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RESUMO

Os surfactantes e emulsificantes obtidos de forma sintética sdo amplamente
utilizados, porém, sdo produzidos a partir do petréleo, podendo causar diversos danos
ao ambiente. Por esse motivo, pesquisas em busca de biomoléculas surfactantes e
emulsificantes vem aumentando. Portanto, esse trabalho teve como objetivo a
realizacdo de um estudo biotecnoldgico visando a producédo de biossurfactante e
bioemulsificante a partir de um processo de fermentacdo pelo fungo do género
Penicillium sp. O local de desenvolvimento dos procedimentos experimentais foi o
Laboratério do NUPEA do Centro de Ciéncias e Tecnologia localizado no Campus |
da Universidade Estadual da Paraiba. A producdo dos biossurfactantes e
bioemulsificantes foi realizada por fermentagcdo submersa, tendo como substratos
caldos obtidos a partir das cascas do abacaxi (Ananas comosus) e do abacate (Persea
americana), 0leo pos-fritura e 6leo queimado de motor. A fermentacao foi feita em
frascos de Erlenmeyer contendo o extrato das cascas de uma das frutas, o 6leo pés-
fritura ou 6leo queimado de motor e glicose, sendo esta mistura mantida a 28 °C
durante 115h, sob agitacao de 150 rpm. Os biossurfactantes e bioemulsificantes foram
avaliados através de testes de tensao superficial, indice de emulsificacdo, dispersao
Oleo em agua e estabilidade do bioemulsificante. Os resultados encontrados
demonstram que a producédo dos biossurfactantes e bioemulsificantes foi promissora,
tendo os valores de tensédo superficial dos liquidos metabdlicos variado entre 47,50—
69,87 mN/m. Quanto ao indice de emulsificacao (%), observou-se que a emulsificacao
do dleo de soja foi a que apresentou valores mais baixos, variando entre 16-20,83%,
porém, a emulsificacdo do 6leo queimado de motor apresentou valores promissores
na faixa de 75,86-93,10%. Além disso, apdés a determinacdo da altura da emulséo
contendo o 6leo queimado de motor em diferentes intervalos de tempo, observou-se
uma alta estabilidade da emulséo. Os resultados do teste de dispersédo também foram
promissores, visto que a zona de dispersdo apresentou uma area de
aproximadamente 70 mm. Portanto, todos os resultados demonstram o potencial do
Penicilllum sp. na producdo de biossurfactantes e bioemulsificantes a partir das

cascas do abacaxi e do abacate, do 6leo pés-fritura e do 6leo de motor queimado.

Palavras-chave: fermentacéo; residuos agroindustriais; biotecnologia.



ABSTRACT

Surfactants and emulsifiers obtained synthetically are widely used, however, they are
produced from petroleum and can cause various damages to the environment. For this
reason, research in search of surfactant and emulsifier biomolecules has been
increasing. Therefore, this work aimed to carry out a biotechnological study aimed at
the production of biosurfactant and bioemulsifier from a fermentation process by the
fungus of the genus Penicillium sp. The place where the experimental procedures were
developed was the NUPEA Laboratory of the Science and Technology Center located
on Campus | of the State University of Paraiba. The production of biosurfactants and
bioemulsifiers was carried out by submerged fermentation, using broth obtained from
pineapple (Ananas comosus) and avocado (Persea americana) skins, post-frying oll
and burnt engine oil as substrates. Fermentation was carried out in Erlenmeyer flasks
containing the extract of the peel of one of the fruits, the post-frying oil or burnt engine
oil and glucose, this mixture being maintained at 28 °C for 115 hours, under agitation
at 150 rpm. The biosurfactants and bioemulsifiers were evaluated through surface
tension, emulsification index, oil-in-water dispersion and bioemulsifier stability tests.
The results show that the production of biosurfactants and bioemulsifiers was
promising, with surface tension values of metabolic fluids varying between 47.50—
69.87 mN/m. As for the emulsification index (%), it was observed that the soybean oil
emulsification was the one that presented the lowest values, varying between 16-
20.83%, however, the burnt motor oil emulsification presented promising values in the
range from 75.86 to 93.10%. Furthermore, after determining the height of the emulsion
containing burnt engine oil at different time intervals, a high stability of the emulsion
was observed. The results of the dispersion test were also promising, as the dispersion
zone had an area of approximately 70 mm. Therefore, all results demonstrate the
potential of Penicillium sp. in the production of biosurfactants and bioemulsifiers from

pineapple and avocado peels, post-frying oil and burnt engine oil.

Keywords: fermentation; agroindustrial waste; biotechnology.
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1 INTRODUCAO

Tensoativos ou surfactantes sdo moléculas organicas que possuem
caracteristicas anfipaticas, e que em sua estrutura apresentam uma porcao polar e
outra apolar. Devido ao seu carater anfifilico, qguando adicionados a um solvente polar
se acumulam na superficie do solvente. Essas moléculas de surfactantes presentes
na superficie diminuem a forca de coesédo entre as moléculas do solvente, reduzindo
assim a tensao superficial. (FELIPE; DIAS, 2017)

Existem diversas aplicagbes dos surfactantes sintéticos em diferentes
processos industriais, domésticos e biolégicos, tendo fungbes de emulsificante,
agente molhante ou de suspenséo, dispersdo de fases e lubrificantes. Porém, a longo
prazo, a utilizacdo de surfactantes sintéticos provoca danos ambientais associados a
sua producédo e ao seu descarte, como a morte de microrganismos, peixes e plantas
aguaticas. (BEHRING, 2004; DALTIN, 2011; OLKOWSKA et al., 2014)

Sendo assim, na procura por novas moléculas surfactantes que nao
desencadeassem danos ao ambiente, observou-se que microrganismos como fungos
e bactérias detinham a capacidade de sintetizar compostos com ac¢Oes semelhantes
aos surfactantes sintéticos. Esses compostos sdo chamados de biossurfactantes e
bioemulsificantes, e apresentam caracteristicas tensoativas, ou seja, assim como 0s
sintéticos, tem o potencial de baixar a tensdo superficial de liquidos devido suas
semelhancas estruturais. (SANTOS; SILVA; COSTA, 2016; UZOIGES et al., 2015)

Os biossurfactantes e bioemulsificantes apresentam vantagem quando
relacionados aos surfactantes sintéticos como a biodegradabilidade e baixa
toxicidade. Além disso, podem ser produzidos a partir da fermentacdo por
microrganismos de residuos agroindustriais, o que é um ponto importante do ponto de
vista econdmico e ambiental. Para que essa producéo seja possivel, € necessario que
o residuo agroindustrial seja uma boa fonte de nutrientes para os fungos e bactérias
responsaveis pela sintese, exemplos de substratos ricos nesses nutrientes sao as
cascas de frutas e legumes, além de Oleos pos-fritura. (DA SILVA et al., 2020; PINTO,
2008)

O processo fermentativo submerso tem como principal caracteristica a
utilizacdo de um meio de cultura liquido, com nutrientes sollveis, tornando-se assim
uma metodologia de escolha pra a producao de biossurfactantes e bioemulsificantes

a partir de residuos agroindustriais. Aléem disso, apresenta facilidade de cultivo em
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maior quantidade por garantir homogeneidade do meio e facilidade no controle de
parametros do processo, como agitacao, pH, tempo e temperatura. (ALONSO, 2001,
COUTO; SANROMAN, 2006)

Nesta perspectiva, € de extrema importancia a pesquisa de novos substratos
biodegradaveis para a producéo de biossulfactantes e bioemulsificantes, buscando a
avaliacao da influéncia desses compostos na tensao superficial e visando obter

vantagens econdmicas e ambientais como resultado desses processos.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Investigar a producdo de biossurfactantes/bioemulsificante pelo fungo
Penicillium sp utilizando diferentes descartes agroindustriais como meio de baixo

custo.

2.2 Objetivos especificos

e Realizar a producdo do biossurfactante/bioemulsificante por Penicillium sp
utilizando como substratos rejeitos de cascas do abacaxi (Ananas comosus) e
do abacate (Persea americana), 6leos vegetais pos-fritura e 6leo queimado de
motor.

e Produzir biossurfactante/bioemulsificante por fermentacéo em agitagao.

e Avaliar a eficiéncia do biossurfactante/bioemulsificante através dos parametros
de tenséo superficial, indice de emulséo e teste de disperséo.
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 Surfactantes

Surfactantes ou tensoativos sintéticos sdo substancias derivadas do petréleo
produzidos por rotas quimicas. Sdo aglomerados moleculares automontados
denominados de micelas em uma solucdo (fase aquosa ou oleosa), se dissolvendo
em interfaces de solu¢des e uma fase diferente (gases ou solidos). Sdo compostos
organicos anfipaticos ou anfifilicos que apresentam duas caracteristicas na molécula,
sendo elas uma parte polar e outra apolar (hidrofilica e hidrofébica). A porcéo polar
(cabeca), pode ser caracterizada por grupos idnicos (catidbnicos ou aniénicos),
anféteros ou ndo idnicos, ja a por¢cao apolar (cauda), é constituida por uma ou duas
cadeias carbonicas, ou fluoro carbbnicas, ou siloxanicas. Essas substancias
apresentam comportamentos diferentes de acordo com o pH e podem classificadas a
partir da porcdo hidrofilica da estrutura, como mostrado na Figura 1. (DIAS, 2017;
NAKAMA, 2017)

Figura 1 - Estrutura geral dos surfactantes (A: surfactantes catidénicos, B:

surfactantes anionicos, C: surfactantes anféteros, D: surfactantes ndo ibnicos)

Cauda Cabecga

Fonte: FELIPE; DIAS (2017, p. 228).

Como citado anteriormente, os surfactantes sintéticos sao derivados de fontes

petroquimicas ou oleoquimicas, isso se da a partir de diferentes matérias prima,
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resultando em moléculas com diferentes estruturas quimicas, principalmente quando
relacionado a porc¢ao hidrofilica da molécula. Os surfactantes apresentam diferentes
aplicacbes nos setores da industria, como produtos de limpeza doméstica ou
industrial, higiene pessoal, cosméticos, agroguimicos, tintas e adesivos, entre outros.
A Figura 2 demonstra alguns tipos de matérias-primas que ddo origem a esses
tensoativos, assim como a aplicacdo destes em diferentes areas. (BRAIN &
COMPANY; GAS ENERGY, 2014)

Figura 2 - Exemplos de matérias primas, tipos de tensoativos e utilizacdo de acordo

com sua classificagdo a partir da polaridade

MATERIAS- PRINCIPAIS
PRIMAS QUIMICOS BASICOS TENSOATIVOS APLICACOES

» Produtos de limpeza
{Sab3c em pd para roupa,
detergente para louga)
Cuidado pessoal

Tensecativos
anifénicos

Eteno — Oxido de eteno

Algquilbenzeno

Benzeno 2
linear (LAB) + Produtos de limpeza
Tensoativos pacada findustrial
n3o-ibnicos « Detergente
+ Cuidado pessoal
Parafinas :ﬁlc}m_:-rls
sintéticos
,], « Aplicacgbes industriais
. Tensoativos diversas
Olefinas Alcoois S catiBnicos : 3:1:?;::;
lineares graxos g
Oleos vegetais y i Produtos de limpeza
(coco pa?ma) e— Acidos Tensoativos (Detergente para louga)
ol (s8bo) graxos anféteros + Cuidado pessoal
animais (sebo . 4 (Xampu, sab&o liguido)
egenda:

—> Rota principal

- -3 Rota alternativa

Fonte: BRAIN & COMPANY; GAS ENERGY (2014, p. 6).

Das principais carateristicas existentes nos surfactantes, a mais importante e
mais utilizada na diferenciacéo € a de reducdo da tensdo superficial e interfacial do
meio em que sao aplicados. (RAUTELA; CAMEOTRA, 2014)

O fator responsavel para diminuicdo da tensdo superficial € quando a
concentracdo de surfactantes no meio aquoso aumenta, com isto ocorre a formacéo
de micelas. As micelas sdo estruturas constituidas por moléculas anfipaticas
agregadas com as suas por¢des hidrofilicas voltadas para a parte interna. A partir

desse processo de formacdo de micelas pode-se conhecer entdo a Concentracéo
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Micelar Critica (CMC). A CMC € a concentragdo minima onde ocorre a formacao de
micelas de um surfactante, ou seja, a partir dela pode-se observar a concentracéo de
surfactantes necessaria para que a tensao superficial seja reduzida ao maximo como
mostrado na Figura 3. A CMC é uma grandeza de bastante importancia no estudo de
surfactantes, pois a partir dela pode-se definir a capacidade que um surfactante
apresenta de diminuir a tensdo superficial entre dois componentes. (RUFINO et al.,
2008; TURCHI; KARCZ; ANDERSSON, 2022)

Figura 3 - Variacdo da tensao superficial, interfacial e solubilidade em fungao

da concentracdo do surfactante.

Mondmero
! cme Micela
% e
.. - Solubilidade
\\ y -

~F >"==— - — Tens#o supetficial
>i""
Tenséao interfacial

Concentracado de surfactante

Propriedade fisica

Fonte: MULLIGAN; YOUNG; GIBBS (2001)

3.1.1 Biossurfactantes

Os biossurfactantes sdo substancias caracterizadas por sua origem microbiana
e suas substancias bioativas, sendo constituidos quimicamente por uma porcao
hidrofébica, sendo ela de hidrocarbonetos, acidos graxos de cadeia longa e entre
outros e por uma porcao hidrofilica, constituida de carboidratos, acido carboxilico,
alcool, fosfato ou um peptideo ciclico. Podem ser classificados ainda como catibnico,

anidnico, nao ibnico e anfétero, devido sua estrutura e caracteristicas serem
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semelhantes aos surfactantes sintéticos. (ZHAO; SELVAM; WONG, 2011; SILVA,
2014; NITSCHKE; PASTORE, 2002; SANTOS et al, 2021)

Em diferenca com os surfactantes sintéticos a principal caracteristica do
biossurfactante esta ligada ao seu peso molecular. De forma geral os biossurfactantes
apresentam baixo peso molecular podendo ser explicado pela estrutura dos
glicolipidios, lipopeptideos e fosfolipidios. S&o formados principalmente por
microrganismos podendo ser de originado de fungos, bactérias e leveduras. O
desenvolvimento e obtengdo dos biossurfactantes pode se da através da presenca
desses microrganismos em conjunto com uma fonte de carbono e nitrogénio
proveniente do substrato escolhido, que tenha boas concentracbes de
micronutrientes. (PACWA-PLOCINICZAK et al, 2011; EHRHARDT,; SECATO;
TAMBOUGI, 2014; BANAT, 1995; FARIA, 2010).

Essas moléculas causam a diminuicAo da tensdo superficial, assim
aumentando a area de contato de compostos insolluveis (polaridades diferentes),
como exemplo de hidrocarbonetos em meio polar atuando em fluidos com diferentes
polaridades. Ha, portanto, a possibilidade misturas O/A e A/O, quando na presenca
de biossurfactantes, isso ocorre pelo fato destas moléculas apresentarem uma boa
CMC, visto que quanto maior a CMC, maior a capacidade do surfactante diminuir a
tensdo superficial entre dois componentes insolUveis, possibilitando assim uma
melhor solubilidade. Os biossurfactantes s@o ecologicamente corretos por serem
produtos  naturais, oferecendo beneficios como, toxicidade reduzida,
biodegradabilidade, solubilizag&o de hidrocarbonetos, estabilidade térmica e mudanga
de pH, tem acdo antibacteriana, antifingica e antiviral. Todas essas caracteristicas
culminam para a possibilidade da utilizacdo destas moléculas em varias areas da
indastria, como petroquimica, cosméticos, na agricultura para constituicdo de
herbicidas, fabricacao de itens de higiene pessoal, detergentes, papéis, e a indUstria
alimenticia, para biorremediacdo. (DIAS et al., 2018; MARINHO; SILVA; LUNA, 2022;
BARROS et al.,, 2007; LIMA, 2007; NISTCHKE; PASTORE, 2013; SILVA, 2014;
VECINO et al., 2015; LAWNICZAK et al.. 2013).

Em contra partida do grande potencial dos biossurfactantes, sua aplicacao
ainda é um processo limitado pelo fato de apresentarem custo elevado de producao
guando comparados com surfactantes sintéticos. Isso se da pela ndo existéncia de
processos de producdo em larga escala devido a grande variabilidade de

microrganismos e substratos existentes. As dificuldades relacionadas aos substratos
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sao explicadas pelo impasse na sele¢cdo desses compostos alternativos, ou seja, na
busca da melhor composicéo que favoreca as fontes necessarias para o crescimento
celular para o produto de interesse. Existem também outras variaveis, sendo uma
delas as possiveis contaminac¢des dos préprios microrganismos do produto em um
processo de producgdo, dificultando também o desenvolvimento de um processo de
producdo em larga escala. (KRIEGER; CAMILIOS; MITCHELL, 2010; MARINHO;
SILVA; LUNA, 2022; ROSSMANN, 2008)

3.2 Emulsificantes

Os emulsificantes sdo bem semelhantes aos surfactantes, desde a sua rota de
derivacdo até a sua estrutura, a exemplo disso, a sua estrutura dos emulsificantes
possui a mesma caracteristica da estrutura dos surfactantes, tendo uma parte polar e
outra apolar, ou seja, uma parte lipofilicas e hidrofilicas. (FERREIRA, 2019)

A utilizacdo dos emulsificantes pode da origem a emulsdes. Emulséo é definida
como a mistura de dois liquidos imisciveis, sendo um deles disperso em globulos (fase
dispersa) e outro liquido (fase continua), gerando entdo a emulsdo de um sistema
heterogéneo, ou seja, um liquido imiscivel completamente difuso em outro. (HILL,
1996; LIMA et al., 2008)

As emulsdes podem ser classificadas de acordo com a fase e continua, sendo
classificada como: emulsao agua em 6leo (A/O), na qual a fase dispersa € agua e a
fase continua o 6leo; emulséo 6leo em agua (O/A), quando a agua € a fase continua
e Oleo a fase dispersa. Também pode haver a possibilidade de formacao de emulsdes
multiplas em que se classificam como: emulsdo A/O/A, quando uma goticula de Oleo
contém uma ou mais goticulas de agua estando em suspensao em uma fase aquosa;
e emulsdo O/A/O. Isso € possivel pois cada parte polar e apolar da molécula
emulsificante atrai seus semelhantes quimicos no sistema, possibilitando uma mistura
entre dois liquidos imisciveis, como exemplificado nas Figuras 4a e 4b. (PEGADO et
al., 2003; ZANON, 2010)
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Figura 4 — a: Representacdo das emulsbes mais comuns. Simples: 1 - emulsao
oleo/agua (O/A), 2 - emulsdes agua/bleo (A/O), Mdltiplas: 3- emulsdo agua/éleo/agua
(A/O/A), 4 - emulséo 6leo/agual/dleo (O/A/O), b: Interacdo da molécula com os meios

polares e apolares.
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Fonte: Adaptado de BOUYER et al, (2012); FELIPE; DIAS (2017).

Como ja falado anteriormente, um emulsificante € aquele que tem como
principal fungdo de reduzir a tenséo interfacial e atua como agente estabilizante para
a emulsdo. Na grande maioria das vezes o0s agentes emulsionantes de natureza
hidrofilica favorecem a formacdo de emulsdes O/A, jA as de natureza lipofilica
favorecem a formagéo de emulséo A/O. Para ser um emulsificante de qualidade o
mesmo deve manter a estabilidade durante a validade do produto/processo em que
esta sendo usado, deve ser estavel a degradacdo quimica, inerte, ndo toxico, realizar
a penas a emulsdo e nado reagir quimicamente com 0 meio e depender da sua
utilizacdo. Deve também ter suas caracteristicas organolépticas pouco detectaveis
como: cor, sabor e cheiro. (ZANON, 2010)

3.2.1 Bioemulsificantes

Os Bioemulsificantes sédo substancias com maior peso molecular em relacéo
aos biossurfactantes, pois sao provenientes de misturas mais complexas de proteinas,
lipoproteinas, heteropolissacarideos e lipopolissacarideos e misturas complexas com
biopolimeros. Conhecidos como biopolimeros de alto peso molecular ou
exopolissacarideos, podem ser assemelhados aos biossurfactantes, porém, a

caracteristicas desta substancia é de emulsificar dois liquidos imisciveis como
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hidrocarbonetos ou outras substancias hidrofébicas mesmo em baixas concentrages.
Entretanto, sdo menos eficientes na reducéo da tensao superficial, diferentemente dos
biossurfactantes. Com isto pode-se afirmar que os bioemulficantes possuem apenas
atividade emulsificantes e nédo atividade de superficie capaz de diminuir a tenséo de
do meio, por outro lado possuem capacidade de solubilizacéo de substratos poucos
soliveis, assim aumentando seu acesso e disponibilidade para biodegradacao.
(SEKHON-RANDHAWA, 2014; WILLUMSEN; KARLSON, 1997).

Uma das principais caracteristicas do bioemulsificantes é a estabilizacdo das
emulsBes aumentando a sua estabilidade cinética, por este motivo e por apresentar a
biodegradabilidade, baixa toxicidade, resisténcia a alteracdo de temperatura, pH e
salinidade os bioemulsificantes estdo sendo usados em varios ramos e etapas da
indastria de alimentos, farmacéutica, cosmética e de petréleo. (CARRERO et al.,
2011; WILLUMSEN; KARLSON, 1997; UZOIGWE et al., 2015)

3.3 Fungos

Os fungos estdo inclusos no grupo dos organismos mais diversos da Terra,
sendo conhecidas cerca de 130 mil espécies em um total estimado de mais de 1,5
milndes. Os fungos conhecidos correspondem apenas 8% de todas espécies
existentes, isso leva a crer que os fungos sdo um dos grupos de seres vivos com
diversidade menos conhecida. (LIMA, 2015)

Sao organismos eucaridticos, quimioheterotroficos, que apresentam nutricdo
absortiva com digestdo extracorpérea parcial, sendo fermentadores facultativos ou
aerobicos, e tem como caracteristica sua estrutura corporea pluricelular micelial, no
caso dos fungos filamentosos ou unicelular leveduriforme, no caso das leveduras. Sua
parede plasmatica € constituida por proteinas, quitina, glicanos e o ergosterol como
principal esterol da membrana plasmatica. (MORAES; PAES; HOLANDA, 2010)

Tendo como funcado natural a composicdo de compostos organicos, 0S mesmos
estdo sendo muito utilizados nas industrias de alimentos, farmacéutica, racao animal,
guimica (biosurfactantes, detergentes e polimeros), producdo de biocombustivel,
indastria téxtil, mas também s&o responsaveis por causar doencas em plantas,
animais, insetos e até no homem (KENDRICK, 2011; FREITAS, 2022)
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3.3.1 Fungo filamentoso e Penicillium sp

Fungos filamentosos sédo formados por estruturas com filamentos de
fragmentacdo de suas hifas e micélios com fungéo de esporulacdo por meio dos seus
esporos, possuem reproducdo sexuada sendo o estado sexual teleomorfo e
assexuada o estado sexual anamorfo. Sua morfologia pode ser observada na Figura
5. (MORAES; PAES; HOLANDA, 2010)

Figura 5 - Morfologia representativa do Género Penicillium sp.
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Fonte: MONTEIRO (2012)

Os fungos filamentosos Penicillum (Figura 6) sdo poucos exigentes
nutricionalmente e toleram diversa condi¢8es fisico-quimicas, sendo adaptados aos
mais variados tipos de habitat, com isto € encontrado nos mais diversos locais, como
ar, solo em ambientes internos e alimentos. Este microrganismo vem sendo utilizado
na produgéo de medicamento como a penicilina, enzimas e em alimentos fermentados
como também no desenvolvimento de bioprodutos. (LIMA, 2015; GOMES, 2011)

Os fungos deste género sdo conhecidos pela capacidade de produgéo de uma
grande variedade de metabdlitos secundarios biologicos ativos a exemplo de
peptideos, terpendides e enzimas extracelulares, sempre apresentando grandes

resultados biotecnoldgicos sendo eles bastante utilizados em biocontrole, fontes de
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enzimas, utilizacdo de bioprodutos, e entre outas aplicacdes para 0s seus metabolitos
secundarios na industria. (SEMEPRE; SANTAMARINA, 2010)

Figura 6 - Penicillium sp.

Fonte: Elaborada pelo autor, 2023.

3.4 Residuos agroindustriais

O processamento de frutas em industrias em torno do mundo gera milhdes de
toneladas de residuos agroindustriais ao longo da sua cadeia produtiva, a exemplo
disto tem-se que no processamento de frutas para producédo de polpa de frutas &
gerado cerca de 30 a 40% de residuos, sendo que 0S mesmoOs Sa0 ricos em
compostos bioativos ricos em vitaminas, minerais, fibras, compostos antioxodantes e
nutrientes em geral (SENA; NUNES, 2006; MAKRIS, BOSKOU; ANDRIKOPOULOS,
2007;BALASUNDRAM; SUNDRAM; SAMMAN, 2006; MENEZES, DURRANT, 2008).

De acordo com o Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IGBE), a
producéo de frutas no Brasil foi cerca de 40 milhdes de toneladas em 2018, estando
no ranking das maiores producées mundiais de frutas ficando atras apenas da China
e india. (IBGE, 2019)
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Pelo fato de os residuos agroindustriais serem grandes fontes de bioativos e
nutrientes e cerca de 50% do custo final, estes residuos sdo importantes candidatos
como substratos na producao dos biossurfactantes, dispensando assim substratos de
alto custo, a fim de viabilizar economicamente o processo produtivo. Portanto, os
residuos agroindustriais de frutas sdo uma 6tima escolha como fonte de substrato e
nutrientes para o processamento e desenvolvimento de bioativos. Além da questéao
econdmica, existe também a alternativa para um melhor aproveitamento dos residuos
visando cada vez mais 0 seu total aproveitamento e menos descarte.
(CASTIOGLIONE; BERTOLIN; COSTA, 2009; MAKKAR; CAMEOTRA; BANAT, 2011)

3.4.1 Abacaxi (Ananas comosus)

O abacaxi € uma fruta de clima subtropical e tropical sendo consumido em todo
0 mundo tanto na forma in natura quanto na forma de produtos industrializados. Sua
producdo no ano de 2018 foi cerca de 2,65 milhdes de toneladas, sendo bastante
industrializado na regido norte do Brasil e gerando cerca de 40 a 60% do seu peso
total de residuo. (FAOSTAT, 2018; ERKEL et al., 2015)

Segundo Lima et al. (2010), o uso do abacaxi (Ananas comosus) para producao
caldo do mesmo, apresenta resultados promissores como fonte de nitrogénio e outros
micronutrientes para desenvolvimento de biossurfactante e bioemulsificantes dentro
dos padrbées com o uso da bactéria Pseudomonas flourescens. Além disso, de acordo
com Santos (2018), a casca do abacaxi apresenta um teor de carbono de
aproximadamente 40,87% em sua constituicdo. Isso corrobora para a justificativa do
aumento de pesquisas para a utilizacdo dos residuos da casca do abacaxi na
producéo de biossurfactantes e bioemulsificantes utilizando a fermentagéo por
diferentes microrganismos.

Na Tabela 1 a seguir é apresentado o teor de nutrientes (composicao

centesimal) da casca do abacaxi in natura.



24

Tabela 1 - Teor de nutrientes da casca do abacaxi e do abacate

100 g de amostra 100 g de amostra

Parametros Abacaxi in natura Abacate in natura
Umidade (Q) 78,13 76,95
Cinzas (g) 1,03 0,75
Lipideos (g) 0,55 11,04
Proteinas (Q) 1,45 1,51
Fibras (g) 3,89 6,85
Carboidratos (g) 14,95 2,90
Calorias (Kcal) 70,55 117,02
Calorias (Kcal) 76,44 123,94
Ferro (mQ) 0,71 2,18
Sadio (mg) 62,63 76,75
Magnésio (mg) 26,79 26,24
Zinco (mg) 0,45 1,24
Cobre (mg) 0,11 0,18
Potassio (mg) 285,87 236,70

Fonte: GONDIM et al. (2005)

3.4.2 Abacate (Persea americana)

O abacate (Persea americana) € uma fruta originaria do México e da América
Central, e apresenta uma riqueza de nutrientes como proteinas, lipidios, vitaminas e
minerais. Porém, assim como em varias frutas, apés a utilizacdo da polpa a casca do
abacate é descartada acarretando a formacédo de residuos o que gera problemas
como falta de espaco fisico para decomposicdo e custos maiores envolvendo o
gerenciamento dos residuos urbanos. (CUNHA et al., 2014)

Os residuos do abacate, casca e semente, ainda sdo pouco explorados
cientificamente quanto ao seu potencial nutritivo e funcional. As cascas apresentam
altos teores de minerais como potassio, nitrogénio, magnésio, calcio, ferro, zinco e
cobre, além de ser fonte de lipidios, fibras e compostos fenélicos (Tabela 1). (DAIUTO
et al., 2014) Por apresentar todos esses componentes em quantidades importantes, a
casca do abacate pode ser definida como uma possivel fonte nutricional para
microrganismos no  processo de fermentacdo para geracdo de

bioemulsificantes/biosurfactantes.
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3.4.3 Oleo de soja pos fritura

O dleo de soja é uma fonte de carbono composta por gordura instaura (6%),
acidos graxos poli-insaturados (25%), monoinsaturados, (15%) e saturados (15%). A
producdo mundial de 6leos e gorduras é de aproximadamente 2,5 a 3 milhfées/ano,
sendo 75% desse valor derivados de plantas. Varias industrias de alimentos fazem
uso de gorduras e 0Oleos, o que gera grandes quantidades de residuos hidrofébicos.
ApoOs a sua utilizagdo na industria alimenticia, o 6leo de soja sofre alterac¢des fisico-
guimicas sendo necessario descarta-lo, visto que a utilizacdo deste pode causar
diversos danos a saude como aterosclerose e desencadear uma acdo mutagénica.
(ASSUNCAOQ; GUIMARAES, 2014; MAKKAR; CAMEOTRA, 2002)

O tratamento desses residuos demanda altos custos, porém, o 6leo residual
gerado contém nutrientes, essas duas caracteristicas contribuem para que o 6leo de
soja pos-fritura seja uma matéria-prima de baixo custo na producdo de
biossurfactantes e bioemulsificantes (BANAT et al., 2010; MAKKAR et al., 2011)
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4 METODOLOGIA

4.1 Local de desenvolvimento

As etapas do procedimento experimental foram realizadas no Nucleo de
Pesquisa e Extensdo em Alimento (NUPEA) da Universidade Estadual da Paraiba
(UEPB) — Campus I, na cidade de Campina Grande, Paraiba, em parceria com o
Laboratorio de Nucleo de Pesquisa em Ciéncias Ambientais (NPCIAMB) da
Universidade Catélica de Pesquisa em Ciéncias Ambientais de Pernambuco
(UNICAP). Estes procedimentos foram padronizados através da utilizacdo dos

mesmos equipamentos e vidrarias.

4.2 Manutencgdo do microrganismo

O Penicillium sp isolado do solo do semi-arido de Pernambuco foi mantido no
banco de Cultura do Nucleo de Pesquisas em Ciéncias Ambientais (NPCIAMB) da
Universidade Catdélica de Pernambuco, registrada no World Federation Culture
Collection- WFCC.

A manutencdo das culturas se deu em meio Agar Sabouraud em uma
temperatura de 5 °C. Além disso foram realizados repiques em periodos de ho maximo
uma semana a fim de manter o microrganismo sem contaminacfes e possiveis

alteragoes.

4.3 Substratos utilizados

Para a formulacdo dos meios de producdo foram utilizados residuos
agroindustriais, sendo eles descartes de cascas de frutas, e além desses residuos,
utilizou-se também 6leo pdés-fritura e 6leo queimado de motor. As cascas de frutas
utilizadas nessa etapa experimental foram as do abacaxi (Ananas comosus) e do
abacate (Persea americana) coletadas na cidade de Campina Grande — PB. J4 o 6leo
pés-fritura foi coletado em estabelecimentos comerciais da cidade de Queimadas —
PB. O 6leo queimado de motor foi adquiro em oficinas de motocicletas da cidade de

Esperanca — PB.
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4.4 Preparo dos substratos

As cascas das do abacaxi e do abacate (Figura 7) foram higienizadas e lavadas
com 4gua destilada. Logo ap6s as cascas de cada fruta, separadamente, foram
colocadas em um liquidificador de uso doméstico juntamente com agua destilada na
concentracdo de 200 g/L (1/4), e triturou-se essa mistura. Por fim, foi obtido um caldo
aguoso, sendo este o substrato utilizado para o procedimento de fermentacao.

O O6leo pos-fritura e o 6leo queimado de motor ndo passaram por nenhuma

preparacao prévia ao procedimento de fermentacao.

Figura 7 — Cascas das frutas utilizadas

ABACAXI ABACATE

Fonte: Elaborada pelo autor, 2023.

4.5 Producéo do biossurfactante/bioemulsificante

A producéo de biossurfactante/bioemulsificante foi realizada por fermentacéo
submersa em frascos de Erlenmeyer de 250 mL de capacidade. Nestes frascos foram
adicionados 96 mL do extrato preparado por meio das cascas do abacaxi e do
abacate, 1 g de glicose e 2 mL do 6leo (pés-fritura e motor), totalizando o volume
padrdo de 100 mL. Para cada extrato das cascas das frutas foram preparadas

misturas (100 mL) utilizando o 6leo pés-fritura ou o 6leo queimado de motor, ou seja,
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ao obteve-se 4 misturas sendo elas: extrato da casca do abacaxi + 6leo pés-fritura,
extrato de abacaxi + 6leo queimado de motor, extrato da casca do abacate + 6leo pos-
fritura, extrato da casca do abacate + 6leo queimado de motor.

Os frascos de Erlenmeyer contendo todos os componentes (Figura 8) foram
entdo levados para serem esterilizados em autoclave a uma temperatura de 121° C
por 15 min, apos o resfriamento levou-se os fracos a um ambiente estéril juntamente
com placas de Petri contendo o Penicillium sclerotiorum. Foi feita entdo a transferéncia
do microrganismo contido nas placas de Petri (aproximadamente 90 mm de diametro)
com auxilio de uma espatula para os frascos de Erlenmeyer.

Os frascos foram incubados a 28°C durante 115 h, sob agitacdo orbital de 150
rpm. Apés esse periodo a biomassa foi separada do liquido metabdlico por meio de
centrifugacéo a 10.000 rpm por 15 min a 10°C. Obteve-se entédo o liquido metabdlico
livre de células, o qual foi utilizado para determinacdo do pH, tenséo superficial, indice

e atividade de emulsificacéo.

Figura 8 — Frascos de Erlenmeyer contendo os substratos e o Penicillium sp. no
processo de fermentacéo (Al: casca do abacaxi + 6leo queimado de motor; A2: casca
do abacaxi + 6leo de soja pos-fritura; B3: casca do abacate + 6leo queimado de motor;

B4: casca do abacate + 6leo de soja pos fritura)

A - ABACAXI B - ABACATE

Fonte: Elaborada pelo autor, 2023.
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4.6 Determinacéo do pH

A determinacdo do pH foi realizada em aliquotas coletadas dos extratos
preparados das cascas do abacaxi e do abacate e do liquido metabdlico apos a

separacao da biomassa com auxilio de um potenciémetro.
4.7 Avaliagéo da tensao superficial

A tensao superficial foi medida pelo método do peso da gota utilizando o liquido
metabdlico de cada condicéo (extratos das cascas de frutas e 6leos).

Seguindo a metodologia proposta por Behring et al. (2004), com o auxilio de
uma bureta de 25 mL, foi realizada a contagem de 20 gotas do liquido metabdlito em
um béquer de 100 mL, para assim obter-se assim a massa da gota, possibilitando o
célculo do fator de correcéo e do raio.

A tensao superficial foi determinada a partir da equacgéao da lei de Tate mostrada

na Figura 9, sendo y = tensao superficial, m = massa de uma gota, g = gravidade, r =

raio da gota e f = fator de correcao.

Figura 9 — Equacao da Lei de Tate
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Fonte: Elaborada pelo autor, 2023.

4.8 Avaliacao do indice de emulsificacao (IE)

Os liguidos metabdlicos livres de células foram utilizados, seguindo o método
descrito por Cooper & Goldenberg (1987), para estimar o indice de emulsificacdo dos
biossurfactantes produzidos foram distribuidos 2 mL de 6leo de soja, 6leo pos-fritura
e Oleo queimado de motor em tubos de ensaio proporcionando trés condicdes para
cada amostra do liqguido metabdlico. Logo em seguida foi adicionada a cada tubo de
ensaio 2 mL de cada liquido metabdlico e levado ao voértex por 2 min para ser

homogeneizado. Realizou-se leituras dos resultados com 24h, 48h, 96h e 336h, sendo
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medido a altura do liquido emulsificado da coluna total. Para a determinacdo do
percentual de emulsificacdo utilizou-se a férmula de determinacdo de emulséo,

conforme a Figura 10, sendo He a altura da emulséo e Ht a altura total da coluna.

Figura 10 — Férmula de determinacdo de emulséo

O/—He 100
O_Htx

Fonte: Elaborada pelo autor, 2023.

4.9 Teste de disperséao

Seguindo a metodologia descrita por Bodour et al. (1998) e Youssefet et al.
(2004), o teste de dispersao foi realizado utilizando uma placa de Petri (90 mm de
didmetro) com 35 mL de agua e 5 mL de 6leo queimado de motor colocado na
superficie da dgua. O volume de 1 mL da cultura fungica foi adicionado na superficie
do oOleo e a formacdo de uma zona clara indicou o tamanho da zona de disperséao,
medida em mm.

Para a realizagdo desse teste foi selecionado o liquido metabdlico que

apresentou o melhor valor de tenséo superficial.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Producéao do biossurfactante

A partir da fermentacéo realizada com as duas cascas de frutas e os dois tipos
de 6leos em no tempo de 115h utilizando o Penicillium sp., obteve-se os resultados a
seguir para a determinacao da tensdo superficial a partir do método da gota contidos

na Tabela 2.

Tabela 2 - Tensao superficial obtida ap6s a fermentacdo de 115 h

Tensé&o Superficial

Substrato , ] Oleo Tensdo
Cascade da casca Glicose Ole(?s Pos® queimado superficial

fruta de fruta (@) f;ln:qu)a de motor (mN/m) -
(mL) (mL) 115h
Abacaxi 97 1 2 0 47,50
Abacaxi 97 1 0 2 69,87
Abacate 97 1 2 0 56,36
Abacate 97 1 0 2 50,87

Fonte: Elaborada pelo autor, 2023.

Como visto anteriormente, varios fatores determinam e influenciam a producéo
de biossurfactantes por microrganismos, exemplos desses fatores sao a fonte de
carbono e nitrogénio, pH, tempo de fermentacdo, agitacdo e a variacdo da
temperatura, sendo as caracteristicas de interferéncia mais comuns. A partir destes
resultados obtidos de tensdo superficial pdde-se comprovar quais variaveis de cascas
e Oleos utilizadas tiveram melhor contribuicdo para que houvesse a diminuicdo da
tensdo, sendo o valor de tenséo superficial da agua, equivalente a 72,436 m.N/m a
29°C., a referéncia para essa comparacgao.

Os valores obtidos para tenséo superficial nas quatro situacdes testadas no
tempo de 115h variaram entre 47,50 mN/m e 69,87 mN/m. Levando em consideracgéo
gue valores menores de tensao superficial sGo os mais desejados e em comparacgéo

com os resultados obtidos por Freitas (2021) de 42,77 mN/m, utilizando os residuos
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de milhocina e 6leo pés-fritura na fermentacdo com o Penincillium scleorotiorun (UCP
1040) durante uma fermentacao de 144h, pode-se afirmar que as cascas de abacaxi
e abacate, além dos 0leos utilizados séo bons candidatos de substratos promissores
para o desenvolvimento de estudos e teste para producédo de biossurfactantes por
fungos do género do Penincilium.

Como mostrado no Figura 11, o melhor sistema de obtencdo de
biossurfactantes e bioemulsificantes encontrado foi aquele contendo a casca do
abacaxi juntamente com o 6leo pés-fritura. Em contra partida, o sistema que
apresentou resultados de tenséo superficial mais alto foi aquele contendo a casca do
abacaxi e o0 6leo queimado de motor. Os dois sistemas contendo as cascas do abacate
apresentaram valores de tensao superficial muito proximos, sendo o valor de 56,36
mN/m para o sistema contendo a casca do abacate e o 6leo pos fritura e 50,87 mMN/m
para aquele contendo a casca do abacate e o 6leo de motor queimado.

Sendo assim, os sistemas que desencadearam uma maior diminuicdo da
tensao superficial foram aqueles contendo a casca de abacaxi juntamente com o 6leo
pos-fritura, e o sistema contendo a casca de abacate em conjunto com o Oleo

gueimado de motor.

Figura 11 — Representacéo gréafica da variacdo da tensao superficial em funcéo dos

diferentes substratos utilizados no processo de fermentacao
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Fonte: Elaborada pelo autor, 2023.
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5.2 Producao do bioemulsificante

Sabendo que os bioemulsificantes apresentam caracteristicas diferentes dos
biossufactantes e ndo depende da reducdo da tensdo superficial para producéo de
emulséo, pelo fato de bioemulsificantes serem biopolimeros de alto peso molecular,
faz-se necessario a realizacdo do teste de emulsdo para avaliacdo da eficacia na
producdo desses compostos.

Para avaliagcdo da producgéo de bioemulsificante realizou-se os testes utilizando
0 Oleo de soja, 6leo pos-fritura e 6leo queimado de motor, juntamente aos liquidos
metabolicos obtidos de cada fermentacao, conforme esta apresentado na Tabela 3 e

Figura 12, mostrando o percentual de emulséo de cada variavel apos 24 horas.

Tabela 3 — Valores dos indices de emulsificagédo obtidos

indice de Emulsificacéo 24h

- L . , ) o Oleo queimado de
Liquido metabdlico  Oleo de soja Oleo pos-fritura

motor
Abacaxi O. PF. 20,83% 26,09% 78,26%
Abacaxi O. QM. 16,00% 25,00% 93,10%
Abacate O. PF. 28,00% 30,00% 75,86%
Abacate O. QM. 20,00% 30,77% 68,00%

Fonte: Elaborada pelo autor, 2023.
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Figura 12 — Representagdo grafica da variacdo dos indices de emulsificagdo em

funcéo dos substratos utilizados para a fermentacéo
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Fonte: Elaborada pelo autor, 2023.

Aos analisar os valores expressos em porcentagem (%) na tabela e no grafico
expressos acima, pode-se observar quais foram as melhores condicbes para a
producdo do bioemulsificantes ap0s as emulsdes formadas com uma avaliacdo de
24h.

Os quatro sistemas contendo as cascas de abacaxi e abacate e os 6leos foram
capazes de emulsificar o 6leo de soja, o0 6leo pos-fritura e 0 6leo queimado de motor.
A emulsificacdo do Oleo de soja foi a que apresentou valores mais baixos, variando
entre 16 a 20,83%. Os valores de emulsificacao do 6leo pds-fritura foram semelhantes
aqueles encontrados para o 6leo de soja, variando entre 25 a 30,77%.

A emulsificacdo do 6leo queimado de motor apresentou valores bastante
promissores para as quatro condi¢cdes de substratos testados, estando estes valores
contidos na faixa de 75,86 a 93,10% em um periodo de 24h apds agitacdo conforme

mostrado na Figura 13.
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Figura 13 — Emulsificacdo do 6leo queimado de motor através dos bioemulsificantes
produzidos a partir dos diferentes substratos utilizados (A: casca do abacaxi + Oleo
pos-fritura; B: casca do abacaxi + 0leo queimado de motor; C: casca de abacate +

Oleo poés-fritura; C: casca de abacate + 6leo queimado de motor)

A B C D

Fonte: Elaborada pelo autor, 2023.

A partir dos melhores resultados obtidos citados anteriormente, foi analisada a
estabilidade das emulsdes nos periodos de 24h, 48h, 96h e 336h.

As primeiras medi¢cfes das alturas foram realizadas ap6s 24h da emulséo,
como demonstrado na Figura 14, sendo encontrados 0s seguintes valores: Emulséao
A (casca do abacaxi + 0leo pos-fritura) igual a 180 mm; Emulséo B (casca do abacaxi
+ 0leo queimado de motor) igual a 270 mm; Emulséo C (casca do abacate + 6leo poés-
fritura) igual a 220 mm e Emulsédo D (casca do abacate + 6leo queimado de motor)
igual a 170 mm.

Posteriormente, realizou-se as leituras no tempo de 48h, 96h e 336h. A altura
da emulsdo permaneceu a mesma em todos os intervalos de tempo, indicando assim

a otima estabilidade destas emulsoes.



Figura 14 — Altura das emulsdes contendo o 6leo queimado de motor apds 24h (A:
casca do abacaxi + 6leo pés-fritura; B: casca do abacaxi + 6leo queimado de motor;
C: casca de abacate + 0leo pos-fritura; C: casca de abacate + 0leo queimado de

motor)

T
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Fonte: Elaborada pelo autor, 2023.
5.3 Teste de disperséo

A partir da melhor condicdo da tensao superficial obtida atravées da fermentacao
por 115h, sendo esta proveniente do sistema contendo a casca do abacaxi com 6leo
pos-fritura, que apresentou o valor de tensao superficial de 47,51 m.N/m, realizou-se
o teste de dispersdo com o liquido metabdlico obtido deste sistema.

Esse procedimento foi realizado a fim de se obter mais uma confirmacéo da
obtencdo de um liquido capaz de reduzir a tensdo superficial a partir da formacédo de
uma zona clara em um meio contendo 6leo ou derivados petroquimicos, sendo neste
caso utilizado o 6leo queimado de motor.

Foi aplicado 1 mL do liquido metabdlico no centro do recipiente (placa de Petri
de 90 mm) ao qual o 6leo queimado de motor estava contido, como pode ser

observado na Figura 15.



37

Figura 15 — Resultado do teste de dispersao do 6leo queimado de motor utilizando o
liguido metabdlico proveniente do sistema de fermentacdo casca de abacaxi + 6leo
pos-fritura
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i m
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Fonte: Elaborada pelo autor, 2023.

Apés a adicdo do liquido metabdlico sobre o 6leo queimado de motor, houve a
formacdo de uma zona clara e a partir dela p6de-se medir a zona de disperséo, a qual
apresentou uma area de aproximadamente 70 mm (49.000mm?), ou seja, este liquido
demonstrou boa capacidade de dispersar o 6leo queimado de motor visto que
dispersou tal compostos por cerca de 80% da area total da placa de Petri. Esse valor
corrobora com o bom valor de tenséo superficial obtido através do método do peso da
gota (Tabela 2). Assim, pode-se constatar que o Penicillium sp juntamente com o
substrato de casca de abacaxi e 0 0leo pés-fritura apresentam resultados promissores
para desenvolvimento de biomoléculas com propriedade tensoativa.

Além de todos os parametros verificados, observou-se também que antes e
apos o processo de fermentacdo o pH ndo demonstrou alteracdes significativas

(Tabela 4), o que indica uma boa estabilidade do processo.

Tabela 4 — Valores de pH antes e apés a fermentacdo submersa

pH
Pés Pos
Caldo ] . , Oleo . fermentacdo
Pré Oleo pos . fermentacgéao .
da ~ . queimado , , com 6leo
fermentacéo fritura com 6leo pos .
casca de motor . gueimado de
fritura
motor
Abacaxi 4 4.5 4,5 5 5
Abacate 6 6,5 6,5 7 7

Fonte: Elaborada pelo autor, 2023.
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6 CONCLUSAO

A partir dos resultados obtidos nesse estudo pode-se concluir que:

e Os substratos utilizados (cascas de abacaxi, abacate, 6leos pos-fritura,
6leo queimado de motor) apresentaram resultados satisfatérios como
fonte de micronutrientes para o desenvolvimento de biomoléculas a
partir do Penicillium sp.

e A producdo de biossurfactante por Penicillium sp com o substrato da
casca de abacaxi com 0leos pos-fritura e glicose mostrou-se eficiente
pois houve uma reducdo da tensédo superficial de 72,436 m.N/m para
47,50 m.N/m.

e A producao de bioemulsificante por Penicillium sp com os substratos da
casca de abacaxi e abacate com 6leos queimados de motor mostrou-se
eficiente, pois houve formacdo emulsificacdo aplicadas ao 6leo
gueimado de motor, com resultados superiores a 63,00% chegando a
93,10% de emulsificacdo com até 336h de leitura.

e Pode-se afirmar que os substratos testados com o Penincillium sp, foram
Otimas escolhas para o desenvolvimento de bioativos como o0s
bioemulssificantes e biosurfactantes pelos resultados obtidos da tenséo
superficial e do indice de emulsificacdo, além da sua boa estabilidade.

e Por fim, os estudos realizados apresentaram resultados satisfatorios
demonstrando-se promissores para novos estudos relacionando
procedimentos estatisticos, a fim de se identificar os fatores que melhor
influenciam a produgcdo dos bioemulssificante e biosurfactantes,
obtendo-se assim novos resultados que contribuam para a viabilizacéo

na producéo industrial.
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