por objetivo avaliar a produgéo de
biossurfactantes por Psychrobacter sp. e Rhodotorula mucilaginosa isoladas de painéis
fotovoltaicos, utilizando melaco de soja como fonte de carbono.
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3.3 METODOLOGIA

3.3.1. Caracterizacio do Melaco de Soja

Amostras de melagco de soja proveniente da empresa CJ Selecta de Araguari, Minas
Gerais, foram mantidas refrigeradas a — 4°C até sua utilizacdo (Al-Bahry et al., 2013). Para a
caracterizacdo fisico-quimica do melaco utilizou-se o melagco diluido, melago clarificado,
residuo da clarificacdo e melago hidrolisado (Tabela 2.1).

Tabela 2.1 — Parametros utilizados para a caracterizagao fisico-quimica do melago de soja.

Parametro Método ou Norma Referéncia
Teor de Umidade IAL 014/1V IAL (2008)
Matéria Seca IAL 015/1V IAL (2008)
Teor de Proteinas IAL 036/1V IAL (2008)
Teor de Cinzas IAL 018/IV IAL (2008)
Extrato Alcodlico IAL 035/1V IAL (2008)
Sélidos Solaveis
_ IAL 315/IV IAL (2008)
(°Brix)
pH IAL 017/1V IAL (2008)
Miller (1959); Panda & Maiti
Acucares Redutores DNS
(2019)
Teor de Lipidios Método Bligh-Dyer Bligh & Dyer (1959)

Fonte: Elaborada pela autora.

3.3.2.  Quantificacdo de Monossacarideos e Inibidores

Amostras de melaco diluido, clarificado, de residuo da clarificagdo e do hidrolisado,
foram analisadas quanto a concentracdo de Sacarose, Lactose, Glicose, Xilose, Galactose,
Arabinose, Manose e Frutose, em sistema de cromatografia liquida de alta performance
(HPLC) de coluna Aminex HPX-87P. As analises foram feitas em cromatdgrafo Shimadzu
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com um detector de indice de refracdo RI1-101 acoplado com volume da injecdo das amostras
de 200 pL como descrito por Lazaro et al. (2012). As analises foram realizadas no Laboratério
de Processos Bioldgicos (LPB) — Escola de Engenharia de Sdo Carlos na Universidade de Sdo
Paulo (USP).

3.3.3. Obtencéo dos Hidrolisados
3.3.3.1. Clarificacdo e Hidrolise Acido Diluida

Devido a elevada viscosidade do melaco bruto foi necessario, primeiramente, dilui-lo
em &gua destilada, na proporcao de 1:5 sob agitacdo constante e temperatura ambiente por 30
minutos (Siqueira et al., 2008). Seguindo a metodologia descrita por Roméo et al. (2012) o
melaco foi clarificado para retirada de impurezas, ajustando seu pH para 3 com H>SO4
concentrado, sendo resfriado e agitado por 24 horas. Em seguida, foi centrifugado a 15009
por 30 min. O sobrenadante foi ajustado para pH 5,5 com NaOH (6 mol.L?), e submetido a
centrifugacdo adicional (Acosta et al., 2020).

Para a hidrdlise &cido diluida, o melaco clarificado foi submetido a uma temperatura
de 127°C, pressdo de 1,5 atm por 30 min. Entdo, o melago hidrolisado foi resfriado até
temperatura ambiente e o pH ajustado para 5,5 com NaOH a 6 mol.L™ (Roméo et al., 2012).

3.3.4. Ensaios de Producéo de Biossurfactantes

3.3.4.1 Padronizacgéo do Inoculo

A bactéria Psychrobacter sp. (PSI 68) e a levedura Rhodotorula mucilaginosa (PSR
34) foram isoladas previamente de painéis fotovoltaicos (Moura et al., 2021).

A bactéria foi cultivada em Agar Triptona de Soja (TSA) e a levedura, em é&gar
Sabouraud, ambas por 48h. Com uma alca calibrada de 10 pL, a colbnia foi transferida para
10 mL de Caldo Nutriente e Kitamoto (Hudson et al., 1987; Kitamoto, 1990). O in6culo
permaneceu por 24h para a bactéria e 48h para a levedura, a 30°C sob agitagdo de 120 rpm em
incubadora com agitacdo orbital. Em seguida, centrifugou-se a 7197 g para obter-se a
biomassa microbiana, que foi ressuspendida em solucédo salina estéril (0,85% de NaCl) para
padronizacdo do inéculo. A absorbéancia foi medida e ajustada para 1 a 600 nm,
correspondendo a 1,0 x 107 unidades formadoras de colénia.mL™. Os ensaios de producéo de
biossurfactante foram inoculados a 10% de cada suspensdo (Marcelino et al., 2019).

3.3.4.2 Meio de Cultura para os ensaios de producgéo de biossurfactantes
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O meio de cultura para producédo de biossurfactante pela bactéria foi o Bushnell-Haas,
seguindo a metodologia de Ibrahim et al. (2013), contendo a seguinte composicdo em g.L !
2,2 de NazHPOg; 0,01 de FeSO4 . 7H20; 0,05 de NaCl; 1,4 de K2HPOg4; 0,02 de CaCl; e 0,6
de MgS0O4 .7H,0, e suplementado com 5 mL da solugdo estoque contendo em g.L!: 0,56 de
H3BOs; 0,42 de CoCl.. 6H20; 1,0 de CuSOs. 5H20; 1,78 de MnSQO4. 4H20; 0,39 de Na2M0oO4
. 2H20; 2,32 de ZnS0O4. 7H.0; 1,0 de EDTA; 0,004 de NiCl, . 6H20 e 0,66 KI. Enquanto que
0 meio de cultura para a levedura, constituiu-se de KH2PO4 (2 g.L?), extrato de levedura (10
g.L 1), NaNOs (20 g.L %), MgSO4 (2 g.L ) e 4 g.L de glicose (Kitamoto, 1990).

Estes meios foram utilizados como controle e em ensaios de producéo, em que a glicose
foi substituida por melaco de soja. Além disso, como o melago é uma excelente fonte de
carbono, nitrogénio, fosforo e oligoelementos, foi testado como meio de cultura, sem a

suplementacdo com outros elementos quimicos (Sharma & Pandey, 2020).

3.3.4.3 Planejamento Experimental

A otimizacéo das condi¢Bes de cultura, fisico-quimicas e dos componentes do meio foi
realizada para Psychrobacter sp. e R. mucilaginosa e compreendeu cinco fatores: temperatura,
rotacdo, fonte de carbono hidrofdbica (6leo de soja), suplementacdo quimica do meio e fonte
de carbono (melago de soja diluido, clarificado e hidrolisado). Avaliou-se o indice de emulséo
em diferentes tipos de fontes hidrofébicas: 6leo de soja, 6leo de motor, querosene e 6leo
diesel, além de reducgdo da tensdo superficial, como varidveis resposta para a otimizacéo. O
experimento com melhor producéo de biossurfactante foi selecionado através da anélise de
variancia (ANOVA).

A triagem para variaveis significativas foi realizada com um planejamento fatorial
fracionado (2°1). Para detectar a ndo linearidade foram adicionados pontos centrais com trés
repeticOes e trés réplicas por pontos de extremidade, o que resultou em 66 experimentos. A
Tabela 2.2 representa os trés niveis — minimo, ponto central e méximo — dos fatores. Os
resultados foram analisados selecionando os fatores com valor-F alto. Fatores que possuirem
valor-F abaixo do limite foram selecionados se a interagdo com outro fator influenciar

significativamente a resposta.
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Tabela 2.2 — Varidveis independentes e niveis de varia¢do

Variaveis Niveis de Variacdo
Temperatura (°C) 15 32,5 50
Rotacdo (rpm) 100 150 200
Fonte de Carbono Hidrofobica —
, ) 0 2,5 5
Oleo de Soja (% v/v)
Meio Suplementado Quimicamente |  Sim Né&o
) Diluido Clarificado Hidrolisado
Melago de Sojal
(1:4) (1:1) (1:1)

A quantidade de aclcares foi avaliada apos HPLC
Fonte: Elaborado pela autora.

3.3.4.4 indice de Emulsdo

O indice de emulsédo foi analisado seguindo metodologia de Cooper & Goldenberg
(1987), em que a camada hidrofobica e o biossurfactante extraido (Pruthi & Cameotra, 2003)
foram inseridos em tubo na proporcéo de 1:1, agitados em vortex por 2 minutos e deixados
em repouso por 24h. O resultado foi calculado pela raz&o entre a camada emulsionada e a

altura total.
3.3.4.5 Tenséo Superficial

A tensdo superficial do biossurfactante extraido (Pruthi & Cameotra, 2003) foi
mensurada utilizando um medidor de angulo de contato Ramé-Hart 250, apds fotografar a
gota suspensa em micro-seringa, no software DROPimage Advanced, seguindo método de

Daerr & Mogne (2016) a tensdo sera medida no software ImageJ pelo plugin Pendent_Drop.
3.3.4.  Monitoramento das Producdes de Biossurfactante Otimizadas

O ensaio otimizado foi realizado com frascos fechados em incubadora orbital sob
agitacdo e temperatura controladas (Hudson et al., 1987; Kitamoto, 1990). O meio de cultivo
foi centrifugado a 7197 g, 4°C por 20 min para obtengdo do sobrenadante (Das & Kumar,
2018).

Durante os ensaios, amostras foram retiradas e analisadas quanto ao cultivo
microbiano, por biomassa seca (Sharma et al., 2019); consumo de agucares por método de
DNS (Miller, 1959); pH por meio de um pHmetro (Almeida & Nohama, 2006) e tensdo
superficial por método de gota pendente (Daerr & Mogne, 2016).
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3.3.4.1. Extracéo do Biossurfactante

O sobrenadante foi filtrado com membrana de 0,22 um. A acetona foi adicionada ao
sobrenadante em proporgdo 1:1 e mantidos a 4°C por 24 horas. O biossurfactante foi
recuperado por precipitacdo apds centrifugacdo por 10 minutos a 2000 rpm e seco a 40°C
(Pruthi & Cameotra, 2003). O pH do biossurfactante extraido foi alterado para 2, e adicionado
uma fase organica, na proporgdo de fase (aquosa:organica) 1:2, sendo a fase orgénica de
acetato de etila (Biselli et al. 2020). A fase orgéanica sera seca a 40°C e o biossurfactante
ressuspendido em &gua destilada para analise da tensdo superficial.

3.3.5 Analise dos Resultados

Todos 0s experimentos serdo realizados em triplicata e os resultados serdo analisados por
ANOVA (p > 0,05). Os erros-padréo para os valores médios, com nivel de confianca de 90%,
serdo calculados e representados como barras de erro-padrdo em todas as representacdes
gréficas.
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3.4 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.4.1. Caracterizacio do Melaco de Soja e dos Hidrolisados

A caracterizacdo do melago de soja diluido foi feita quanto ao teor de umidade
(83,25%), contetido proteico (2,83 g.L?), teor de cinzas (1,92%), pH (6,02), determinagio
de agucares redutores (2,25 g.L™), os valores comparativos entre 0s outros tratamentos

estdo representados na tabela 2.3.

Tabela 2.3 — Dados comparativos da composigdo (% e g.L™) do melago de soja diluido, clarificado,
hidrolisado e do residuo de clarificag&o.

Teor de Lipidios

Umidade Matéria  Teor Cinzas Acucares (%)
Parametro (%) Seca Prot. (%) °Brix pH Redutores Teor  Extrat.
(%) (9.L Y (o.LY Lip.  Alcéolica

(%) (%)

Melago 83,25 15,81 2,83 1,92 15+ 6’22 2,25 0’f6 6,00
Diluido +0,48 +0,29 +0,32 £0,30 0 0.31 +0,21 0.10 +0,98

Melago 84,14 14,35 0,20 1,81 13;67 514 5,19 0’86 5,57
Clarificado +1,85 +0,27 +0,03 £0,34 058 0,01 +0,13 0.03 +0,73

Residuo da 95,42 17,72 2,28 0,25 8+ 3’33 2,11 019 1,32
Clarificacdo  +0,13 +0,42 +051 £0,08 0 053 +0,16 0,68 +0,43

Melago 85,71 14,04 0,30 3,08 13+ 5f7 71,08 0’85 4,37
Hidrolisado  +0,35 +0,18 +0,07 £0,06 0 062 +1,54 061 +0,49

O teor de lipidios esta de acordo com o encontrado por Sancheti et al. (2023). O
processo de clarificacdo reduziu o teor de proteinas e lipidios, praticamente removendo-o0s por
completo, no entanto, esse processo aumentou a quantidade de agucares redutores. Isso foi
comprovado pelo residuo da clarificagdo ser composto majoritariamente de proteinas e
lipidios.

O melago de soja diluido mostrou-se um subproduto rico em carboidratos (Figura 2.1)
como sacarose (94,33 g.L ™), glicose (6,0489 g.L™), xilose (14,10 g.L ™), galactose (2,13 g.L
b, frutose (5,47 g.L?) e lactose (0,815 g.L ). Estes agticares foram encontrados nos trabalhos
de Sancheti et al. (2023) e Romdo et al. (2012), que quantificaram os agucares presentes no
melaco de soja e seus hidrolisados. O aumento da galactose e frutose no melago clarificado,
pode ser justificada pela quebra da estaquiose, oligossacarideo composto de galactose e
rafinose — glicose e frutose (Leblanc et al., 2004). Ja o melago hidrolisado teve um aumento

na quantidade de frutose, galactose, glicose e reducéo na sacarose.
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Figura 2.1 - Composicdo dos aglcares presentes no melago de soja diluido, melago com hidrélise
acido-diluida, clarificado e no residuo de clarificacdo quantificado por cromatografia liquida de alta
eficiéncia (HPLC)
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Fonte: Elaborado pela autora.

Os pré-tratamentos avaliados aumentaram a quantidade de aclcares no melago
clarificado e hidrolisado. Considerando a quantidade total de aglcares, o0 melaco diluido
continha 122,88 g.L?, o clarificado 147,29 g.L?, o residuo dessa clarificagdo 17,92 g.L e 0
melago hidrolisado, com a maior liberagdo de monossacarideos, apresentou 242,31 g.L . Os
resultados obtidos nesse estudo confirmaram que, tanto o melago diluido, como o clarificado

e o hidrolisado podem ser utilizados como substrato, pois contém agucares fermentesciveis.
3.4.2. Delineamento Experimental e Producéo de Biossurfactante (BS)

A producdo do biossurfactante (BS) foi realizada a partir do delineamento fatorial
fracionado. Como resposta a esse delineamento foi utilizado indice de emulsdo (%E24) € a
tensdo superficial (TS). Os valores do teste de Tuckey, devido a complexidade do
experimento, (p-valor) foram considerados significantes quando menores ou préximos de
0,10. Nas tabelas 2.4 e 2.5 foi possivel analisar quais varidveis isoladas e suas interacfes foram

significativas.
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Dentro da faixa experimental os indices de emulsdo de 6leo de motor e querosene para
R. mucilaginosa foram desconsiderados nesta analise pois ndo apresentaram resultados
significativos em relagdo as varidveis independentes, que apresentaram um coeficiente de
determinag@o menor que 0,7. No entanto, as interagcbes com efeitos estaticamente significativo
(p < 0,10) estdo apresentadas na tabela 2.6. Isso também foi observado por Marcelino et al.
(2019), em que o sobrenadante e o querosene formaram emulsdes superiores a 50% em amplas
variagdes de temperaturas.

A maior emulsdo e menor tensdo ocorreram em pontos extremos, nos experimentos
19, 23 e 27 (Apéndice A), indicando que o ponto méaximo de eficiéncia do biossurfactante esta
nas condigdes extremas do planejamento, sendo 50°C, 200 rpm, 0% de fonte hidrofdbica e
melaco de soja diluido. Os resultados do Valor-p indicaram que para um nivel de significancia
de até 10%, pode-se rejeitar a hipotese nula, ou seja, que condi¢bes fisico-quimicas,
suplementacdo quimica do meio, fonte hidrofobica e de carbono néo influenciam na eficiéncia
e producao de biossurfactantes. Dessa forma foi possivel constatar que ha 90% de confianca
de que o modelo foi significativo.

Tabela 2.4 — Valor-p e valor-f dos efeitos das variaveis independentes — temperatura, rotacao, fonte
hidrofébica, suplementacdo quimica e tipo de melago de soja — nas varidveis dependentes — tensao
superficial e emulsdo — avaliadas para a producdo de BS por Psychrobacter sp.

Tens&o Superficial Oleo de Soja Oleo de Motor Querosene Oleo Diesel
(mN.m?) (Y0E24) (Y0E24) (Y0E24) (Y0E24)
Efeitos
Valor-F  Valor-P ~ Valor-F  Valor-P ~ Valor-F  Valor-P ~ Valor-F  Valor-P  Valor-F  Valor-P

x1 6,11 0,017 - - 12,83 < 0,005 11,03 < 0,005 14,18 < 0,005

X2 4,27 0,044 - - 8,15 0,006 19,02 < 0,005 - -

x3 14,26 < 0,005 - - 17,85 < 0,005 13,3 < 0,005 12,07 < 0,005

x4 - - - - - - 7,24 0,01 - -

x5 265,77 < 0,005 272,91 < 0,005 260,18 < 0,005 268,94 <0,0056 520,39 < 0,005
X1*x2 6,34 0,015 4,21 0,046 15,08 < 0,005 - - 30,04 < 0,005
x1*x3 - - - - - - - - - -
x1*x4 - - - - - - - - - -
X1*x5 - - 6,46 0,014 6,36 0,015 12,48 < 0,005 14,18 < 0,005
X2*x3 - - - - - - - - - -
X2*x4 - - - - - - - - - -
X2*X5 2,84 0,099 - - 5,29 0,026 11,37 < 0,005 - -
x3*x4 - - - - - - - - 30,04 < 0,005
X3*x5 49,34 < 0,005 5,14 0,028 11,09 < 0,005 14,88 < 0,005 12,07 < 0,005
X4*x5 - - - - 10,02 < 0,005 4,99 0,03 5,37 0,025

X1*X2*x3*x5 - - - - 5,65 0,022 15,82 < 0,005 5,64 0,022
R? 0,9229 0,8879 0,9026 0,8951 0,9412

X1 = temperatura, X2 = rotagdo, xs = fonte hidrofobica, x4 = suplementacdo quimica, x5 = melago de soja
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Os maiores coeficiente de determinacgio (R?) foram observados em relagdo a emulsio
em Oleo diesel e TS (R?= 0,9412 e 0,9229, respectivamente), ou seja, 94,12 e 92,29% da
variabilidade dos dados foram explicados pela equacdo do modelo ajustado. Os menores R?

(0,53 e 0,665) foram observados para a emulsdo em Oleo de motor e querosene,

respectivamente quando utilizado a cepa R. mucilaginosa (Tabela 2.5).

Tabela 2.5 — Valor-p e valor-f dos efeitos das variaveis independentes nas variaveis
dependentes avaliadas para a produgéo de BS por R. mucilaginosa.

Tenséo Superficial

Oleo de Soja (Y6E2) Oleo de Motor

Querosene (%E24)

Oleo Diesel (%6E24)

Efeitos (mN.m™) (Y0E24)
Valor-F  Valor-P  Valor-F  Valor-P  Valor-F  Valor-P ~ Valor-F  Valor-P  Valor-F  Valor-P
x1 - - 8,61 0,005 - - - - 6,1 0,017
X2 - - 3,04 0,088 - - 4,40 0,041 - -
x3 7,22 0,01 5,21 0,027 4,85 0,33 - - 11,39 < 0,005
x4 - - - - - - - - - -
x5 116,75 < 0,005 155,02 < 0,005 48,46 < 0,005 11,63 < 0,005 54,99 < 0,005
x1*x2 9,79 < 0,005 6,09 0,017 3,80 0,057 3,59 0,065 5,08 0,029
x1*x3 - - - - - - - - - -
x1*x4 - - - - - - - - - -
X1*x5 - - - - - - - - 20,75 < 0,005
X2*X3 3,08 0,086 - - - - - - - -
X2*x4 3,2 0,08 - - 3,6 0,064 - - 4,74 0,035
X2*X5 6,56 0,014 3,77 0,058 - - - - - -
x3*x4 - - - - 6,23 0,016 3,38 0,073 15,69 < 0,005
X3*X5 3,01 0,089 - - - - - - 2,78 0,10
X4*X5 - - - - - - 9,37 < 0,005 6,74 0,013
X1*x2*x3*x5 - - 3,40 0,072 - - - - 6,94 0,011
R? 0,825 0,8425 0,665 0,5356 0,7807

X1 = temperatura, X2 = rotagdo, xs = fonte hidrofobica, x4 = suplementacdo quimica, x5 = melago de soja

A partir dos resultados obtidos foi utilizada a ferramenta de otimiza¢do do programa

Minitab 19 para calcular o ponto otimizado com alvo no méximo de emulsdo e minimo de TS.

Os valores das variaveis no ponto otimizado foram x1 = 50°C, x2 = 200 rpm, X3 = 0%, x4 =

sem suplementacgdo, x5 = Melago de soja diluido. Os valores de emulsdo em éleo de soja, 6leo

de motor, querosene e Gleo diesel e tensdo superficial foram em média, respectivamente,
93,77%; 80,66%; 85,66%; 95,3% e 34,32 mN.m™ para a Psychrobacter sp., com desirability
de 0,89 e 84,03%; 67,99%; 62,02%; 88,19% e 34,27 mN.m* para R. mucilaginosa, com

desirability de 0,78.
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Para observar o efeito das variaveis independentes sobre o indice de emulsdo e reducao
da tensdo superficial foram construidas representacfes graficas com curvas de contorno.
Apenas as relagdes que foram significativas foram selecionadas para as representacoes.

Com Psychrobacter sp. observou-se que a faixa 6tima para obtencdo de emulsdo em
0leo de soja esteve entre os intervalos de 45 — 50°C e 15 — 20°C de temperatura; e 100 — 110
rpm e 180 — 200 rpm de rotagéo (Figura 2.2A); 4 — 5% e 0 — 1% de fonte hidrofébica e melago
de soja diluido (Figura 2.2B) e 47,5 — 50°C de temperatura e melaco de soja diluido (Figura
2.2C). Atraves destes gréaficos foi possivel afirmar que o valor maximo de emulsdo encontra-
se em uma regido proxima ao ponto extremo superior, 0 que corrobora com os resultados da
otimizagéo.

Figura 2.2 - Gréfico de Contorno de indice de emulsdo (%E2.) para 6leo de Soja: A) Rotacdo e
temperatura; B) melaco de soja e fonte hidrofébica e C) temperatura e melacgo de soja para a bactéria
Psychrobacter sp.
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Os intervalos 6timos de emulsdo em 6leo de motor estd entre 50°C e 200 rpm de

rotacdo (Figura 2.3A); 40 — 50°C temperatura e melaco de soja diluido (Figura 2.3B); 100 —
110 rpme 175 — 200 rpm e melaco de soja diluido (Figura 2.3C); 0 — 1,5% de fonte hidrofobica
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e melaco de soja diluido (Figura 2.3D). Assim como com o 0leo de soja a maximizagdo de

emulsdo ocorreu proxima aos pontos extremos.

Figura 2.3 - Gréfico de Contorno de indice de emulsdo (%E-2.) para 6leo de motor: A) Rotacédo e
temperatura; B) melaco de soja e temperatura; C) melago de soja e rotagdo e D) melago de soja e fonte
hidrofdbica para a bactéria Psychrobacter sp.
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Os intervalos com as maiores emulsfes para 0 querosene estiveram entre 45 — 50°C
de temperatura e melaco de soja diluido (Figura 2.4A); 190-200 rpm de rotacdo e 0 — 0,5% de
fonte hidrofébica (Figura 2.4B) e 180 — 200 rpm de rotacdo e melaco de soja diluido (Figura
2.4C); 0 — 1% de fonte hidrofobica e melago de soja diluido. O valor maximo de emulsdo foi
obtido em uma regido préxima ao ponto extremo superior, o que corrobora com os resultados

da otimizagéo.
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Figura 2.4 - Grafico de Contorno de indice de emulsdo (%E24) para querosene: A) temperatura e
melaco de soja; B) rotagdo e fonte hidrofdbica; C) melago de soja e rotagdo e D) melaco de soja e fonte
hidrofdbica para a bactéria Psychrobacter sp.
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As faixas Otimas para obtencdo de emulsdo em Oleo de soja estiveram entre 0s
intervalos de 45 — 50°C e 15 — 20°C de temperatura e 100 — 110 rpm e 180 — 200 rpm de
rotagdo (Figura 2.5A); 4 —5% e 0 — 1% de fonte hidrofobica e melago de soja diluido (Figura
2.5B) e 47,5 — 50°C de temperatura e melaco de soja diluido (Figura 2.5C). O valor maximo
de emulsdo foi obtido em uma regido préxima ao ponto extremo superior, 0 que corrobora

com os resultados da otimizacéo.
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Figura 2.5 - Gréfico de Contorno de indice de emulsdo (%E-s) para 6leo diesel: A) temperatura e
rotagdo; B) temperatura e melaco de soja e C) melagco de soja e fonte hidrofébica para a bactéria
Psychrobacter sp.
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Quanto a TS foi possivel identificar que a faixa 6tima para reduzir a tensdo esteve entre
40 — 50°C; 15 — 25°C de temperatura e 100 — 130 rpm; 170 — 200 rpm de rotacéo (Figura
2.6A); 100 — 120 rpm; 190 — 200 rpm de rotacdo e melaco de soja diluido (Figura 2.6B) e 0%
de fonte hidrofébica e melagco de soja diluido (Figura 2.6C). Os valores mais baixos de TS

estdo proximos aos pontos extremos, diminuindo ao maximo a variavel dependente.
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Figura 2.6 - Grafico de Contorno de tenséo superficial (mN.m™): A) temperatura e rotagio; B) rotagio
e melaco de soja e C) melaco de soja e fonte hidrofdbica para a bactéria Psychrobacter sp.
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Para o0s ensaios com R. mucilaginosa os maiores intervalos com as maiores emulsoes
para o0 Oleo se soja foram 45 — 50°C de temperatura e 100 — 110 rpm e 180 — 200 rpm de
rotagdo (Figura 2.7A); 100 — 120 rpm e melago de soja diluido (Figura 2.7B).
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Figura 2.7 - Gréfico de Contorno de indice de emulsdo (%E2.) para 6leo de Soja: A) Rotacdo e
temperatura e B) melago de soja e rotagdo para a levedura R. mucilaginosa.
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Foram analisados e os intervalos com maximizacdo de emulsdo para 6leo diesel, uma
fonte hidrofobica, foram de 40°C — 50°C de temperatura e 170 — 200 rpm de rotagdo (Figura
2.8A) e 0 — 0,5% de fonte hidrofobica e melago de soja diluido (Figura 2.8B). Os maiores

indices de emulsdo foram obtidos nos pontos extremos.

Figura 2.8 - Grafico de Contorno de indice de emulsdo (%E:s) para Oleo diesel: A) Rotacdo e
temperatura e B) melago de soja e fonte hidrofébica para a levedura R. mucilaginosa.
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A maior reducdo da tensdo superficial obtida com R. mucilaginosa ocorreu nos
intervalos de 45 — 50°C de temperatura e 180 — 200 rpm de rotacdo (Figura 2.9A); 100 — 115
rpm e 0 — 0,75% de fonte hidrofébica (Figura 2.9B); 100 — 120 rpm de rotagdo e melago de
soja diluida (Figura 2.9C) e 0 — 1% de fonte hidrofobica e melago de soja diluido (Figura
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2.9D). Por meio desses foi possivel observar que valores mais baixos estdo proximos aos

pontos extremos, diminuindo ao maximo a variavel dependente.

Figura 2.9 - Grafico de Contorno de tensio superficial (mN.m™): A) temperatura e rotacio; B) rotacio
e fonte hidrofébica; C) melago de soja e rotacdo e D) fonte hidrofébica e melaco de soja para a R.

mucilaginosa.
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Por meio do planejamento fatorial completo foi possivel observar que Psychrobacter
sp. e R. mucilaginosa possuem capacidade de produzir metabdlitos secundarios com
propriedades emulsificantes e tensoativas. Agentes emulsificantes sdo aqueles que
permanecem com, no minimo, 50% de emulsdo em 24h (Willumsen & Karlson, 1996) e
tensoativos que reduzem a tensdo superficial da &gua. Considerando esse critério, as
biomoléculas produzidas pelas cepas Psychrobacter sp. (Fig. 2.10A) e R. mucilaginosa (Fig.
2.10B) obtiveram resultados promissores, capazes de emulsionar as fontes hidrofébicas 6leo
de soja (93,77 e 84,03%), 6leo de motor (80,67 e 67,99%), querosene (85,66 e 62,01%) e 6leo
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diesel (95,30 e 88,19%), além de reduzir a tensdo superficial (34,32 e 34,27 mN.m%?),

respectivamente.

Com relacédo ao rendimento da producdo otimizada, atingiu-se resultados de 11,46 g.L"
1 ¢ 15,51 g.L? (Fig. 2.10) para Psychrobacter sp. e R. mucilaginosa, respectivamente,
significativamente maior do que a producdo no ensaio controle de 3,72 g.L? em meio

Bushnell-Haas e 4,9 g.L™" em meio Kitamoto.

Foi possivel notar que em todas as condigdes otimizadas o indice de emulsdo foi
superior a 50%, sendo assim, estaveis (Marcelino et al., 2019; Aradujo et al., 2020). No estudo
de Saisa-Ard et al., (2014) a cepa Psychrobacter sp. foi capaz de reduzir a tensdo superficial
para 29,5 mN.m?, atingiu uma emulsdo de 40,3% ap6s 24h com rendimento de 1,36 g.L* de
biossurfactante, a producdo ocorreu em meio minimo em sais (MSM) por 168h.

A cepa isolada do painel solar utilizada no presente trabalho apresentou resultados,
em meio controle (Bushnell-Haas). de emulsdo em dleo de soja de 71,15% (Fig. 2.10A),
contudo, o ensaio controle ndo foi capaz de reduzir a tensdo superficial para menos de 65,21
mN.m™. Trudgeon et al. (2020) estudaram a produgio de biossurfactante por Psychrobacter

sp. que atingiu 58,3% de emulsé@&o em meio M9 em 10 dias.

A levedura R. mucilaginosa (LBP5) foi estudada por Dos Remedios Araudjo Vieira
Neta et al. (2023), que apresentou propriedades tensoativas, reduzindo a tensao para 35 mN.m
! e emulsificantes — 65% — em dleo de soja. Além de um rendimento de 10,08 g.L?, que é
menor do que o obtido na producdo otimizada deste estudo, se comparado os rendimentos.
Kazemzadeh et al. (2022) tiveram um rendimento de biossurfactante de 6,2 g.L ! para R.
mucilaginosa (SKF2) em meio MSM por 5 semanas, a tensdo foi reduzida para 25,2 mN.m*
e 20% de emulséo.



47

Figura 2.10 — Indice de Emulsio (%E24) em Gleo de soja, 6leo de motor, querosene e 6leo diesel;
Rendimento e Tensdo Superficial (mN.m™) comparando producdo controle e otimizada para (A)
Psychrobacter sp. e (B) R. mucilaginosa.
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O crescimento celular, medido por biomassa seca (g.L™), a tensdo superficial, o pH e 0
consumo de acgucares foram monitorados durante a fermentacdo com Psychrobacter sp.
(Figura 2.11A) e R. mucilaginosa (Figura 2.11B). Para ambas as cepas 0 crescimento
exponencial iniciou-se no tempo de 2h, e, consequente aumento no consumo de agucares. A
curva de crescimento entrou em estabilidade em 24 h, concomitantemente, a tenséo superficial
comecgou a apresentar declinio. Por fim, o pH se manteve estavel durante toda a fermentacdo
numa faixa entre 5,8 e 5,4 para Psychrobacter sp. e 5,8 e 5,6 para R. mucilaginosa.

A reducdo da tensdo ocorrer quando o crescimento permanece estavel, o que corrobora
com o descrito por Shah et al (2016), ou seja, que microrganismos produzem biossurfactantes
durante a fase estaciondria de crescimento.

Observou-se que houve aumento da biomassa seca durante a fermentagéo, passando de
0,26 g.L ! para 0,86 g.L ! para Psychrobacter sp. e de 0,33 g.L? para 1,42 g.L? para R.

mucilaginosa.

Figura 2.11 - Gréaficos de monitoramento de crescimento microbiano, pH, tensdo superficial e aglcares

durante a fermentacédo para (A) Psychrobacter sp. e (B) R. mucilaginosa.
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Com relagdo a concentragéo de aglcares, a fermentacéo iniciou-se com 15,3 g.L" e 16,4
g.L?, para Psychrobacter sp. e R. mucilaginosa e no final com 0,6 g.L" e 3,45 g.L? de
aclcares, respectivamente. E inferido, também, que os microrganismos assimilaram os
acucares presentes no meio, devido a serem a unica fonte de carbono. Porém, ndo foi possivel
identificar quais agUcares foram consumidos. As leveduras utilizam preferencialmente a via
das pentoses, utilizando especificamente a xilose para produzir metabdlitos secundarios. Este
pode ser um dos motivos pelo qual o melago de soja teve alto desempenho durante a
fermentacdo (Joshi-Navare et al., 2014; Bhaumik et al., 2020).
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3.5 CONCLUSOES

Considerando os resultados obtidos ao longo desta pesquisa é possivel afirmar que o
melaco de soja pode ser utilizado como substrato alternativo para produgéo de biossurfactante.
Os microrganismos isolados de painéis fotovoltaicos (Psychrobacter sp. e R. mucilaginosa)
foram capazes de produzir biossurfactantes e emulsionaram diferentes fontes hidrofobicas,
como 6leo de soja, 6leo de motor, querosene e 6leo diesel, além de reduzir a tensdo superficial.
As condicbes otimizadas para ambas cepas foram melago diluido, temperatura de 50°C,
rotacdo de 200 rpm, auséncia de fonte hidrofébica e de suplementacdo quimica. Ainda que
diferentes estudos j& tenham abordado a producdo de biossurfactantes por Rhodotorula a
partir de substratos de baixo custo, até onde € de nosso conhecimento, este é 0 primeiro
trabalho focado no aproveitamento do melaco de soja. O ineditismo desta pesquisa €
ressaltado ainda pelo uso de Psychrobacter sp. para este fim, dado que néo foram encontradas
outras referéncias que tenham investigado a producédo de biossurfactantes a partir desta cepa,
utilizando substrato de baixo custo. Desta forma, em estudos futuros, estes microrganismos
podem ser considerados candidatos promissores para o desenvolvimento de novos processos

biotecnoldgicos e bioprodutos visando diferentes aplicacGes.
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4 CONSIDERACOES FINAIS

A partir do desenvolvimento desta pesquisa foi possivel concluir que:

Painéis fotovoltaicos podem ser usados como ambiente antrépico extremo para
bioprospecgdo de microrganismos de interesse industriais.

Dentre as cepas escolhidas, foi possivel observar que Kocuria sp. e Gordonia sp.
também possuiam capacidade de produzir biossurfactante, no entanto Psychrobacter
sp. e R. mucilaginosa apresentaram resultados mais promissores.

O melaco de soja diluido pode ser um substrato para a producdo de biossurfactantes
sem necessidade de suplementagdo quimica e pré-tratamento.

Psychrobacter sp. e R. mucilaginosa foram capazes de emulsionar diferentes 6leos e
reduzir a tenséo superficial.

Os resultados da otimizagéo demostraram que os melhores indices de emuls&o e tenséo
superficial foram obtidos nas condic¢des extremas do planejamento (50°C e 200 rpm).
S80 poucos os estudos relacionando a producdo de biossurfactante pelo género
Psychrobacter sp. com substratos de baixo custo. Isso representa o potencial inovador
desta pesquisa. Destaca-se neste trabalho o melago de soja, residuo rico em agulcares
e que ainda, segundo literatura consultada, ndo foi utilizado para a producéo de
biossurfactantes por estes géneros.
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APENDICE - A

Tabela 1 — Parametros utilizados na otimizagéo e indice de emulsdo (%E-s) e tensdo superficial (mN.m™) para a bactéria Psychrobacter sp.

Psychrobacter sp.

Ordem Blocos Temperatura Rotagdo .. d[:r%rf]éf)ica Sup(lgelrj?ﬁ]?éz;gao Melago de Soja Odlgo Odlgo Querosene Ig)ielzigl SJ;)izﬁ?coial Rendimento
Soja  Motor  (%E2s) (%Ez) (mN.m) (g.Lh
(%E24) (%0E24)
1 2 32,5 150 2,5 Néo 2 - Clarificado 16,08 0 30,61 17,23 67,78 10,3
2 2 32,5 150 2,5 Néo 2 - Clarificado 25,78 0 29,43 11,99 54,28 11,68
3 2 32,5 150 2,5 Néo 2 - Clarificado 14,39 0 33,73 0 68,44 13,22
4 2 32,5 150 2,5 Sim 2 - Clarificado 24,02 0 33,74 20,95 60,87 10,56
5 2 32,5 150 2,5 Sim 2 - Clarificado 14,34 0 21,97 0 60,45 12,44
6 2 32,5 150 2,5 Sim 2 - Clarificado 0 0 22,78 2,43 70,61 5,93
7 3 32,5 150 2,5 Néo 2 - Clarificado 0 22,39 35,66 29,15 67,42 111
8 3 32,5 150 2,5 Néo 2 - Clarificado 29,1 33,33 30,63 13,46 68,4 9,56
9 3 32,5 150 2,5 Néo 2 - Clarificado 26,5 8,21 17,91 18,91 65,07 19,11
10 3 32,5 150 2,5 Sim 2 - Clarificado 9,09 0 7,35 12,99 65,37 9,31
11 3 32,5 150 2,5 Sim 2 - Clarificado 0 0 0 0 69,85 2,49
12 3 32,5 150 2,5 Sim 2 - Clarificado 0 0 12,13 0 60,61 5,8
13 1 32,5 150 2,5 Néo 2 - Clarificado 14,34 0 27,38 0 69,06 9,02
14 1 32,5 150 2,5 Néo 2 - Clarificado 0 0 31,91 3,77 61,63 7,24
15 1 32,5 150 2,5 Néo 2 - Clarificado 9,89 0 26,56 0 68,21 5,44
16 1 32,5 150 2,5 Sim 2 - Clarificado 0 0 9,3 0 62,23 8,23
17 1 32,5 150 2,5 Sim 2 - Clarificado 0 0 11,97 0 62,73 12,57
18 1 32,5 150 2,5 Sim 2 - Clarificado 9,35 0 11,48 0 65,38 6,69
19 2 50 200 0 Né&o 1 - Diluido 92,17 61,96 88,24 95,99 34,86 11,34
20 2 50 200 5 Néo 3 - Hidrolisado 0 0 0 0 60,12 5,38
21 2 50 200 5 Sim 1 - Diluido 88,5 72,29 87,27 96,98 40,89 6,31
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Tabela 1 — Continuacéo.

Psychrobacter sp.

Ordem Blocos Temperatura Rotagdo . d[:r%rf]gt))ica SUP(I;'E%?EZ@O Melago de Soja d?lseo(;a ?\}Ieocfc:re Querosene Ig)ielzigl SLI)%???COiaI Rendimento
(%Ex) (WEx)  PEM)  (opE,)  (mN.mY) )
22 2 50 200 0 Sim 3 - Hidrolisado 16,49 0 0 0 67,37 10,46
23 3 50 200 0 Né&o 1 - Diluido 96,92 86,96 85,04 96,02 34,23 10,87
24 3 50 200 5 Néo 3 - Hidrolisado 7,6 0 0 0 64,38 6,2
25 3 50 200 5 Sim 1 - Diluido 89,18 77,91 83,33 95,91 64,88 9,98
26 3 50 200 0 Sim 3 - Hidrolisado 14,96 0 5,67 0 60,61 11,92
27 1 50 200 0 Né&o 1 - Diluido 92,23 74,38 83,71 93,89 33,88 12,18
28 1 50 200 5 Néo 3 - Hidrolisado 0 0 0 0 53,73 4,07
29 1 50 200 5 Sim 1 - Diluido 89,18 79,01 83,71 91,14 45,9 11,26
30 1 50 200 0 Sim 3 - Hidrolisado 6,18 28,18 10,04 0 64,25 11,78
31 2 15 200 5 Néo 1 - Diluido 88,1 28,86 46,95 32,4 49,56 22,63
32 2 15 200 0 Néo 3 - Hidrolisado 26,42 0 0 0 59,11 13,21
33 2 15 200 0 Sim 1 - Diluido 50 32,64 72,82 42,8 31,82 18,47
34 2 15 200 5 Sim 3 - Hidrolisado 0 0 0 0 53,19 49,19
35 3 15 200 5 Néo 1 - Diluido 72,08 20,71 48,33 16,79 40,72 28,7
36 3 15 200 0 Néo 3 - Hidrolisado 27,53 0 0 0 55,53 13,21
37 3 15 200 0 Sim 1 - Diluido 86,16 79,92 69,37 76,95 26,97 61,48
38 3 15 200 5 Sim 3 - Hidrolisado 0 0 24,25 0 56,65 26,52
39 1 15 200 5 Néo 1 - Diluido 38,06 16,2 18,86 15,21 42,1 26,81
40 1 15 200 0 Néo 3 - Hidrolisado 13,9 0 0 0 56,54 0,02
41 1 15 200 0 Sim 1 - Diluido 53,11 41,46 70,77 64,77 25,76 34,22
42 1 15 200 5 Sim 3 - Hidrolisado 0 0 0 0 49,02 28,81
43 2 15 100 0 Néo 1 - Diluido 48,83 46,13 71,94 74,29 28,38 51,03
44 2 15 100 5 Néo 3 - Hidrolisado 0 0 0 0 51,27 14,03
45 2 15 100 5 Sim 1 - Diluido 77,67 13,31 34,05 45,56 46,21 12,69
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Psychrobacter sp.
Ordem Blocos Temperatura Rotagdo . d[:r%rf]gt))ica SUP(I;LZ?%?;ZQ% Melago de Soja Odlgo OI\/II%('Jcc?re Querosene Ig)ielzigl SJ;)izﬁ?coial Rendimlento
(0205‘4) %Ex)  PPF) (opEu)  (mumy  @L)
46 2 15 100 0 Sim 3 - Hidrolisado 0 0 0 0 58,73 15,63
47 3 15 100 0 Néo 1 - Diluido 81,75 58,47 43,31 71,18 23,32 56,98
48 3 15 100 5 Néo 3 - Hidrolisado 0 0 0 0 56,03 20,39
49 3 15 100 5 Sim 1 - Diluido 76,05 37,31 0 54,38 40,2 21,92
50 3 15 100 0 Sim 3 - Hidrolisado 0 0 0 0 61,55 19,4
51 1 15 100 0 Néo 1 - Diluido 65,03 58,7 12,46 79,85 25,81 40,54
52 1 15 100 5 Néo 3 - Hidrolisado 54 0 0 0 57,91 17,11
53 1 15 100 5 Sim 1 - Diluido 91,25 41,83 54,96 87,07 41,71 10,59
54 1 15 100 0 Sim 3 - Hidrolisado 68,69 0 0 0 62,92 16,7
55 2 50 100 5 Néo 1 - Diluido 94,68 32,04 52,05 73,78 40,54 12,1
56 2 50 100 0 Néo 3 - Hidrolisado 9,26 8,85 0 0 60,02 9,39
57 2 50 100 0 Sim 1 - Diluido 86,21 52,51 93,75 78,28 33,46 23,9
58 2 50 100 5 Sim 3 - Hidrolisado 0 0 0 0 51,49 24,25
59 3 50 100 5 Néo 1 - Diluido 85,23 0 7,64 20,24 41,29 6,19
60 3 50 100 0 Néo 3 - Hidrolisado 0 0 0 0 58,9 8,99
61 3 50 100 0 Sim 1 - Diluido 76,21 72,83 57,19 64,81 27,86 113,25
62 3 50 100 5 Sim 3 - Hidrolisado 0 0 0 0 60,46 22,45
63 1 50 100 5 Néo 1 - Diluido 45,25 33,6 13,55 41,94 32,78 16,1
64 1 50 100 0 Néo 3 - Hidrolisado 0 0 0 0 57,41 12,22
65 1 50 100 0 Sim 1 - Diluido 54,39 45,42 85,17 73,74 31,26 1,1
66 1 50 100 5 Sim 3 - Hidrolisado 0 0 0 0 57,85 19,65
Controle 71,48 0 0 0 65,21 3,44
Controle 71,79 0 0 0 66,25 3,99
Controle 70,18 0 0 0 65,18 1,27




Tabela 2 — Parametros utilizados na otimizacéo e indice de emulsdo (%E-4) e tensdo superficial (mN.m™) para a levedura R. mucilaginosa.

Rhodotorula mucilaginosa

Ordem Blocos Temperatura Rotagdo .. d[:r%rf]éf)ica Sup(lgelrj?ﬁ]?éz;gao Melago de Soja Odlgo Odlgo Querosene Ig)ielzigl SJ;)izﬁ?coial Rendimento
Soja  Motor  (%E2s) (%E2) (mN.m) (g.Lh
(%E24) (%E2s)
1 2 32,5 150 2,5 Néo 2 - Clarificado 0 0 14,08 7,33 62,73 11,7
2 2 32,5 150 2,5 Néo 2 - Clarificado 0 0 28,51 7,88 61,09 7,51
3 2 32,5 150 2,5 Néo 2 - Clarificado 0 15,83 44,81 8,7 58,81 11,76
4 2 32,5 150 2,5 Sim 2 - Clarificado 17,09 0 35,58 0 55,79 12,26
5 2 32,5 150 2,5 Sim 2 - Clarificado 14,17 0 37,6 12,4 56,3 18,1
6 2 32,5 150 2,5 Sim 2 - Clarificado 23,19 15,08 39,43 0 52,99 14,7
7 3 32,5 150 2,5 Né&o 2 - Clarificado 0 12,17 31,43 0 62,25 6,19
8 3 32,5 150 2,5 Né&o 2 - Clarificado 0 0 15,52 0 64,41 5,6
9 3 32,5 150 2,5 Néo 2 - Clarificado 0 0 30,86 16,74 57,25 16,86
10 3 32,5 150 2,5 Sim 2 - Clarificado 0 25,74 16,93 9,27 58,05 22,18
11 3 32,5 150 2,5 Sim 2 - Clarificado 8,87 26,12 37,85 11,97 57,76 13,69
12 3 32,5 150 2,5 Sim 2 - Clarificado 0 0 3,67 21,05 51,27 28,43
13 1 32,5 150 2,5 Né&o 2 - Clarificado 0 0 31,58 8,15 55,24 13,62
14 1 32,5 150 2,5 Né&o 2 - Clarificado 0 0 5,08 0 57,92 14,59
15 1 32,5 150 2,5 Né&o 2 - Clarificado 0 0 25,58 17,03 58,48 13,22
16 1 32,5 150 2,5 Sim 2 - Clarificado 0 0 26,83 23,55 58,33 28,98
17 1 32,5 150 2,5 Sim 2 - Clarificado 0 0 7,02 0 54,96 23,12
18 1 32,5 150 2,5 Sim 2 - Clarificado 0 19,1 8,16 0 57,97 26,88
19 2 50 200 0 Né&o 1 - Diluido 48,06 38,65 37,7 88,14 35,91 14,56
20 2 50 200 5 Néo 3 - Hidrolisado 0 0 16,29 0 37,31 14,64
21 2 50 200 5 Sim 1 - Diluido 68,46 25,98 23,65 16,47 41,55 25,83
22 2 50 200 0 Sim 3 - Hidrolisado 0 0 38,25 0 60,89 15,93
23 3 50 200 0 Né&o 1 - Diluido 95,42 64,34 42,11 91,3 35,3 16,47

65



Tabela 2 — Continuacéo.

Rhodotorula mucilaginosa

Ordem Blocos Temperatura Rotagdo .. d[:r%rf]éf)ica Sup(lgelrj?ﬁ]?éz;gao Melago de Soja Odlgo Odlgo Querosene Sji(lfé& S%i???c?al Rendimento
Soja  Motor  (%E2s) (%6E) (mN.mY) (g.Lh
(Y%E24) (%E2s)
24 3 50 200 5 Néo 3 - Hidrolisado 0 0 9,09 0 59,91 11
25 3 50 200 5 Sim 1 - Diluido 85,56 42,69 38,4 41,53 34,35 6,96
26 3 50 200 0 Sim 3 - Hidrolisado 0 0 0 0 38,3 26,05
27 1 50 200 0 Né&o 1 - Diluido 72,66 71,64 81,93 85,13 31,61 27,84
28 1 50 200 5 Néo 3 - Hidrolisado 84,59 0 0 0 49,65 8,09
29 1 50 200 5 Sim 1 - Diluido 76,95 33,58 40,83 39,37 43,07 8,41
30 1 50 200 0 Sim 3 - Hidrolisado 7,09 18,75 36,29 0 56,82 36,91
31 2 15 200 5 Néo 1 - Diluido 43,51 45,95 35,79 12,79 42,27 23,48
32 2 15 200 0 Néo 3 - Hidrolisado 0 24,81 0 28,46 51,97 19,13
33 2 15 200 0 Sim 1 - Diluido 38,11 0 0 0 47,03 32,21
34 2 15 200 5 Sim 3 - Hidrolisado 0 0 0 0 51,02 14,39
35 3 15 200 5 Néo 1 - Diluido 53,09 33,33 10,14 9,12 46,79 17,62
36 3 15 200 0 Néo 3 - Hidrolisado 0 20,83 44,25 25,9 54,76 18,39
37 3 15 200 0 Sim 1 - Diluido 21,43 32,31 0 0 36,74 33,38
38 3 15 200 5 Sim 3 - Hidrolisado 0 0 0 0 51,91 24,46
39 1 15 200 5 Néo 1 - Diluido 51,52 0 44,1 37,6 46,31 6,55
40 1 15 200 0 Néo 3 - Hidrolisado 0 27,6 43,68 32,3 55,52 19,5
41 1 15 200 0 Sim 1 - Diluido 275 67,37 0 0 43,55 64,73
42 1 15 200 5 Sim 3 - Hidrolisado 0 0 17,94 0 60,6 12,06
43 2 15 100 0 Néo 1 - Diluido 61,67 57,45 70,4 65,81 28,52 36,43
44 2 15 100 5 Néo 3 - Hidrolisado 0 0 0 0 60,16 13,18
45 2 15 100 5 Sim 1 - Diluido 75,97 65,98 20,91 7,89 41,12 28,54
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Tabela 2 — Continuacéo.

67

Rhodotorula mucilaginosa

Ordem Blocos Temperatura Rotagdo .. d[:r%rf]éf)ica Sup(lgelrj?ﬁ]?éz;gao Melago de Soja Oéeq de Odlgo Querosene é)_'eol S Ten?_'?lo_ | Rendimento
D03 Motor  (%Ex)  oreoc, SHPEMHCEL g L
(Y0E24) (%E2) (%E24) (MN.m™)
46 2 15 100 0 Sim 3 - Hidrolisado 0 9,24 9,43 0 52,94 35,83
47 3 15 100 0 Néo 1 - Diluido 58,1 56,83 82,33 74,49 29,35 13,51
48 3 15 100 5 Néo 3 - Hidrolisado 44,64 17,96 0 0 60,84 11,91
49 3 15 100 5 Sim 1 - Diluido 77,82 31,47 0 6,06 39,66 27
50 3 15 100 0 Sim 3 - Hidrolisado 0 18,67 0 0 47,86 32,74
51 1 15 100 0 Néo 1 - Diluido 76,22 60,69 0 0 39,6 25,49
52 1 15 100 5 Néo 3 - Hidrolisado 0 0 0 8,64 58,87 16,36
53 1 15 100 5 Sim 1 - Diluido 77,51 59,66 0 12,18 37,22 28,8
54 1 15 100 0 Sim 3 - Hidrolisado 0 18,18 0 0 50,87 36,37
55 2 50 100 5 Néo 1 - Diluido 91,87 0 0 32,28 53,87 1,53
56 2 50 100 0 Néo 3 - Hidrolisado 35,88 0 0 0 61,15 13,69
57 2 50 100 0 Sim 1 - Diluido 22,07 36,25 0 31,1 33,94 27,26
58 2 50 100 5 Sim 3 - Hidrolisado 0 0 0 0 60,29 18,23
59 3 50 100 5 Néo 1 - Diluido 83,57 14,39 32,53 10,12 45,77 22,86
60 3 50 100 0 Néo 3 - Hidrolisado 0 0 0 0 63,15 11,63
61 3 50 100 0 Sim 1 - Diluido 89,47 0 0 65,59 32,79 33,53
62 3 50 100 5 Sim 3 - Hidrolisado 0 40 0 0 54,2 16,04
63 1 50 100 5 Néo 1 - Diluido 85,17 49,8 81,88 45,87 35,42 69,05
64 1 50 100 0 Néo 3 - Hidrolisado 0 0 0 0 55,13 32,75
65 1 50 100 0 Sim 1 - Diluido 90,03 82,2 0 0 35,68 28,89
66 1 50 100 5 Sim 3 - Hidrolisado 0 0 0 0 61,24 25,27
Controle 16,67 0 43,29 0 53,62 4,79
Controle 16,42 0 13,22 12,4 65,1 4,93
Controle 63,57 0 33,72 13,75 60,95 3,9
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