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RESUMO

Os biossurfactantes sdo compostos produzidos por bactérias, leveduras e fungos
filamentosos, que apresentam na molécula uma porcdo hidrofébica e outra
hidrofilica, com potencial de reducdo da tensdo superficial da agua e ou
emulsificacdo, sendo estes denominados de bioemulsificantes. Os micro-
organismos que apresentam habilidade de acumular a partir de 20% em relacéo
ao seu peso seco, sdo denominados oleaginosos, considerados como fontes
promissoras para a producdo de biodiesel. Neste sentido, estudos foram
realizados com a Candida lipolytica UCP0988, no estado anamorfo, investigando
a producdo simultdnea de bioemulsificante e lipideos, empregando como
substratos alternativos 0Oleo de soja poés-fritura e milhocina, utilizando um
planejamento fatorial de 22. O cultivo foi realizado em Erlenmeyers contendo 100
mL do meio de producdo de acordo com o planejamento, com 1% de inoculo de
107 cel/mL, incubados a 28°C, 150 rpm por 96h. O bioemulsificante foi produzido
no liquido metabolico livre de células, avaliado pela atividade e indice de
emulsificacdo, caracterizado pelo tamanho das particulas, estabilidade com
relacdo a diferentes pH, NaCl e altas temperaturas, teste de deslocamento de
Oleo (ODA) e aplicacdo na remoc¢do de poluente hidrofébico. Da biomassa obtida
foi avaliada a acumulacao de lipideos, seguido a extracdo, transesterificacdo e
caracterizacdo dos acidos graxos por cromatografia gasosa. Os resultados
demonstraram que o bioemulsificante foi produzido no final da fase exponencial
com 6,704 Unidades de atividade de emulsificagdo (UAE) em hexadecano e
indice de emulsificacdo de 96,66% com o 6leo queimado de motor na condicéo 4
do planejamento (milhocina 5% e 6leo de soja pés-fritura 8%), com a formacao de
emulsdo estavel em todas as temperaturas, em pH 2 e 4 com 2% de salinidade e
capacidade de remover 93,74% do Oleo diesel. Além disso, o bioemulsificante
demonstrou propriedade dispersante apés o deslocamento de 45,34 cm? do 6leo
na condicdo do ponto central do planejamento. A biomassa de C. lipolytica
mostrou acumulo de lipidios observado por citoquimica, obteve 42,00% de lipidios
totais e sendo 96,7% deles correspondentes a ésteres metilicos de acidos graxos.
A Candida lipolytica apresentou boa producdo de bioemulsificante e biodiesel
usando conversdao metabdlica dos residuos agroindustriais, tornando o
bioprocesso econémico e com grande potencial na aplicacao biotecnoldgica.

Palavras chave: biossurfactante, biodiesel, emulséo, levedura oleaginosa.



ABSTRACT

Biosurfactants are compounds produced by bacteria, yeasts and filamentous
fungi, which have in the molecule a hydrophobic portion and one hydrophilic, with
a potential for reducing the surface tension of water and/or emulsification, these
being called bioemulsifiers. However, some microorganisms having ability to
accumulate 20% or more of lipids in relation to its dry weight are called
oleaginous, considered as main sources for production of biodiesel. In this
respect, studies have been carried out with the yeast Candida lipolytica UCP0988,
at anamorph state, investigating the simultaneous production of bioemulsifier and
lipids, using as alternative substrates post-frying soybean oil and corn steep liquor,
employing a 22 factorial design. Cultivation was carried out in Erlenmeyer flasks
containing 100 mL of the production medium according the experimental design,
with 1% inoculum (10’ cells/mL), incubated at 28°C, 150 rpm for 96h. The
bioemulsifier was produced in the cell-free metabolic liquid, assessed the
emulsifying activity and index, characterized by particle size, stability against pH,
NaCl and temperature, oil displacement test (ODA) and application to removal
hydrophobic pollutant. Accumulation of lipids was evaluated from the biomass,
followed by extraction and characterization of fatty acids by gas chromatography.
The results showed that the bioemulsifier was produced in the late exponential
phase with 6.704 units of emulsification activity (UEA) and index de 96,66% at
condition 4 of factorial design (corn steep liquor 5% and post-frying soybean oil
8%), stable emulsion in all temperatures, at pH 2 and 4 and 2% salinity were
formed, and ability to removing 93,74% of diesel oil in sand. The results with
displacement oil showed 45.34 cm? of dispersion (central point of the design). The
biomass of C. lipolytica showed lipid accumulation observed by Sudan Black
staining technique, which 42% of total lipids, and 96.70% of them corresponding to
fatty acids methyl esters. C. lipolytica demonstrated the ability to produce both
bioemulsifier and lipids using metabolic conversion of corn steep liquor and post-
frying soybean oil agroindustrials residues, making economic bioprocess and with

great application potential to environmental biotechnology.

Key-words: biosurfactant, biodiesel, emulsion, oleaginous yeast
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1. INTRODUCAO

Os surfactantes sdo moléculas anfipaticas capazes de reduzir a tensdo
superficial e interfacial, além de formar emulsées (JANEK et al., 2012; UZOIGWE et
al.,, 2015). Segundo a Acmite (2013), espera-se que o0 mercado mundial de
surfactantes cresca 4,2% ao ano entre 2012 e 2020, sendo a China, a Africa e a
Ameérica Latina as principais regides/ paises que devem contribuir para o crescimento.
No Brasil o0 mercado de surfactantes € crescente, em 2012 esse mercado alcancou
1,5 bilhdes de ddblares. A expectativa € que o niumero de vendas de surfactantes
alcance 2,1 bilhoes de dolares em 2018, com taxa de crescimento de 5,3% ao ano,
entre 2012 e 2018 (FROST e SULLIVAN, 2013; IHS 2013)

A grande maioria dos surfactantes disponiveis comercialmente € sintetizada a
partir de derivados de petréleo, porém com o aumento da preocupacao ambiental, por
parte dos consumidores e novas legislacdes ambientais, tém levado a busca de
surfactantes naturais, por apresentarem baixa toxicidade, serem biodegradaveis e
oriundos de fontes renovaveis, tornando-se alternativa aos produtos existentes, que
atualmente sdo utilizados em alimentos, cosméticos e para aplicacdo ambiental
(JANEK et al., 2012)

Varios micro-organismos sintetizam para 0 meio extracelular compostos
anfifilicos, como biossurfactantes e/ou bioemulsificantes, apresentando diversas
vantagens sobre os sintéticos, considerando as propriedades funcionais, que incluem
emulsificacdo, de-mulsificacdo, separacdo, solubilizacdo e reducdo da tensao
superficial (RANDHAWA, 2014).

Segundo Ratledge et al. (2004), os micro-organismos oleaginosos s&ao
definidos como aqueles capazes de acumular lipidios acima de 20% de sua
biomassa. Neste sentido, varias leveduras e fungos filamentosos sdo considerados
oleaginosos, uma vez que tém a capacidade de sintetizar e acumular até 70% do
peso da biomassa em trialciglicerol (TAG). Por outro lado, TAG produzido podem
apresentar composi¢cdo quimica e valores energéticos semelhantes aos 0leos
vegetais e animais (ROSSI et al., 2011).

A Candida lipolytica é uma levedura considerada oleaginosa por acumular
cerca de 40% de lipideos intracelulares. Apresenta a capacidade de crescer sobre
uma ampla variedade de substratos hidrofébicos, devido a um processo de adaptacéo

pela evolucdo de genes que codificam agentes tensoativos (biossurfactantes) que
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atuam como detergentes e auxiliam na disponibilidade destes substratos insoluveis,
através da formacéo de emulsdes (BEOLPOULOS et al., 2011).

Os lipideos produzidos por esse micro-organismo tém composi¢cdo quimica e
valores energéticos semelhantes aos 0leos vegetais e animais, sendo uma fonte
alternativa para producéo de biodiesel (ROSSI et al.,2011; SITEPU et al., 2014).

E importante destacar a possibilidade da utilizacdo de fungos oleaginosos na
producéo de biodiesel, considerando as vantagens em relagdo aos recursos
convencionais, em especial, a facilidade de cultivo em biorreatores, o curto ciclo de
vida desses micro-organismos, 0 crescimento rapido, aléem do fato de né&o
necessitarem de muito espaco, além da facil manipulacéo e habilidade dos mesmos
em utilizar uma grande variedade de substratos (KHOT et al., 2012).

Assim, a producdo de metabdlitos secundarios por Candida lipolytica, em
especial, bioemulsificante e lipideos, surgem como uma alternativa promissora e
sustentada pelo uso de residuos agroindustriais, possibilitando o desenvolvimento,
inovacao e geracgao de tecnologia, em atendimento as demandas de biodetergentes e

biocombustiveis de 32 geracéo.

1.2. OBJETIVOS

1.2.1. Objetivo Geral

Definir a melhor concentracdo dos substratos agroindustriais no cultivo da
Candida lipolytica UCP (0988) para a maxima produc¢éo conjunta de bioemulsificante

e lipideos totais.

1.2.2. Objetivos Especificos

e Selecionar a melhor concentracdo dos substratos alternativos na producdo do
bioemulsificante por Candida lipolytica

e Caracterizar o bioemulsificante com relacdo estabilidade a diferentes PH,
concentracOes de NaCl e a altas temperaturas;

e Caracterizar fisico-quimicamente o bioemulsificante;

e Avaliar o potencial dispersante do bioemulsificante;

e Avaliar o potencial do bioemulficante na remocéo de contaminante hidrofobico;

e Investigar e selecionar a melhor condicdo de produgdo de lipideos da

biomassa;
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e Caracterizar o perfil de acidos graxos dos lipideos produzidos;
e Produzir &cidos metilicos de &cidos graxos por transesterificacdo da biomassa,
e Validar os resultados obtidos estatisticamente do processo de bioemulsificacdo

e producéo de lipideos.

2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. EMULSIFICANTES

O mercado global de emulsificante esta destinado a atingir 2,3 milhfes de
toneladas em 2016, devido ao uso consideravel de emulsificantes em alimentos e
bebidas, e pelo uso crescente em produtos de cosméticos. Os avancos tecnoldgicos
na industria de processamento de alimentos também vém impulsionado o crescimento
da utilizac&do desse produto (FOOD INGREDIENTS BRASIL, 2013).

Todos os emulsificantes sdo moléculas anfifilicas (Figura 1), ou seja, a mesma
molécula possui uma porcéo polar, solavel em agua, também chamada de porcéo
hidrofilica, e uma porgéo apolar, insolavel em agua, também chamada de lipofilica ou
hidrofobica (Figura 1). Em funcdo dessas caracteristicas, os emulsificantes reduzem a
tensdo superficial na interface das fases imisciveis, permitindo que elas se misturem
formando a emulsdo (CERQUEIRA e COSTA, 2009; FOOD INGREDIENTS BRASIL,
2013).

Figura 1. Caracteristica anfifilica do emulsificante

.

; Grupo n3o-polar
. cadeia de hidrocarbonetos

Grupo polar
' £~"  Cadeia hidrofilica

Fonte: FOOD INGREDIENTS BRASIL, 2013
Os emulsificantes sao classificados de acordo com a distribuicdo de suas

fases. A figura 2. demonstra as fases da emulsé&o.
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Figura 2. Fases da emulséo

‘o

R LR A e TR NS
Emulsio Oleo/Agua Emulsio Agua/Oleo

Fonte: FOOD INGREDIENTS BRASIL, 2013

Eles também sao classificados pela carga, sendo os emulsificantes i6nicos
responsaveis por estabilizarem emulsdes do tipo 6leo/agua (Figura 3 A). Na interface,
0 grupo alquila interage com as goticulas de Oleo, enquanto os grupos finais
carregados se projetam para a fase aquosa. O envolvimento de ions contrarios forma
uma camada dupla, que previne a agregacao das goticulas do 6leo. Os emulsificantes
nao idnicos sao orientados na superficie das goticulas do 6leo com a proporcéo polar
projetada para a fase aquosa (Figura 3 B) (TADROS, 2013).

Figura 3. Atividade do emulsificante idnico O/A (A) e atividade do emulsificante
nao-iénico A/O (B)

A B P
2 e e = Oleo & Apolar
r?;; S:" “KE}\V‘ i é’ 5 ‘%:'. \Polu
Oteo 309: j& - H,0 :)f? H,0

Fonte: INGREDIENTS BRASIL, 2013

Segundo Tadros et al., (2013) a estrutura das emulsdes também é uma forma
de classificar o sistema:
1. O/A (6leo/agua) e A/O (agual/dleo)/ macro-emulsdes: normalmente
possuem uma faixa de tamanho de 0,1 - 5um com uma média de 1-2 um.
2. Nano-emulsfes: geralmente apresentam muitos tamanhos de 20-100 nm.

Igualmente as macro-emulsdes, eles sdo apenas cineticamente estaveis.
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3. Emulsdes ou micro-emulsdes micelares: estes geralmente possuem uma
faixa de tamanho de 5-50 nm. Eles sdo termodinamicamente estaveis.

4. Duplas e multiplas emulsdes: sdo emulsdes-de-emulsdes, A/O/A.

5. Emulsbes mistas: sistema constituido por duas gotas de dispersantes

diferentes que néo se misturam de uma forma continua.

2.2. PROPRIEDADES E POTENCIAL BIOTECNOLOGICO DO BIOEMULSIFICANTE

Bioemulsificantes de origem microbiana apresentam varias vantagens sobre 0s
emulsificantes sintéticos. A sua biodegradabilidade € uma das propriedades mais
importantes, porque evita problemas de toxicidade e acumulagcdo nos ecossistemas
naturais, além disso, apresentam alta atividades a uma ampla faixa de pH, em
temperaturas extremas e altas variacfes de salinidade (SINGH et al., 2007, COLIN et
al., 2013; SEKHON-RANDHAWA, 2014).

Os bioemulsicantes sdo moléculas de alto peso molecular capazes de formar e
estabilizar emulsdes, mas isso ndo implica na reducdo da superficie superficial, como os
biossurfactantes, sdo representados pelos exopolissacarideos, podendo ser misturas
complexas de heteropolissacarideos e lipopolissacarideos, lipoproteinas e proteinas
(SEKHON-RANDHAWA, 2014; UZOIGWE et al. 2015). Os biossurfactantes,
diferentemente dos bioemulsificantes s@o representados por compostos de baixo
peso molecular, representados por lipopeptideos, glicolipideos e entre outros (SMYTH
et al., 2010; FRANZETTI et al., 2012).

Os bioemulsificantes sdao menos eficazes na reducdo da tensdo superficial
(UZOIGWE et al., 2015), portanto métodos como medicdo de superficie e tenséo
interfacial, colapso de gota e testes de hemdlise ndo sdo suficientes para a
identificagéo e diferenciagéo de bioemulsificante e de biossurfactantes, ocasionando o
descarte de bioemulsificante por ndo apresentarem alteracdes significativas da tenséao
superficial. (ELLAIAH et al., 2002; SATPUTE et al., 2008; UZOIGWE et al., 2015).
Jagtap et al., (2010) indicam os métodos de indice de emulsificacdo (E24) elou
atividade de emulsificacdo para medir a capacidade de emulsificacdo de qualquer
molécula ativa com diversos substratos hidrofobicos. Estas propriedades o tornam de
grande importancia no setor ambiental e agricola e nas industrias farmacéutica,
cosmeética, alimenticia e petroquimica

Os bioemulsificantes podem ser potencialmente aplicados na recuperagéo
aprimorada de petroleo, perfuracdo de petréleo bruto, processamento de alimentos e

formulacbes cosméticas (COLIN et al., 2013). A aplicacdo de bioemulsificante no
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campo da biorremediacdo mostra-se promissora, diante dos resultados de estudos
até a data (FRANZETTI et al., 2011; FRANZETTI et al., 2012, SOUZA et al., 2012). A
capacidade de formacéao e estabilidade de emulsdes entre hidrocarbonetos e misturas
de agua, facilitam a disponibilidade desses contaminantes no ambiente aquatico para
0S micro-organismos que metabolizam esses compostos hidrofobicos, além disso, séo
eficientes pelo método de lavagem na remocdo de hidrocarbonetos em solos e
sedimentos contaminados (FRANZETTI et al., 2011)

Os bioemulsificantes também tém sido eficientes na biorremediacdo de metais
pesados, que tendem a ser fortemente absorvidos na matriz de solos e sedimentos,
limitando sua solubilidade e dificultando a sua remocéo subsequente (GUTIERREZ et
al., 2008; COLIN et al., 2013). Portanto, o método de lavagem com bioemulsificantes
aumenta a dessorcdo de metais em solos e sedimentos, tornando esses poluentes
para a captacdo microbiana, que sdo degradados em produtos inécuos (ANISZEWSKI
et al., 2010; BANAT et al., 2010; ACIKEL 2011, COLIN et al., 2013).

Na industria alimenticia, os bioemulsificantes sdo de grande interesse, como
aditivo alimenticio, contribuindo com numerosos papeis funcionais, como:

- Equilibrar as variacfes na qualidade das farinhas;

- Melhorar a consisténcia dos ingredientes;

- Preservar o frescor e as caracteristicas sensoriais;

- Aumentar a velocidade de transformacao;

- Melhorar a estabilidade das massas;

- Promover a aeracéo e o ganho de volume de péaes e bolos;

- Diminuir o consumo de ovos e gorduras;

- Aumentar o rendimento do processo;

- Retardar o envelhecimento (aumento da vida de prateleira);

- Melhorar a textura e cremosidade de produtos lacteos (CASTRO et al., 2012;
NETA et al., 2012; FOOD INGREDIENTS BRASIL, 2013; HEYMAN et al., 2014;
CAMPOS et al., 2015)

Estudos relatam formulacdes alimentares envolvendo nanoemulsdes e
emulsdes por bioemulsificantes (SAMAVATI et al., 2014; ADJONU et al.,, 2014;
CAMPOS et al., 2015).
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2.3 BIOEMULSIFICANTES PRODUZIDOS POR MICRO-ORGANISMOS

Muitos micro-organismos tem a capacidade de produzir compostos anfifilicos,
como biossurfactantes e bioemulsificantes, que exibem atividades de superficie e
interfacial, formacdo de micelas e macro e micro-emulsdes entre liquidos de fases
imisciveis (CHEN et al., 2010; PENFOLD et al., 2011; FRANZETTI et al., 2012).

Satpute et al., (2008) e Satpute et al., (2010), investigaram micro-organismos
marinhos que apresentavam a capacidade de produzir biossurfactante e
bioemulsificante, dentre esses micro-organismos foram identificados varios géneros
de bactérias: Acinetobacter, Arthrobacter, Pseudomonas, Halomonas, Bacillus,
Rhodococcus, Enterobacter, e leveduras, entre os 56 isolados, 35 produziram
bioemulsificante e apenas 16 produziram biossurfactantes.

Um bioemulsificante mais comercializado e disponivel no mercado, é o
emulsan, patenteado por Gutnick et al. (1980), um lipopolisacarideo extracelular
associado a proteina produzido pela bactéria Acinetobacter calcoaceticus RAG-1
ATCC 31012, com alto peso molecular (em torno de 1000 kDa), ndo reduz a tenséo
interfacial, protege as gotas de Oleo da coalescéncia e um forte estabilizante de
emulsédo (ROSENBERG et al., 1979; CHAMAKH et al., 2008; SUTHAR et al., 2008).

Ha outros bioemulsificantes com alto peso molecular, como o alasan, um
complexo aniénico, composto por um polissacarideo e uma proteina, isolado da
bactéria Acinetobacter radioresistens (NAVON-VENEZIA et al.,, 1995). O género
Streptomyces sp. produz um bioemulsificante composto de proteina (82%), acucar
(1%) e polissacarideo (17%), que apresenta alta atividade emulsificante e atividade
superficial (KOKARE et al., 2007).

Fungos unicelulares também sdo conhecidos como produtores de
bioemulsificantes, como o liposan, produzido pela levedura Candida lipolytica e
mannan produzida pela levedura Saccharomyces cerevisiae (BANAT et al., 2010). O
bioemulsificante produzido por Candida utilis, por exemplo, tem sido utilizado em
molhos prontos para salada (SHEPHORD et al., 1995; NITSCHKE & PASTORE,
2010).
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2.4. LIPIDEOS E MICRO-ORGANISMOS OLEAGINOSOS

Os lipideos sdo moléculas biologicas, insoliveis em agua e sollveis em
solventes organicos, como cloroférmio, metanol entre outros. Sao incluidos em duas
categorias basicas:

e Moléculas derivadas de unidades de isopreno, como esterdis e
carotenoides;

e Acidos graxos e as moléculas relacionadas de cadeia longa, como
alcanos e alcenos (SITEPU et al., 2014).

Os lipideos microbianos sdo compostos principalmente por triacilglicerdis
(TAGSs), quantidades insignificantes de acidos graxos livres, outros lipidios neutros
(monoacilglicerdis, diacilglicerdis e éster de esterol), esterdis e fracdes de lipideos
polares (fosfolipidios, esfingolipidios e glicolipidios) (PAPANIKOLAOU e AGGELIS,
2011; SITEPU et al., 2014).

Nos ultimos anos, os 6leos microbianos tém apresentado interesse para varios
pesquisadores, devido as suas diversas aplicacdes, farmacéutica, alimenticia e,
principalmente na utilizagdo como biocombustiveis, em resposta ao aumento do preco
do petréleo (VICENTE et al., 2010; ROSSI et al., 2012; SITEPU et al., 2014, ZHAO et
al., 2015). Segundo Tsigie et al. (2011) e Sitepu et al. (2014), as espécies oleaginosas
tém a possibilidade de servirem como produtores de Oleo comercial destinado a
alimentacao ou a producéo de fontes alternativas de biodiesel. Usualmente, os micro-
organismos oleaginosos sao aqueles que podem acumular mais de 20% de lipidios na
sua biomassa, podendo atingir a capacidade de acumular até 70% durante o periodo
de estresse metabdlico (RATLEDGE, 2004; LIU & ZHAO, 2007).

Dentre das espécies de micro-organismos oleaginosos mais estudados estéo
as bactérias: Arthobacter sp., Bacillus alcalophillus, Gordona sp.e Rhodococcus
opacus, além de representantes de micro-algas, Chlorella vugaris, C. emersonii, C.
protothecoides, C. sorokiniana, Nannoccloropsis sp e Niczschia sp. e como
representantes das leveduras temos o0s géneros: Yarrowia, Candida, Rhodotorula,
Rhodosporodium, Cryptococcus e Lypomyces como representantes das leveduras e
Cunninghamella, Umbelopsis, Mortierella e Mucor como representantes dos fungos
filamentosos oleaginosos (ILLMAN et al.,, 2000; CHISTI , 2006; ZHAO et al. 2008;



Souza, A.F. Producdo Simultdnea Bioemulsificante e Lipideos por Candida lipolytica... 15

GOUDA et al., 2008; ROSSI et al., 2009; MENG et al., 2009; LI et al., 2008; VICENTE
et al. 2009; AGEITOS et al. 2011, ZHAO et al., 2015).

Os lipideos produzidos por micro-organismos apresentam composi¢ao e valor
energético similares aos 6leos vegetais e animais, além de que, comparado aos 0leos
provindos de animais a producéo de lipideos por micro-organismos tornam-se mais
vantajosos economicamente, por nao competirem por recursos alimentares,
especialmente se as fontes nutricionais utilizadas como substrato para o crescimento
do micro-organismo for uma fonte de carbono e nitrogénio de baixo custo. Em relacéo
as plantas, a producao ndo esta sujeita a variacdes climaticas e a ciclos sazonais, e
requerem menor area de producdo. Além disso, apresentam boa velocidade de
geracédo, melhor controle da producao e do produto (ROSSI et al., 2011; ATABANI et
al., 2012; SITEPU et al., 2014).

Segundo Enshaeieh et al., (2012) as leveduras sdo mais eficientes na
producdo de lipideos, comparadas com outros micro-organismos. As microalgas séo
influenciadas pelo clima por serem fotoautotréficas, diferindo das leveduras que, além
do seu crescimento ndo ser influenciado por este fator, podem ser cultivadas em
fontes de baixo custo, e ainda apresentam crescimento maior do que as microalgas
heterotréficas (CHI et al., 2011). Os fungos unicelulares superam os fungos
filamentosos por demonstrar em maior tolerancia aos ions metalicos e aos baixos
teores de oxigénio (BEOPOULOS et al., 2010; AGEITOS et al., 2011).

2.4.1. BIOSSINTESE DOS LIPIDEOS EM MICRO-ORGANISMOS

Os lipideos intracelulares podem ser acumulados através de duas vias: sintese
de novo, que envolve a producao propriamente dita, tendo a acetil-coenzima A (acetil
— CoA) e malonil-CoA como os principais precursores, a partir de carboidratos néo
oleaginosos e sua via biossintética de armazenamento de lipideos (via Kennedy) e, a
via de acumulacdo ex novo, que envolve a captacdo de acidos graxos, Oleos e
triacilglicerideos (TAG) do meio de cultura e seu acumulo em forma n&o-modificada
ou modificada no interior da célula (BEOPOULOS et al., 2012). A via acumulativa ex
novo requer a hidrolise do substrato hidrofébico, transporte dos acidos graxos
liberados dentro da célula, em que através destes sdo remontados em TAG e em
fracbes de esterol éster (ES) gerando um acumulo dentro dos corpos lipidicos
(BEOPOULOS et al., 2009).
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O comeco da acumulacao lipidica, através da sintese de novo, é causada pela
exaustdo de um nutriente principal do meio de cultura. O nitrogénio € um dos
principais reguladores da acumulacdo lipidica em micro-organismos eucariéticos.
Quando a fonte de nitrogénio no meio de cultivo torna-se limitada, o organismo
continua assimilando a fonte de carbono, porém, o crescimento celular é
desfavorecido, ja que a fonte de nitrogénio é essencial para a sintese de proteinas e
acidos nucléicos. Sendo assim, a fonte de carbono em excesso é direcionada para a
sintese de acidos graxos, ocorrendo a acumulacdo de TAGs no interior da célula e a
formacéao de corpos lipidicos (BEOPOULOS et al., 2009).

Segundo Papanicolaou e Aggelis (2011) a acumulacao de lipidios por micro-
organismos oleaginosos esta relacionado com a producdo de acido citrico e a
atividade da enzima isocitrato desidrogenase, enzima envolvida no Ciclo do Acido
Tricarboxilico ou Ciclo de Krebs. A enzima isocitrato desidrogenase é dependente de
adenosina monofosfato (AMP). A AMP desaminase cliva AMP em IMP (inosina
monofosfato) na auséncia de nitrogénio proveniente do meio. O excessivo decréscimo
da concentracdo de AMP intracelular altera as funcées do Ciclo de Krebs. Com a
alteracdo do ciclo, a isocitrase desidrogenase, enzima responsavel pela
transformacado do acido isocitrico em acido a-cetoglutarico, perde sua atividade, visto
gue a mesma € ativada alostericamente por AMP intracelular. Entdo, o acido isocitrico
€ acumulado dentro da mitocdondria e encontra-se em equilibrio com o acido citrico
(reacéo catalisada por isocitrato aconitase). Quando a concentracdo de acido citrico
dentro da mitocondria alcanca valores criticos, ele é transportado para o citosol
através do transporte citrato-malato, sendo clivado pela enzima ATP citrato liase
(ACL) formando oxaloacetato e acetil-Co-enzima A. O acetilCoA, unidade bésica da
biossintese de acidos graxos, € o precursor da sintese lipidica de novo por micro-
organismos oleaginosos (PAPANIKOLAOU e AGGELIS, 2011). Os genes que
codificam a ACL ndo estdo presentes nos organismos que ndo sdo considerados
oleaginosos, como a levedura S. cerevisiae (RATLEDGE et al. 2002).

A via de acumulacéo de lipidios ex novo € ativada quando o micro-organismo
cresce em meio contendo altas concentracdes de substrato hidrofobico. A degradacéo
dos substratos hidrofobicos encontrados no meio de cultura induz varias modificacdes
do substrato, a fim de melhorar o acesso da célula a fonte de carbono. A degradacéao
de material hidrofébico por Yarrowia lipolytica tem sido estudada detalhadamente nos
niveis enzimatico e molecular. A levedura, quando cultivada em substratos

hidrofobicos, tem a capacidade de produzir emulsificantes e lipases extracelulares
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(por exemplo, Lip2p, codificada pelo gene LIP2). Simultaneamente, outras lipases
intracelulares (Lip7p e Lip8p) podem ser secretadas para o meio de cultivo. Com a
acdo das lipases, varios acidos graxos livres sao formados e incorporados pela célula
com auxilio de transportadores ativos. Segundo PAPANIKOLAOU e AGGELIS (2011),
estes acidos livres séo incorporados pela célula, proporcionando assim, energia.
Quando ocorre a via de sintese “ex-novo”, em que as gorduras existentes no
meio de cultivo sdo utilizadas como a Unica fonte de carbono e de energia, ndo ha
qualquer biossintese “de novo” de lipideos a partir do acetil-CoA, pois a enzima acido
graxo sintetase e a ATP-citrato liase sao inibidas pela presenca de cadeias alifaticas
exogenas. Sendo assim, a existéncia deste tipo de substrato no meio de cultura e
geralmente incompativel com a biogénese “de novo” dos lipideos, mesmo se glicose
ou outros compostos hidrofilicos estiverem presentes no meio de cultivo e forem co-
metabolizados com os acidos graxos exdgenos (PAPANIKOLAOU e AGGELIS, 2011).

2.4.2. FUNGOS OLEAGINOSOS

Os lipideos sdo importantes componentes de fungos, tanto em termos de
estrutura e constituicdo da membrana, do reticulo endoplasméatico e das membranas
de varias organelas, compdem substancias de reserva, principalmente em forma de
triglicerideos e sédo componentes de hormdnios, como anteridiol, &cidos trisporicos e
sirenina, sdo utilizados como fonte de energia e fonte de carbono, além de serem
componentes da parede celular e do envoltério de esporos dos fungos. Muitos
estudos tém demonstrado a importancia de lipidios para o desenvolvimento,
esporulagcdo, germinacdo e seu envolvimento em varios processos fisiol6gicos nos
fungos. Os principais fatores que influenciam o grau de producéo de lipidios sdo a
natureza e percentagem de carbono (C) e nitrogénio (N), conforme fontes de
nutrientes no meio. Os principais componentes destes lipidios sdo geralmente
triacilgliceridios e glicerofosfolipidios (fosfolipidios), que podem ser acompanhados de
esterdis e ésteres, acidos graxos, esfingolipidios e hidrocarbonetos. (PUTZKE &
PUTZKE 2004; PUPIN, et al., 2000; GAO, et al., 2013).

Vérias espécies de leveduras e fungos filamentosos tém a capacidade de
sintetizar e acumular grandes quantidades de triacilgliceréis dentro das suas células,
até 70% do peso da biomassa, fato promissor para a producdo de biodiesel de
terceira geracdo, aléem da exploracdo dos acidos docosahexaendico (DHA), gama-

linolénico (GLA), eicosapentanodico (EPA) e araquidbnico (ARA), e entre outros
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lipideos especiais de importancia farmacéutica e alimenticia (RATLEDGE & WINN
2002; LIU et al., 2008; ROSSI et al. 2011; ZHAO et al. 2015; Li et al., 2015)

Segundo Rossi et al. (2011) a acumulacao de lipideos nas leveduras e fungos
filamentosos oleaginosos tem sido relacionada com a escassez de fonte de nitrogénio
e/ou fésforo no meio de cultivo e a fonte de carbono em excesso, uma condicdo mais
eficiente para induzir a lipogénese. Vorapreeda et al. (2012) sugerem que a enzima,
ATP: citrato liase (ACL) pode desempenhar um papel importante na direcdo do
excesso de carbono para ser armazenada como lipideos, em vez de hidratos de
carbono. Ha também véarios estudos publicados relacionando limitacdo do fosforo,
magnésio, zinco, chumbo ou ferro a acumulacdo de lipideos nos modelos de
leveduras oleaginosas (HALL & RATLEDGE 1977; BEOPOULOS et al., 2009; WU et
al., 2010). Porém a limitacdo de nitrogénio ainda é a forma mais eficiente para a
inducao da lipogénese (ROSSI et al., 2011; VORAPREEDA et al., 2012)

Fungos oleaginosos sob limitagcbes de nutrientes passam por trés fases de
crescimento: proliferacdo celular, acumulacdo de lipideos, e, na terceira fase as
células entram na fase estacionaria, em que o acumulo de lipideos € continuo, porém
na fase estacionaria a B-oxidacdo também se inicia para remobilizar os lipideos
armazenados para serem utilizados como fonte de carbono pela célula (BEOPOULOS
et al., 2011).

2.4.3. APLICACAO DE OLEOS MICROBIANOS

Os dleos microbianos, ultimamente tém mostrado interesse biotecnolégico para
muitos pesquisadores nas ultimas décadas, devido as suas diversas aplicacbes, como
em biocombustiveis, em aditivos alimentares, farmacéuticos, e ingredientes de
alimentos para a aquicultura (LIU & ZHAO 2007; LI et al., 2008. ROSSI et al., 2010;
ROSSI et al., 2011; ZHENG, et al., 2012).

A composicdo dos lipideos microbianos apresenta similaridade com 6leos
vegetais, matéria-prima utilizada para a producédo de biodiesel. O 6leo de soja, por
exemplo, é a principal matéria prima para producédo de biodiesel no Brasil, sendo os
acidos graxos insaturados como o acido oléico e o acido linoléico predominantes na
sua composicao (CHRISTOPHE et al., 2012).

A utilizacdo de lipideos microbianos torna-se economicamente mais viaveis
como matéria prima para a producédo de biodiesel comparado a comercializacdo do
biodiesel oriundo de plantas oleaginosas, que representa um alto custo de produgao

em relacdo ao diesel oriundo do petroleo, representando 60 a 95% do custo global do
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combustivel (CHRISTOPHE et al., 2012). Entretanto, para 0S micro-organismos
oleaginosos serem viaveis para 0 bioprocesso, estes devem ser cultivados em
substratos a base de residuos com baixo ou com nenhum valor agregado
(PAPANIKOLAOU e AGGELIS, 2011).

Uma enorme variedade de substratos ndo-convencionais tém sido utilizada
como fontes nutricionais para 0s micro-organismos de biomassa lipidica, como
residuos ricos em carboidratos, Oleos vegetais, residuos graxos, n-alcanos, etanol,
glicerol e acidos organicos (PAPANIKOLAOU e AGGELIS 2011).

Uma das aplicacBes dos Oleos microbianos, principalmente os produzidos por
fungos filamentosos, é a producdo de &cidos graxos poliinsaturados, principalmente
os acidos y-linolénico (w-6) e linoleico. Os fungos filamentosos da ordem Mucorales,
como Umbellopsis sp., Cunninghamella echinulata, Mucor rouxii, M. circinelloides,
Mucor hiemalis, sdo mais intensamente estudados para producdo de acidos graxos
essenciais. (SHAW 1965; KENNEDY 1993; WYNN et al., 2001; AHMED et al., 2006;
CERTIK et al., 2006; ZHAO et al., 2015, Li et al., 2015). Segundo Perini et al., (2010)
0 acido linoléico é um acido graxo essencial na dieta humana, sendo percursor do
acido araquidonico. Ja o acido y-linolénico é um importante intermediario na
biossintese de prostaglandina biologicamente ativo a partir de &cido linoleico
(CARVALHO et al., 1999; ZHAO et al., 2015).

Segundo Putzke (2004), as propriedades antifungicas dos lipideos produzidos
por fungos tém sido estudadas ha muitos anos, citando Clark (1899) como um dos
pioneiros e menciona os estudos de Kitajima & Kawamura (1931) em que os acidos
graxos insaturados presentes no lipideo resultaram em 6étimas atividades antifungicas

gue os acidos graxos saturados.

2.5. BIODIESEL

O petroleo é atualmente a principal fonte energética mundial, servindo como
matéria- prima para producéo de oleo diesel, gasolina e outros produtos. No entanto,
sua prospeccao envolve elevacdo de preco, alvo de questdes ambientais associadas
a queima de combustiveis fosseis, além da certeza de que em poucos anos este nao
suprira a demanda mundial, situagcbes que tém contribuido para colocar a
humanidade frente a necessidade de novas fontes energéticas, além disso, o
desenvolvimento de medidas governamentais em muitos paises estabelecem uma

proporcdo minima de biodiesel em gasolina e diesel, como resultado, planeja-se


http://pt.wikipedia.org/wiki/%C3%81cido_araquid%C3%B3nico
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aumentar 36 bilhdes de galGes até 2022 (VICENTE et al., 2010, CARRERO, et al.,
2011).

A producdo de biocombustiveis a base de biomassa representa uma
abordagem fundamental para enfrentar os altos precos de energia, reduzir as
emissdes de gases de efeito estufa e reforcar uma economia sustentavel (ZINOVIEV
et al.,, 2010). Portanto, a producdo de biodiesel a partir de 6leos vegetais tem sido
desenvolvida como uma alternativa para substituicdo de combustiveis fésseis (LOBO
e FERREIRA, 2009; CARRERO, et al., 2011).

De acordo com a Resolucdo ANP n° 7/2008, Biodiesel — B100 — é um
combustivel composto de alquil ésteres de acidos graxos de cadeia longa, derivados
de 6leos vegetais ou de gorduras animais (AGENCIA NACIONAL DE PETROLEDO,
2008).

A transesterificacdo ¢ o método mais utilizado, gerando ésteres alquilicos de
6leos e gorduras (KNOTHE et al., 2005; LOBO e FERREIRA, 2009). Nesta reacéo, a
molécula de triacilglicerol reage com trés moléculas de alcool formando trés
moléculas de ésteres monoalquilicos de acido graxos, ou seja, 0 biodiesel e uma

molécula de glicerol (Figura 4)

Figura 4. Reacéo de transesterificacao de triglicerideos

Alceol e catalizador
R-OH

Fonte: Sitepu et al., 2014.
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Fatores ambientais e sociais tornam o uso de biodiesel favoravel pelos
seguintes fatores:

1- E biodegradavel e inofensivo;

2- Matéria-prima de fontes renovaveis;

3- Os ésteres de acidos graxos etil ou metil, ndo contém enxofre em sua

COMpOosIGao;

4- Diminuicdo de emissao de fuligem na atmosfera (até 50%);

5- Sua utilizacdo diminui a emissao aproximada do diesel de COz;

6- Nao contém substancias cancerigenas encontradas no 0Oleo diesel;

7- Nao é considerado um material perigoso; 6- apresenta varias vantagens
sociais e econbmicas da sua utilizacdo, particularmente em paises em
desenvolvimento;

8- Fonte adequada para a indastria de Oleo vegetal, servindo como uma
ferramenta importante para regulacéo do mercado;

9- Aumenta a vida util do motor devido a uma capacidade de lubrificacdo
superior, embora forneca uma quantidade de energia cerca de 10% menor
que o diesel de petréleo (LOBO & FERREIRA, 2009).

A demanda por biodiesel aumentou devido a alta dos precos do petrdleo ao
desenvolvimento de medidas governamentais que estabelecem uma proporcao
minima de biocombustivel para toda a gasolina e diesel utilizados nos transportes.

No entanto, o biodiesel oriundo de 6leo vegetal apresenta algumas
desvantagens, 70-90% do custo de producdo de biodiesel corresponde ao 6leo
vegetal cru. Além da industria de biodiesel competir com a industria de alimentos para
culturas oleaginosas (VICENTE et al.,2010).

2.5.1. USO DE BIODIESEL NO BRASIL

A escassez do petrdleo durante as décadas de 1970 e 1980 fez com que o
Governo Federal criasse um programa chamado PROALCOOL, implementando e
regulamentando o uso do etanol hidratado e etanol anidro como combustiveis, que
podem ser misturados com a gasolina de petrdleo. Durante este periodo também foi
criado o Plano Pro6-0leo, elaborado pela Comissdo Nacional de Energia, através da
Resolugéo n ° 007 de 22 de outubro de 1980. O Plano Pro-0leo tinha como objetivo

adicionar 30% de 6leos vegetais no diesel e uma substituicdo total a longo prazo.
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Tendo ainda como proposta a transesterificacdo, como uma alternativa tecnolégica.
Porém, com a queda dos precos do petréleo no mercado internacional, este programa
foi abandonado em 1986 (POUSA et al.,2007).

Apenas no final século 20, o Governo Federal reiniciou a discussao sobre o0 uso
de biodiesel, e muitos estudos foram realizados com parceria com universidades e
centros de pesquisa (POUSA et al, 2007). Em 2002, criou-se o programa
PROBIODIESEL, visando a etandlise de 6leos vegetais como a rota principal. Até
2005, a substituicdo de todo o diesel consumido no Brasil por B5 (5% biodiesel e 95%
de mistura de diesel) e dentro de 15 anos por B20 (20% de biodiesel e diesel mistura
de 80%) (POUSA et al.,2007).

Portanto, o uso do biodiesel no Brasil foi legalmente respaldado pela Lei n°
11.097/2005. A Lei n® 9.478/1997 complementarmente cita em seu Capitulo | os
principios e objetivos relativos a politica energética nacional, dentre eles:

“(...) IV — proteger o meio ambiente e promover a conservagao de energia; (...) XVIII -
mitigar as emissdes de gases causadores de efeito estufa e de poluentes nos setores
de energia e de transportes, inclusive com o uso de biocombustiveis”.

Entre os anos 2005 e 2012 foram produzidos e consumidos no Brasil 11
bilhdes de litros de biodiesel, beneficiando com sensiveis melhorias na qualidade do
ar, principalmente nas grandes cidades. Emissbes de gases do efeito estufa foram
significativamente reduzidas, sendo evitado a emissdo de aproximadamente 22
milhdes de toneladas de CO:z eq. para a atmosfera (MINISTERIO DA AGRICULTURA,
PECUARIA E ABASTECIMENTO, 2013).

Segundo o Ministério da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento (2013) quanto
maior a concentracdo de biodiesel misturado ao diesel do petréleo, maior sera a
reducdo de emissdes de gases do efeito estufa. Por exemplo, o B5 atualmente em
vigor no Brasil reduz em 3,6% as emissdes em relacédo ao diesel mineral. Na vigéncia
do B7 (mistura de 7% de biodiesel no diesel), a reducéo seria 5%, enquanto que no
cenario do B10 (mistura de 10% de biodiesel no diesel) o patamar de reducédo de

emissoes desses gases chegaria a 7,3% (Figura 5).
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Figura 5. Efeito das concentra¢gbes da adicdo do biodiesel ao diesel na reducéo de
emissdes de gases.
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Fonte: DeltaCO2 & CENA (2013)

O setor do biodiesel, ja conta com uma serie de casos de sucesso. Frotas de
O6nibus movidas a B20 (mistura de 20% de biodiesel no diesel) e B100 (100% de
biodiesel) em S&o Paulo e Curitiba (MINISTERIO DA AGRICULTURA, PECUARIA E
ABASTECIMENTO, 2013).

O projeto Linha Verde existe em Curitiba, capital do Parana, desde 2009, conta
com 6nibus rodando com B100 e veiculos hibridos (motor elétrico e ciclo diesel). A
frota roda 228.500 km por més, consumindo mais de 190 mil litros do biocombustivel.
A Viacao Itaim Paulista (VIP), empresa de transporte coletivo da cidade de Sao Paulo-
SP, utiliza desde 2006 grandes quantidades de biodiesel, incluindo misturas ternarias
biodiesel-etanol-diesel. Desde 2010, a VIP vem usando diariamente o B20 em cerca
de 2 mil 6nibus. Até 2013 ja foram consumidos cerca de 117 milhdes de litros de
biodiesel, o que significa cerca de 218 mil toneladas de CO2 emitidas a menos na
cidade de Sao Paulo. Isso equivale ao plantio de cerca de 1,5 milhdes de arvores.
Além disso, a experiéncia da VIP langou para a atmosfera da capital paulista cerca de
100 toneladas a menos de oxidos de enxofre (SOx) e 5.600 toneladas a menos de
mondxido de carbono (CO) (MINISTERIO DA AGRICULTURA, PECUARIA E
ABASTECIMENTO, 2013).
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2.6. RESiQUOS AGROINDUSTRIAS E SUA APLICA(;AO COMO SUBSTRATOS NA
PRODUCAO DE BIOEMULSIFICANTE E LIPIDEOS

Residuo define-se como materiais ndo aproveitados em atividades humanas
provenientes das industrias, comércios e residéncias, podendo este ser solido, liquido
ou gasoso (LANGANKE, 2011).

Para Pelizer et al., (2007) os impactos ambientais causados por residuos vém
aumentando a preocupacdo de 0Orgdos governamentais e indudstrias, mobilizando
varios setores do mercado, que vém buscando politicas que visem diminuir 0s
impactos causados na natureza.

Além da poluicdo dos solos e da agua, provinda da lixiviagdo dos residuos, a
nao utilizacdo desses representa a perda de nutrientes, podendo elevar os valores
dos produtos finais, uma vez que o tratamento, transporte e a disposi¢ao final dos
residuos influencia diretamente o custo da producédo (ROSA et al., 2011)

Diante da poluicdo desenfreada causada pelos residuos oriundos das
industrias, dos comércios e das residéncias, consumidores e 6érgdos publicos estédo
preocupados preocupado com o meio ambiente e a sustentabilidade do planeta. A
Gestao Ambiental e certificacdo da 1ISO 14000 vém sugerido um conjunto de normas
gue tem como objetivo o desenvolvimento de atividades de varios segmentos, sem
transgredir as leis ambientais, enfatizando o tratamento de residuos gerados.
(PELIZER et al., 2007).

Para Pedrosa et al., (2013) os residuos agroindustriais apresentarem elevado

potencial poluente, mas ndo podem ser considerados como lixo, pois possuem valor
econdbmico agregado e podem ser tratados e aproveitados no proprio setor
agroindustrial.
Segundo Laufenberg et al., (2003) e Langanke (2011) os residuos podem apresentar
substancias de alto valor que pode ser empregado numa tecnologia adequada,
podendo ser convertido em produtos comerciais ou matérias-primas para processos
secundarios

O avanco na area da biotecnologia vem proporcionado a oportunidade para o
aproveitamento de residuos, como subprodutos, principalmente relacionadas a
tecnologia das fermentagdes, pois 0os mesmos fornecem uma ampla gama de
substratos alternativos para o desenvolvimento de micro-organismos em diferentes

processos biotecnologicos, consequentemente favorecendo o meio ambiente, uma
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vez que se podem evitar possiveis impactos ambientais (PANDEY et al., 2001, ROSA
et al. 2011). De acordo com Santos et al., (2012) para a sintese de produtos
desejaveis é importante a escolha adequada das fontes nutricionais, sendo 0s
residuos agroindustriais 0s mais pesquisados. Sao geralmente mais baratos,
abundantes e apresentam composicao rica em material organico (GONZALES et al.,
2013).

A utilizagdo industrial dos biossurfactantes/bioemulsificantes e lipideos
microbianos tem sido dificultada devido aos altos custos de producéo associados as
fontes nutricionais onerosas (PAPANIKOLAOU 2002b, PAPANIKOLAOU e AGELLIS
2008, RUFINO et al., 2008). Por outro lado, estes custos podem ser significativamente
reduzidos pelo uso de substratos renovaveis como nutrientes com baixo custo
(GALLERT e WINTER, 2002, PAPANIKOLAOU e AGELLIS 2008).

A milhocina, residuo proveniente da maceracdo do milho, demonstra ser uma
fonte promissora para o crescimento de micro-organismos, tendo sido incluida em
meios de producdo de bioemulsificante/ biossurfactante e lipideos (LUNA et al., 2011,
SANTOS et al., 2013, LIMA et al., 2015).

Almeida et al., (2006) utilizaram do 6leo de soja residual e a milhocina, para a
producdo de biossurfactante por Candida tropicalis e por meio de planejamento
fatorial demonstraram que a milhocina apresentou um resultado positivo.

A manipueira, agua gerada na prensagem da mandioca, foi utilizada como
fonte de carbono para a producéo de biossurfactante por C. lipolytica. Neste estudo a
reducdo da tensdo superficial foi significativa em maior concentracdo do residuo
(10%) e menor concentracéo de sulfato de amonio e uréia (ANDRADE et al., 2006)

A maioria das industrias de alimentos utilizam gorduras e 6leos o0 que gera
grandes quantidades de residuos hidrofébicos. Com o acumulo desses residuos, tem
aumentado o interesse da utilizacdo desses materiais como fonte de nutrientes para
transformacao microbiana (MAKKAR e CAMEOTRA, 2002, PAPANIKOLAOU 2002b).
Varios estudos vém utilizados substratos hidrofébicos para a producdo de
biossurfactantes e/ou bioemulsificante (SARUBBO et al., 2007, RUFINO et al., 2008,
SOUZA et al., 2012, SANTOS et al., 2013) e lipideos (PAPANIKOLAOU et al., 2002b,
SABIROVA et al., 2010, BEOPOULOS et al., 2011)

THANOMSUB et al., (2004) utilizaram como fonte de carbono o 6leo de soja
residual para producdo de um biossurfactante glicolipidico pela Candida ishwadae,

um biossurfactante com alta atividade de emulsificacéo.
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Sobrinho et al., (2007), utilizaram residuo da refinaria de 6leo vegetal de soja e
a milhocina como alternativos para a producao de biossurfactante por C. sphaerica.
Os resultados obtidos mostraram que o melhor rendimento de biossurfactante foi
alcancado em meio de cultivo contendo 5% de residuo de 6leo vegetal e 2,5% de
milhocina.

El Bialy et al., (2011), obtiveram bons resultados ao cultivarem a Yarrowia
lipolytica em apenas 0leos residuais de servicos de fast food como fonte nutricional.
Tendo obtido resultados significativos, principalmente com o 6leo oriundo de fritura de
vegetais, em que a levedura acumulou de 57,89%.

Papanikolaou (2002b), ao utilizar gordura animal no cultivo da Candida
lipolytica, visando o acumulo de lipideos, obteve 44% de lipideos totais.

De forma geral, os residuos da agroindastria de processamento de produtos de
origem vegetal e origem animal apresentam em suas composi¢coes diferentes
constituintes, que abrem muitas oportunidades de agregacdo de valor a esses
residuos (ROSA et al., 2011, SANTOS et al., 2012)

Segundo Rosa et al. (2011), o desenvolvimento de novas tecnologias que
revertam o conceito de residuo para o de matéria-prima para a producdo de novos
materiais é imprescindivel para otimizar a eficiéncia do agronegocio além de reduzir o

impacto ambiental.

2.7. Candida lipolytica

A Candida lipolytica é uma levedura estritamente aerébia, dimorfica, eucariota,
da classe dos Ascomicetes, subclasse Hemiascomycetes, e a familia Dipodascacea
(BARTH & GAILLARDIN, 1997) A levedura é reconhecida como segura (GRAS -
Generally Regarded as Safe — Geralmente Reconhecido como Seguro) pela FDA
(American Food and Drug Administration), sendo assim, bastante utilizada em
processos biotecnolégicos (TSUGAWA et al., 1969).

As espécies sdo heterotalicas, ou seja, possuem micélio auto-estéril e
requerem a participacdo de outro talo compativel para a reproducdo sexuada
(BARNET et al., 2000). A maioria dos isolados sdo hapléides, ainda que dipldides
estaveis também existam, podendo ser induzidas a formar ascos. Na natureza, as
leveduras crescem como uma mistura de gemulagcédo, pseudo-hifas e hifas septadas
verdadeiras de 3 a 5um de largura e até varios milimetros de comprimento (BARNET
et al., 2000) (Figura 7).
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Figura 6. Macroscopia: Colbénia de Candida lipolytica de aspecto Umido (A);
Microscopia (visualizacdo: 40x): presenca de células leveduriformes e pseudohifas de
Candida lipolytica (B); Macroscopia: Colonia de C. lipolytica cotonosa (C); Microscopia
(visualizacéo: 40x): pseudohifas e hifas verdadeiras de Candida lipolytica (D)
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Fonte: Autoria propria

Os septos se assemelham a poros centrais do tipo comum ao filo, existindo
apenas um nucleo por segmento. A transicdo dimérfica da forma leveduriforme para
hifas (ou vice versa) pode ser facilmente induzida in vitro através da modificagdo de
pH, temperatura, fonte de carbono e de nitrogénio ou na presenca de compostos
especificos em meios de cultura (BARTH & GAILLARDIN, 1997; RYWINSKA, 2013).
A transicdo de formas celulares esta associada com crescimento unipolar e divisédo
assimétrica, formando uma grande distribuicdo de células com tamanho e formas
distintas (COELHO et al., 2010).

Candida lipolytica € uma levedura oleaginosa, podendo acumular lipideos
intracelularmente para 40% do seu peso seco, que cresce sobre uma variedade de
substratos hidrofobicos (BEOPOULOS et al., 2011). Segundo Beopoulos et al., 2009,
esta levedura adaptou-se ao uso de substratos oleaginosos pela evolu¢do genes que
codificam agentes tensioativos (biossurfactantes) para a solubilizacdo desses
compostos, além de modificacdo na sua superficie celular para facilitar a adeséo de
goticulas hidrofébicas (saliéncias de superficie celular), maximizando assim o contato
célula-substrato e pelo desenvolvimento de mecanismos complexos de transporte
para a incorporacdo destes compostos na célula.

Candida lipolytica € considerada uma levedura ndo patogénica, sendo utilizada
em aplicacdes industriais, tais como na producao de proteinas, aroma de péssego e
acido citrico e de enzimas de interesse biotecnolégico, como proteases, lipases,
esterases e fosfatases (NICAUD et al., 2002).

Uma aplicacdo potencial de C. lipolytica é a producao de 6leo microbiano a ser
utilizado na producao de biodiesel (THIERRY e JEAN-MARC ,2011, WASYLENKO et
al., 2015). Os lipideos produzidos por este fungo unicelular tem a composigéo similar

aos Oleos vegetais e gorduras animais destinados a producdo de biodiesel
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(ATHENSTAEDT et al., 2006; BEOPOULOS et al., 2011) No entanto, para este uso é
necessario atingir uma alta taxa de producdo lipidica (ATHENSTAEDT et al., 2006).

Outro potencial biotecnologico da espécie, desde os estudos de Cirigliano &
Carman (1984) € a producdo do bioemulsificante Liposan, dando impulso para
estudos mais atuais na producdo de biossurfactante e bioemulsificante por C.
lipolytica (SARUBBO et al. 2001, RUFINO et al. 2007; SOUZA et al. 2012, RUFINO et
al. 2014)
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3. MATERIAIS E METODOS
3.1 MICRO-ORGANISMO

A C. lipolytica UCP 0988 foi gentiimente cedida da Colecdo de Culturas do
Nucleo de Pesquisas em Ciéncias Ambientais, Universidade Catélica de Pernambuco,
Recife-PE, Brasil. A levedura foi mantida no estado anamorfo a 5° C em YPD (Yeast
Peptone Agar). Transferéncias periodicas foram feitas manter a viabilidade do

microrganismo.

3.2 SUBSTRATOS
Os substratos utilizados foram a milhocina, subproduto do beneficiamento do

milho da industria Ingredientes Brasil Ltda (Cabo de Santo Agostinho — PE, Brasil) e o
Oleo de soja residual gentilmente cedido pelo comércio informal de alimentos. As
analises elementares da milhocina e do 6leo residual de soja foram realizadas no

equipamento elementar analisador modelo EA 1110 Carlo Erba Instruments.

3.3 CONDICOES DE CULTIVO
O cultivo de C. lipolytica foi realizado em frascos de Erlenmeyers de 250 mL de

capacidade, contendo 100 mL do meio constituido por milhocina e 6leo de soja
residual de acordo com as concentracdes estabelecidas pelo planejamento fatorial de
22, de acordo com a Tabela 1 descrito abaixo (Item 3.14). Todos os meios foram
acrescidos de uma base de sais contendo NHsNOs (0,1%); KH2PO4 (0,02g/L) e
MgSO0Oa4 (0,02g/L). O pH do meio de producéo foi ajustado a 6,0 por adicdo de NaOH 1
M ou solucdo de 1M de HCI e o in6culo correspondeu a 1% do cultivo contendo
10’cel/mL. Os frascos foram mantidos sob agitacdo orbital de 150rpm, incubados por
96 horas, a temperatura de 28°C. ApOs esse periodo a cultura foi centrifugada a
10000g, seguida de filtragdo em papel Wathmann N°1, a fim de separar as células do
liquido metabdlico. O liquido metabdlico foi submetido ao teste de atividade e indice

de emulsificacéo.

3.4. DETERMINAQAO DA PRODUQAO DO BIOMULSIFICANTE

Para a investigacédo da producdo do bioemulsficante foi realizada a atividade
emulsificacdo de acordo com a metodologia descrita por Cirigliano & Carman (1984)
com os resultados expressos em Unidade de atividade de emulsificacdo (UAE) e o
indice de emulsificacdo seguindo a metodologia de Cooper & Goldenberg (1987)

sendo os resultados expressos em %. O liquido metabdlico foi filtrado em papel
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Wathmann N°1, centrifugado a 4000 rpm, durante 20 min, para a obtencao do liquido
metabdlico livre de células. Os substratos hidrofébicos testados para o teste de
atividade e do indice de emulsificacdo foram o 6leo de milho, 6leo de motor queimado

e n-hexadecano.

3.5. ANALISE MICROSCOPICA DAS EMULSOES

As emulsdes foram preparadas com 2mL de 6leo de motor e 1mL do liquido
metabdlico livre de células, obtido da melhor condicdo homogeneizados em voértex por
1 min. Em seguida, as emulsdes formadas foram observadas em microscopio 6ptico

com aumento de 20X e as imagens fotografadas com uma camera digital.

3.6. ESTABILIDADE DO BIOEMULSIFICANTE AVALIADA PELO INDICE DE
EMULSIFICACAO

Para o estudo da estabilidade das emulsGes foram analisados os efeitos de
diferentes pH (2,4,6,8,10), temperaturas (50, 100°C) e diferentes concentracdes de
NaCl (2,5,10,15 e 20%) no liquido metabdlico livre de células contendo o
bioemulsificante ap6s a determinacdo do indice de emulsificacdo usando como
substrato hidrofébico o 6leo queimado de motor de acordo com a metodologia
descrita por Cooper & Goldenberg (1987).

3.7. ISOLAMENTO E CARACTERIZACAO DO BIOEMULSIFICANTE
O bioemulsificante produzido na condicao selecionada do planejamento fatorial

22 foi extraido pelo método de precipitacdo com alcool 70%. Foi adicionado ao liquido
metabdlico dois volumes de &lcool 70%. O material foi deixado em repouso por 24 h
a 4 ° C. A amostra foi centrifugada a 5000g durante 30 min, lavadas duas vezes com
agua fria e secas a 37 ° C durante 24 a 48 h.

A carga ionica do bioemulsificante foi determinada utilizando um potenciémetro
Zeta, modelo ZM3-D-G, Zeta Meter System 3.0+, com imagens diretas para o video
do Zeta Meter, San Francisco, CA, EUA.

Para a composicdo quimica do biomulsificante isolado a concentracdo de
proteina foi estimada utilizando a proteina total pelo kit da Labtest Diagndstica S.A.,
Brasil. O teor total de carboidratos foi estimado pelo método fenol-acido sulfarico
descrito por Dubois et al.,(1956). O conteudo lipidico foi determinado de acordo com
Manocha et al., (1980).
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3.8. TESTE DE DESLOCAMENTO DO OLEO EM AGUA DO MAR

A capacidade de dispersdo dos compostos hidrofobicos foi avaliada a partir do
liquido metabdlico livre de células seguindo a metolodogia descrita por Techaoei et
al., (2011), em 40mL de agua do mar foram colocados na placa de Petri (9 mm de
didametro), adicionado de 20 pl do 6leo de motor aplicado sobre a superficie da dgua
do mar e 10 pl da amostra contendo o sobrenadante aplicado centro da pelicula de
0leo. O diametro da zona clara formado foi medido com uma régua e, em seguida, o
tamanho da area da zona clara foi calculada como area de deslocamento de dleo
(ODA) utilizando a seguinte equacgao 1:

(]

opa =2 (radius)® . em®
7

3.9. POTENCIAL DO BIOEMULSIFICANTE NA BIORREMEDIACAO
A capacidade de remocdo de diesel em areia foi avaliada de acordo com a

metodologia descrita por Urum et al., (2004), e que em 10g de areia foi adicionado 1g
de Oleo diesel, durante sete dias em temperatura ambiente. Posteriormente, a areia
poluida com diesel foi transferida para frascos de Erlenmeyer de 125mL, contendo 20
mL de liquido metabdlico livre de células e incubados em agitacéo orbital durante 24h
a 150rpm e 30° C. O processo foi repetido por duas vezes. A agua foi utilizada como
controle negativo e o hexano como controle positivo. Em seguida, a amostra foi
levada para estufa a 50° C por 12h. O dleo diesel residual foi extraido com hexano e a
massa seca do Oleo diesel foi acondicionada em dessecador até peso constante. A
porcentagem de remocéao de 6leo foi determinada de acordo com a seguinte equacéao
2:

%RBE = (Peso inicial — Peso final) x 100

Peso inicial

Em que:

Peso da placa inicial (Pi): peso inicial da placa de Petri com remoc¢é&o do 6leo
por solvente;

Peso da placa final (Pf): peso final da placa de Petri com 0leo resultante das

lavagens com o bioemulsificante.
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Para se calcular o (Pi) a areia com o Oleo ndo foi lavada com o

bioemulsificante, sendo removido com o0 hexano

3.10. AVALIAQAO DO RENDIMENTO DA BIOMASSA

Durante o cultivo, aliquotas de 50mL do meio de producdo foram retiradas em
intervalos de tempo de 24 a 96h e centrifugadas a 10000g, a 28°C durante 20 minutos
para a obtencdo da biomassa. Em seguida, a biomassa foi lavada com &gua

destilada, liofilizada e mantida em dessecador até peso constante.

3.11. ANALISE CITOQUIMICA DOS LIPIDEOS

A analise citoquimica dos lipideos presente em C. lipolytica foi realizada de
acordo com o método de Sheehan e Storey (1947) com modificacBes. As amostras de
células foram fixadas em glutaraldeido e apds a etapa de fixacao foram lavadas em
tampéao salina fosfato (PBS). Em seguida, foram emersas no corante Sudan Black B
por 10 minutos, na auséncia de luz. ApGs esta etapa, as amostras foram lavadas em
alcool a 70% para retirar o excesso do corante, e em seguida lavadas com agua
destilada, contra-coradas com safranina por 30 segundos e novamente lavadas com
PBS. As laminas foram visualizadas ao microscépio 6ptico com aumento de 100X. As
goticulas de 6leo presentes nas células de leveduras foram coradas em negro ou azul

eSscuro.

3.12. EXTRACAO E QUANTIFICACAO DOS LIPIDEOS TOTAIS

A biomassa liofilizada (1,0g) foi submetida a extracdes sucessivas de lipideos
com cloroférmio:metanol (2: 1, 1: 1, 1: 2 v/v), agitando em vortex durante 10 minutos.
A fase organica foi separada da biomassa por centrifugacdo a 5.000g durante 10
minutos. O sobrenadante contendo o extrato lipidico foi coletado e evaporado em
rotaevaporador (MANOCHA et al., 1980). O percentual de lipideos totais presentes da

biomassa foi quantificado pelo método gravimétrico utilizando a seguinte equacao 3:

Lipideos Totais (%) = massa de lipideos x100

Biomassa seca (Q)

3.13. IDENTIFICACAO DOS ACIDOS GRAXOS DA BIOMASSA

A identificacdo e quantificagdo dos &cidos graxos da biomassa foi realizado
utilizando o cromatégrafo gasoso Varian com injector automatico equipado com um

detector de ionizacdo de coluna capilar HP-5 de silica fundida (5% e 95% difenil
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dimetilpolisiloxano), 30m x 0,25 mm. A temperatura do forno de coluna possui rampa
de aquecimento com temperatura inicial de 150°C e final de 250°C. A temperatura do
injetor e do detector foi de 280°C, e o hélio (1cm 3mint) utilizado como um gas de
transporte. A biomassa foi metilada em ésteres de acidos graxos de acordo com
Durham e Kloos (1957).

3.14. TRANSESTERIFICACAO/ESTERIFICACAO DIRETA DA BIOMASSA EM
BIODIESEL

Para a transformacao direta da biomassa em biodiesel, foi utlizada a
metodologia de Vicente et al., (2010). A biomassa foi transesterificacdo/esterificacéo
durante 8h, a 65 °C com uma solucéo de triofluereto de boro, como catalizador acido
e 10:1 de metanol/cloroférmio. A mistura foi recuperada com agua e hexano e
centrifugada e o solvente foi removido por rota-evaporador. O rendimento do biodiesel
produzido foi calculado por gravimetria.

3.15. PLANEJAMENTO FATORIAL

Um planejamento experimental de 22 com oito ensaios com quatro pontos centrais foi
realizado para avaliar a influéncia das variaveis independentes concentracdo de
milhocina (%) e concentracdo 6leo de soja residual (%) sobre a variavel resposta
atividade de emulsificacdo e producdo de lipideos totais. As variaveis e 0s niveis
foram esté@o codificados da seguinte maneira: Millhocina - Nivel (-1) = 1%, Nivel (+) =
5%, Ponto central = 3%. Oleo de soja residual - Nivel (-1) = 2%, Nivel (+) = 8%,

Ponto central = 5% (Tabela 1).

Tabela 1. Matriz do planejamento fatorial para producdo simultanea do
bioemulsificante e lipideos por Candida lipolytica

Ensaios Milhocina Oleo de soja residual de fritura
1 - -
2 + -
3 - +
4 + +
Ponto central 0 0
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 PRODUCAO DE BIOEMULSIFICANTE POR Candida lipolytica UCP 0988
UTILIZANDO RESIDUOS AGROINDUSTRIAIS

Candida lipolytica demonstrou habilidade de produzir bioemulsificante em meio
contendo 5% de milhocina e 8% de Oleo de soja residual correspondente ao ensaio 4
do planejamento fatorial. Nesta condicao, foi obtido o valor mais elevado do indice de
emulsificacdo (96,66%) com o 6leo queimado de motor apds 96 horas de cultivo
(Tabela 2). De acordo com Willumsen e Karlson (1997), sdo considerados valores
significativos de indice de emulsificacdo acima de 50%. Observou-se que O0S
percentuais de indice de emulsificacdo para o 6leo de milho e hexadecano no ensaio
4, nao foram semelhantes ao 6leo de motor queimado, sugerindo que a atividade de
emulsificacdo depende da afinidade do bioemulsificante com os substratos
hidrocarbonados, que segundo Luna et al. (2013) essa afinidade envolve a interacéo
direta com o préprio hidrocarboneto. Resultado inferior do indice de emulsificagéo foi
obtido por Lima et al. (2010), utilizando n-hexadecano (50%), enquanto a atividade de
emulsificacdo maxima obtida foi de 6,704 UAE (Unidade de Atividade Emulsificante)
com n-hexadecano (Tabela 2). RUFINO et al., (2014) cultivando o mesmo micro-
organismo em 6% de residuo industrial de refinaria de 6leo de soja e 1% de &cido
glutdmico, obteve 5,5 U.A.E em hexadecano.
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Tabela 2. Resultados da producéao de bioemulsificante por C. lipolytica de
acordo com o planejamento fatorial

) Atividade de
Indice de Emulsificacéo (E24) - % Emulsificagcdo
] ] (UAE)
Ensaios n-hexadecano Olec(l)equ:]%itrg ?do orlnei(l)hge n-hexadecano
1 - 64,00 35,00 0,945
2 14,70 91,40 50,00 5,693
3 60,00 93,33 55,00 6,281
4 63,63 96,66 58,00 6,704
5 - 66,66 50,00 4,233
6 - 70,96 47,00 4,335
7 - 72,85 50,00 4,370
8 - 74,28 50,00 4,279

*Condi¢Bes: milhocina 1% e 6leo de soja residual 2% (Ensaio 1), milhocina 1% e 6leo de
soja residual 8% (Ensaio 2), milhocina 5% e 6leo de soja residual 2 (Ensaio 3), milhocina
5% e 6leo de soja residual 8% (Ensaio 4), milhocina 3% e 6leo de soja residual 5% ( ponto
central: 5,6,7,8).

De acordo com a analise estatistica para a producdo de bioemulsificante em
hexadecano por 96h, o diagrama de Pareto de efeitos padronizados com o nivel de
95% de confianca ((Figura 7), pode ser observado que as variaveis independentes
foram positivamente significativas, em que individualmente os residuos agroindustriais
em niveis mais alto demostraram influéncia sobre a producédo do bioemulsificante, O
ponto no qual os efeitos estimados séo estatisticamente significativos (p = 0,05) esta

indicado pela linha vertical vermelha tracejada.
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Figura 7. Diagrama de Pareto para avaliacdo da influéncia das variaveis milhocina
(1) e 6leo de sBS: oja residual (2) sobre a variavel resposta atividade
emulsificante por Candida lipolytica. Puro Erro=0,0044776
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Como observado no grafico de Pareto (Figura 7), a interacdo dos residuos
agroindustriais sobre a atividade emulsificante foi significativa. E possivel observar no
grafico dos efeitos de interacdo (Figura 8), que mudancas na concentracdo da
milhocina levaram a conclusdes diferentes. E observado que, em uma interagéo
antagbnica, em que o nivel menor da milhocina adicionada a maior nivel de 6leo
residual de soja foi melhor do que uma interacdo sinérgica negativa, ou seja, menores
niveis de milhocina adicionados a menores niveis de 6leo residual de soja. Porém, a
interacdo sinérgica positiva, em que maiores concentragdes de milhocina adicionada

a maiores concentracfes de Oleo obteve-se resultado significativo nesse experimento.
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Figura 8. Gréafico mostrando efeitos médios da interacdo das duas vias de interacao
na producédo de bioemulsificante
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Assim como este estudo, Almeida et al., (2006) utilizaram do 6leo de soja
residual e a milhocina, para a producao de biossurfactante por Candida tropicalis e
por meio de planejamento fatorial demonstraram que a milhocina apresenta um
resultado positivo, porém o residuo de 6leo apresentou um efeito negativo, diferente
do nosso estudo.

Albuquerque et al., (2006), ao utilizarem um planejamento fatorial para investigar
a influéncia da uréia, sulfato de aménio, dihidrogénio fosfato de potassio e 6leo de
milho na producdo de bioemulsificante pela Candida lipolytica (UCP 0988), tiveram
uma influéncia positiva com a presenca de 6leo de milho, KH2PO4 e (NH4)2S04 na
atividade de emulsificacao.

Vale destacar que, em muitos estudos a milhocina vém demonstrado ser uma
fonte promissora para o crescimento de micro-organismos, sendo incluida em meios
de producao de bioemulsificante/ biossurfactante (SOBRINHO et al., 2007, LUNA et
al., 2011, SANTOS et al., 2013).

Esses dados obtidos sédo bastante promissores, considerando que a producéo
biotecnolégica de bioemulsificantes depende do desenvolvimento de processos mais
baratos, o que economicamente viabiliza o0 processo, uma vez que o0 meio de cultivo
representa aproximadamente 50% do custo final do produto (CAMEOTRA e
MAKKAR, 1998; RODRIGUES et al. 2006).
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4.2. CARACTERIZACAO MACROSCOPICA E MICROSCOPICA DA EMULSAO

As emuls@es formadas usando como substrato hidrofébico o 6leo de motor pelo
bioemulsificante obtido da melhor condicdo do planejamento fatorial (5% de milhocina
e 8% de Oleo de soja residual) estéo ilustradas na figura 9.

E possivel analisar na amostra que contém o liquido sem o in6culo (Figura 9 —
A), que as gotas apresentam aspectos sem forma globular de grande tamanho,
resultado da coalescéncia.

Para a emulsdo formada com o liquido metabdlico fermentado com 24h (Figura
9 — B) verifica-se que as gotas apresentam aspecto nitidamente globular, com gotas
de tamanhos variaveis e com floculacdo com tendéncia a coalescer para volumes
maiores, além disso, gerou espacos livres da fase liquida. Segundo Elias et al., (2006)
este comportamento indica que ocorreu falta de estabilidade na emulséo logo apos a
sua formacao.

A emulsao formada com 48h (Figura 9-C), gerou poucos espacos livres entre
as gotas, além das gotas apresentarem filmes que englobam a fase oleosa em gotas
de tamanhos menores.

Para a emulsdo formada em 72h, verifica-se (Figura 9-D) um aspecto
diferenciado das anteriores, pois a maioria das goticulas formadas foi de menor
tamanho.

Na emulsdo formada pelo liquido metabdlico com fermentacdo de 96h, a
maioria das goticulas foram menores (Figura 9- E), além de terem sido observados
insignificantes espagos vazios em relagédo a todas condigfes anteriores, além de uma

maior homogeneidade entre as fases e, portanto maior tendéncia a estabilidade.
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Figura 9 Diametro das gotas das emulsdes formadas com o bioemulsificante de
acordo com o tempo de producéo
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De acordo com Jillavenkatesa et al., (2001), a analise da emulséo necessita de
dois parametros importantes: o tamanho de gota da fase dispersa e sua
concentracao. Estes fatores influenciam a viscosidade, estabilidade e coalescéncia.

As goticulas formadas da emulsdo variam em tamanho, gerando uma
distribuicdo de tamanhos de gotas. E bastante distinguivel a formacéo de emulsdes

menores (0,1 a 5um) nas ultimas horas da fermentacao (Tabela 3).
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Tabela 3 Caracterizacdo macro e microscopica de emulsdes formadas em 6leo de motor
gueimado do bioemulsificante.

Tempo de Diametro indice de Unidade de
fermentacdo das gotas Emulsificacao Atividade Propriedades
(h) (um) (E24) Emulsificante
Nenhuma
emulsificacao
~ (Separacdo de fases).
Controle 1-30 Nao hou~ve 0.0185 Gotas com formas
formacéao .
irregulares e de grande
tamanho.
Homogénea com
sedimentacdo. Gotas
24 0.5-10 28.57 0.891 grandes e globulares e
presenca de floculacao.
Homogénea com gotas
48 0.3-10 47.06 5.648 grandes.
Homogénea com
72 01-10 26.47 5812 abundéancia de gotas
' ' ' menores.
Homogénea com gotas
96 0.1- 5 96.66 6.101 menores.

Comparando a distribuicdo do tamanho das gotas e o indice de emulsificacédo
(E24), do inicio ao fim da fermentacéo da producédo do bioemulsificante, as goticulas
variaram em tamanho e este fato influenciou na estabilidade da emulsdo. Dickinson et
al., (2009) estudaram experimentalmente a coalescéncia de gotas de tamanho
milimétrico em interface 6leo / 4gua e observou que as gotas maiores estouraram
mais rapido que as menores. Os autores afirmaram que a variedade de tamanhos das
gotas depende do comportamento de coalescéncia com a deformabilidade da
superficie da gota.

Neste trabalho, sugerimos que o fator responsavel pela estabilidade do
tamanho das goticulas foi a alta concentragcdo de bioemulsificante produzido por
Candida lipolytica ap6s 96 h de cultivo, resultando em gotas estaveis com dimensdes
de 0,5 a 10 ym, e atividade de 6,794 UAE.

Segundo Langervin, 2004, uma emulsdo estavel é aquela que mantém suas
gotas dispersas na fase continua por um tempo consideravel, sem que haja

separacao de fases, levando em consideracdo também que concentracdes maiores
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de bioemulsificante garantem o aumento da estabilidade, reduzindo a coalescéncia

das gotas.

4.3. ESTABILIDADE DO BIOEMULSIFICANTE

Varios fatores como a salinidade, pH e temperatura afetam a atividade de
bioemulsificantes (ILORI et al., 2005; ROCHA et al., 2007). Neste trabalho foram
analisados estes fatores sobre a estabilidade do bioemulsificante produzido por
C.lipolytica no ensaio 4 do planejamento fatorial com o liquido metabdlico obtido apos
24, 72 e 168 horas (Figura 10)

Figura 10. indice de emulsificacdo do bioemulsificante produzido utilizando 6leo
de motor variando: pH, NaCl e temperatura.
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A estabilidade do bioemulsificante produzido pela Candida lipolytica, nas
condi¢cBes estudadas neste trabalho, foi avaliada utilizando 6leo queimado de motor
como substrato hidrofébico que demonstrou manter sua estabilidade emulsificante em
concentragfes salinas de até 2% de NaCl, perdendo a propriedade quando exposto a
concentracfes maiores de NaCl. Por outro lado, apds o liquido metabdlico ter sido
submetido a variacbes de pH, observou-se que o bioemulsificante manteve sua
propriedade em todas as faixas de pH testadas com excelentes porcentuais de
emulsdes (100%) em pH 2 e 4 durante sete dias. Estes resultados foram similares aos
obtidos por Santos et al., (2013) que obtiveram 90% de emulsificacdo em pH acido. A
capacidade do bioemulsificante de manter sua estabilidade apos ter sido submetido a

elevadas temperaturas € uma caracteristica de extrema importancia para indastrias
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gue necessitam esterilizar em elevadas temperaturas seus produtos (SANTOS et al.,
2013). Neste contexto, o bioemulsificante produzido por Candida lipolytica neste
trabalho demonstrou ser estavel em todas as faixas de temperaturas testadas.
Enquanto que Rufino et al., (2008), demostrou a perda da estabilidade emulsificante

pelo biossurfactante produzido pela Candida lipolytica a 100°C.

4.4. CARACTERIZACAO DO BIOEMULSIFICANTE

Neste trabalho o bioemulsificante foi constituido por 37,62% de carboidratos,
12,2% de lipideos e 50,18% de proteinas e foi caracterizado como perfil aniénico pelo
medidor Zeta. Recentemente, Rufino et al., (2014) utilizaram a mesma levedura C.
lipolytica e residuo industriai de refinaria de 0leo vegetal como substrato e produziu
um biossurfactante constituido por 50% de proteina, 20% de lipideos e 8% de
carboidratos.

Cirigliano e Carmam (1984), relataram que a estabilidade das emulsfes agua /
O0leo depende das propriedades do bioemulsificante incluindo temperatura,
concentragcBes de sddio e ions de potassio e pH. No entanto, Camacho-Chab et al.,
(2013) e Gudina et al.,, (2015), descreveram que o bioemulsificante de alto peso

molecular é responsavel pela manutencéo da estabilidade de emulsdes.

4.5. POTENCIAL DO BIOEMULSIFICANTE NO DESLOCAMENTO DE COMPOSTO
HIDROFOBICO EM AGUA DO MAR

O teste de dispersao do 6leo é um sistema de ensaio sensivel e conveniente
para se analisar a presenca de biossurfactantes/ bioemulsificante através de uma
zona clara na superficie do 6leo (Thavasi et al., 2011). Neste contexto, o teste de
dispersdo do 6leo foi realizado para avaliar a capacidade do bioemulsificante em
dispersar substratos hidrofébicos. O Triton- X (controle positivo) dispersou 38,46 cm?
do 6leo de motor queimado em agua do mar. Os melhores resultados de dispersao
foram observadas nos pontos centrais do planejamento (38,46 — 45,34 cm ?) e ensaio
4 (38,46 cm?), como mostra na tabela 4.

No estudo de Silva et al. (2014) o bioemulsificante produzido por
Cunninghamella echinulata no 6leo de soja residual e milhocina apresentou uma area
de dispersdo de 6leo de 37,36 cm? O biossurfactante produzido pela levedura
Cyberlindnera samutprakarnensis (JP52) cultivada em glicerol obteve uma atividade
de 44,5 cm? (POOMTIEN et al, .2013).
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Tabela 4. Dispersdo em 6leo de motor (derivado de petréleo) em dgua do mar

Ensaios Cm?
1 12,56
14,13
20,41
38,46
38,46
38,46
45,34
8 38,46
Triton x - 100 38,46

N O O A WD

*milhocina 1% e 6leo de soja residual 2% (Ensaio 1), milhocina 1% e 6leo de soja residual 8%
(Ensaio 2), milhocina 5% e 6leo de soja residual 2 (Ensaio 3), milhocina 5% e 6leo de soja
residual 8% (Ensaio 4), milhocina 3% e 6leo de soja residual 5% ( ponto central: 5,6,7,8).

4.6. APLICACAO DO BIEMULSIFICANTE NA REMOCAO DE COMPOSTO
HIDROFOBICO

As lavagens com solugdes aquosas em solos contaminados solubilizam os
poluentes adsorvidos no solo. A agua controla a remocdo, mas a adicdo de
surfactantes, acidos organicos ou inorganicos, NaOH, etc., aumentam a eficacia no
processo de remocéo (PINA et al., 2012)

O bioemulsificante presente no liqguido metabdlico removeu pelo método de
lavagem 93,74% do Oleo diesel da areia e a lavagem com a dgua removeu 18,14%.
Andrade et al., (2015), ao utilizarem o biossurfactante presente no liqguido metabdlico
produzido por Candida glabrata verificaram que esse removeu pelo método de
lavagem 95,7% de oOleo queimado de motor. No estudo de Santos et al., (2013) o
biossurfactante produzido pela C. lipolytica UCP0988 cultivada e gordura animal e
milhocina removeu 92,3% do 6leo de motor. Contudo, na condigdo em que o 6leo foi
deixado em contato com a areia por sete dias, visando mimetizar uma condig&o real,
0 bioemulsificante produzido em nosso estudo, removeu 45,20% e a lavagem
utilizando a agua destilada removeu 15,2%

Resultados descritos na literatura mostram que o biossurfactante de C.
antarctica remove cerca de 50% do petroleo adsorvido na areia (ADAMCZAK e
BEDNARSKI, 2000, JOSHI et al., 2008). Biossurfactantes produzidos por Bacillus

removeram cerca de 30% do petroleo contidos numa coluna embalada (JOSHI et al.,
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2008). Segundo Urum et al., (2006), quanto mais tempo o Oleo tiver contato com a
areia maior sera a adsorcdo deste na superficie, portanto moléculas de
bioemulsificante/biossurfactante terd menos eficiéncia na remocéao, dificultando a
interacdo dessas biomoléculas com o 6leo. Com o0 objetivo de mimetizar uma

condicdao real, o 6leo foi deixado em contato com a areia da praia por sete dias.

4.7. PROngAo DE BIOMASSA E LIPIDEOS TOTAIS NOS RESIDUOS
AGROINDUSTRIAIS

O méximo rendimento da producdo de biomassa por C. lipolytica ocorreu na
condicao 4 do planejamento fatorial (5% de milhocina e 8% de 6leo de soja residual)
com obtencéo de 12,71g.L (Tabela 5). Observa-se que as concentra¢cdes maximas de
fonte de carbono e nitrogénio no meio de producdo favoreceram o resultado na

produgéo de biomassa.

Tabela 5. Producéo de biomassa e lipideos totais obtida através do planejamento
fatorial 22

Lipideos
Ensaios pH Biomassa g.L! Lipideos g.L™* (9/9g
biomassa)
1 4,1 1,96 0,696 0,355
2 4,2 4,41 1,87 0,425
3 4,1 10,02 3,15 0,314
4 4,2 12,71 4,96 0,390
S 4,1 6,71 2,17 0,323
6 4,1 6,25 2,25 0,360
7 4,2 6,73 2,47 0,367
8 4,2 7,16 2,20 0,307

*milhocina 1% e 6leo de soja residual 2% (Ensaio 1), milhocina 1% e 6leo de soja residual 8%
(Ensaio 2), milhocina 5% e 6leo de soja residual 2 (Ensaio 3), milhocina 5% e 6leo de soja
residual 8% (Ensaio 4), milhocina 3% e 6leo de soja residual 5% (ponto central: 5,6,7,8).

A tabela 6 mostra que a milhocina utilizada neste estudo representa uma fonte
significativa de nitrogénio e carbono, e o 6leo residual de soja uma quantidade

significativa de carbono.
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Tabela 6. Porcentagem de nitrogénio, carbono, hidrogénio e enxofre presentes na
milhocina e 6leo residual de soja

Substrato  Carbono (%) Nitrogénio (%) H'dr(?,g)e“'o Enxofre (%)
“Milhocina 34.84 7.06 6.59 118
Oleo residual 75.96 0,29 11.05 0,93

de Soja

De acordo com a analise estatistica pelo Diagrama de Pareto (Figura 11), com
o nivel de 95% de confianca, pode ser observado que as variaveis independentes
(milhocina e 6leo de soja residual) foram significativas, favorecendo a producéo de
biomassa por C. lipolytica. No entanto, a associacdo entre a milhocina e 6leo de soja
residual ndo foi significativa do ponto de vista estatistico. O ponto no qual os efeitos
estimados sdo estatisticamente significativos (p = 0,05) esta indicado pela linha

vertical vermelha tracejada.

Figura 11. Diagrama de Pareto para avaliacdo da influéncia das
variaveis milhocina e 6leo de soja residual sobre a variavel resposta
producdo de biomassa por Candida lipolytica. Puro Erro=0,1691663
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Os dados demonstram que a milhocina foi a variavel mais significativa. No
estudo de Daverey e Pakshirajam (2009), a biomassa de Candida bombicola foi
reduzida quando cultivada apenas em fontes de carbono (6leo e melago de cana), os
pesquisadores concluiram que a auséncia de fonte de nitrogénio no meio de cultivo
acarretou ao baixo crescimento da levedura. Santos et al., (2013), concluiram que a
milhocina foi suficiente como fonte de nitrogénio para o crescimento da C. lipolytica.
Este estudo mostra que o meio de cultivo contendo 6leo de soja residual e milhocina

substitui meios de culturas sintéticos para o crescimento de C. lipolytica.
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Vérios estudos tem mostrado a capacidade da C. lipolytica crescer em meios
hidrofébicos, que deve-se a sua a evolucdo de genes que codificam agentes
tensioativos (BEOPOULOS et al., 2009 e RUFINO et al., 2014).

Em relacdo a producdo de lipideos totais, o micro-organismo acumulou
percentuais superiores a 31%, atingindo 39% e 41% nos ensaios 4 (milhocina 5% e
O0leo de soja residual 8%) e 2 (milhocina 1% e O6leo de soja residual 8%),
respectivamente, como melhores resultados. A Candida lipolytica, € um micro-
organismo modelo para a producdo de lipideos, metabolizando substratos
hidrofobicos. (Barth e Gaillardin, 1997, Beopoulos et al.,, 2012). Como mostra na
tabela 4, neste estudo, a C. lipolytica foi capaz de produzir até 4,96 g/L * ,
relacionada a biomassa produzida em concentracdes méaximas dos residuos,
indicando que estes substratos sdo promissores para a producdo de lipideos,
contribuindo com a reducdo de custos no bioprocesso e agregando valor aos
residuos.

Nossos resultados foram superiores aos estudos de André et al., (2009) e
Makri et al., (2011) que obtiveram 30,7% e 22,3% respectivamente de lipideos totais
levedura cultivada em glicerol.

Estudos anteriores garantem que quando e levedura é cultivada em substratos
hidrofébicos, h4 maior acumulo de lipideos comparado aos substratos hidrofilicos.
Bati et al., (1984) ao cultivarem a Y. lipolytica em 6leo de milho, obtiveram 55% de
lipideos totais. Papanikolaou et al., (2002b) ao utilizarem gordura animal como
substrato no meio de cultivo, obtiveram aproximadamente 44% de lipideos totais pela
levedura.

Com o objetivo de analisar o acumulo de lipideos em tempos anteriores a 96h
do ensaio 4 (milhocina 5% e 6leo de soja residual 8%) utilizamos a técnica de
citoquimica com o uso do corante Sudan Black, em que os lipideos coram-se em

azulado a negro (Figura 12)
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Figura 12 . Coloracao das células em Sudan Black entre 0 a 96h de
cultivo em milhocina com 5% e 8% de 6leo de soja residual (ensaio
4).

* Tempo 0 (A), 24h (B), 48h (C), 72h (D), 96h (E).

Observando as imagens, € possivel perceber que a levedura apresentou um
acumulo notavel de lipideos a partir de 48h do inicio da fermentacao (Figura 12-C)
mantendo-se praticamente estavel até as 96h (Figura 12- E). Burdon (1946)
descreveu pela primeira vez a coloragdo de corpos lipidicos em fungos usando o
corante sudan black, sendo ultimamente utilizado para analisar esses compostos nas
células como uma analise qualitativa, visando investigar micro-organismos
oleaginosos (PRASANNA et al., 2011; NEEMA et al., 2013).

De acordo com o diagrama de Pareto (Figura 13), pode ser observado que
individualmente as variaveis independentes apresentaram influéncia significativa com
efeito positivo sobre a variavel resposta de lipideos totais, ou seja, o0 aumento da
concentracdo dos residuos agroindustriais favorece o acumulo de lipideos totais. O
ponto no qual os efeitos estimados séo estatisticamente significativos (p = 0,05) esta
indicado pela linha vertical vermelha tracejada. A interacdo entre a milhocina e 6leo

residual de soja mostrou-se insignificante ao nivel de 95% de confianca.
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Figura 13. Diagrama de Pareto para planejamento fatorial 22 em
cultivo de 96h, tendo como variaveis independentes (1) Milhocina, (2)
Oleo de soja residual, e como variavel resposta lipideos totais. Puro

/////////

(2)0leo residual de soja 2042159

(1)Milhocina 10,99171

El Bialy et al. (2011), também obtiveram bons resultados ao cultivarem o
estado meiospérico da C. lipolytica em apenas 0leos residuais de servicos de fast
food como fonte nutricional. Quando foi utilizado o 6leo obtido de fritura de vegetais, a
levedura proporcionou o acumulo de 57,89% de lipideos e quando cultivada em
outros o6leos residuais obteve percentuais menores: 6leo de fritura de peixes, 45,49%
e Oleo de fritura de carnes, 34,02% de lipideos totais. Os resultados obtidos para o
acumulo maximo de lipideos por este micro-organismo em concentracdo maxima de
substrato hidrofébico é a via de acumulacdo “ex novo”. Segundo Beopoulos et al.
(2009) esta via envolve a absorcao de acidos graxos, 6leos e triacilglicerideos a partir
do meio de cultura.

A C. lipolytica ndo era considerada um micro-organismo oleaginoso, uma vez
gue a mesma era ineficaz em acumular quantidades significativas de lipideos a partir
de substratos hidrofilicos durante o crescimento submerso em meios limitados de
nitrogénio (RATLEDGE 1994). No entanto, a capacidade de acumular quantidades
significativas de lipideos (até 60%) foi comprovada ao utilizar 6leos e gorduras como
fonte de carbono, o que indica a oleaginicidade da levedura (PAPANIKOLAOU e
AGGELIS 2002a,SABIROVA et al, 2010, BEOPOULOS et al.,, 2011). Segundo
Fickers et al., 2005, o desenvolvimento de genes que codificam surfactantes para se
adaptar a esses substratos, protuberancias na superficie celular, mecanismos de

transporte e producdo de enzimas (lipases) extracelulares, ligadas a membrana e
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intracelular que hidrolisam esses compostos facilitam a incorporacdo desses
substratos na célula.

Ahmed et al., (2006) com o objetivo de avaliar os efeitos de diversas fontes de
nitrogénio na producao de lipideos por isolados de Mucorales, avaliando os efeitos na
producdo pela utilizacdo de 1% de concentracdo de peptona, extrato de levedura,
milhocina e fermento de levedura, obtendo resultados positivos quando associava 0
extrato de levedura e/ou milhocina ao fermento.

E estudo conduzido por Lima et al., (2015), mostraram o potencial da milhocina
como fonte de nitrogénio, quando cultivaram as cepas de C. glabrata (UCP1002 e
1556) em 40% de soro de leite e 20% de milhocina, apresentaram rendimento de
biomassa de 6,8 e 8,8 g.L-1 respectivamente e 16,20 e 21,50% de lipideos totais
respectivamente, porém o estudo ndo produziu quantidades significativas de lipideos
totais quanto o nosso estudo, uma vez que, a quantidade excessiva de fonte de
nitrogénio utilizadas pelos autores ndo contribui para a sintese de novo de lipideos.

De acordo com os dados, a composicdo da milhocina demonstra ser
necessaria para o crescimento de biomassa, favorecendo um alto rendimento lipidico
durante a fermentacdo, além do mais, este substrato é mais atrativo, uma vez que
este € mais barato do que outras fontes de nitrogénio, como peptona e extrato de
levedura e pode ser explorado em estudos futuros.

4.8. PERFIL DE ACIDOS GRAXOS DOS LIPIDEOS TOTAIS

A analise do perfil do acido graxo (tipo e concentracdo) € relevante para a
conservacao e oxidacdo do biodiesel. Portanto é de extrema importancia conhecer a
matéria-prima que sera utilizada. Para a analise qualitativa dos acidos graxos dos
corpos lipidicos produzidos pelo micro-organismo, foi realizada a metilagédo direta da
biomassa para obter ésteres metilicos de &cidos graxos da amostra com maior
rendimento lipidico (Ensaio 4). O perfil dos acidos graxos revelou quantidades
significativas de acido oleico, acido palmitico e acido linoleico, como mostrado na
Tabela 7. O perfil obtido dos lipideos da Candida lipolytica cultivada no ensaio 4 (5%
de milhocina e 8% de Oleo de soja poés-fritura) foi de 34,91% de &cidos graxos

saturados, 41,4% de monoinsaturado e 20,45% de poliinsaturado.
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Tabela 7. Perfil de acidos graxos produzidos por Candida lipolytica no ensaio 4 em
96h

Acidos graxos
Acido céaprico (C10:0) -
Acido miristico (C14:0) -

Acido palmitico (C16:0) 27,4%
Acido palmitoléico (C16:1) -

Acido estearico (C18:0) 7,51%
Acido Oléico (C18:1) 41,4%
Acido linoléico (C18:2) 18,4%

Acido a-linolénico (C18:3 - w-3)
Acido y-linolénico (C18:3 — w-6) 2,05%
Acido araquidico (C20:0) -
Acido eicosendico (C20:1) -
Acido behénico (C22:0) -

* Ensaio 4 (5% de milhocina e 8% de dleo de soja pés-fritura)

Papanikolaou et al., (2009) obtiveram um perfil proximo ao nosso estudo ao
cultivarem C. lipolytica em glicerol. Foram produzidos 47% de acido oléico, 21% de
acido linoleico, 15% de acido palmitico, 11% de &cido esteérico e 2% de &acido
palmitoléico.

Segundo, Islam et al., (2013), ndo h& um dUdnico &acido graxo que seja
responsavel pela propriedade do combustivel. Portanto é importante a presenca de
acidos graxos saturados que favorecem a qualidade de ignicdo. Segundo Vieira et al.
(2010), acidos graxos monoinsaturados e poli-insaturados, como o acido oleico e o
acido linoleico, respectivamente, apresentarem o ponto de fuséo -5 °C para o linoléico
e 4 °C para o oleico, dificultando o congelamento do biodiesel. Os autores destacam
gue o excesso de &cidos graxos saturados promove 0 entupimento, devido o
congelamento do produto (KNOTHE et al., 2008, ISLAM et al., 2013).

Vale salientar que a presencga significativa em um biodiesel de estéreis acidos
graxos poli-insaturados reduz o numero de cetano e a estabilidade de oxidacao, que é
indesejavel para o biodiesel (KNOTHE, 2009). A oxidacdo causa aumento da
viscosidade e o entupimento dos filtros, devido a producdo de materiais insollveis,
além da elevacdo da acidez e a presenca de hidroxiperéxido, que ocasionam a
corrosdo do sistema de injecao (MONEYEM e GERPEN, 2001).
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Em nosso estudo, o perfil de estéreis de acidos graxos obtido da biomassa da
C. lipolytica mostra-se proximo ao perfil do 6leo de soja, uma das principais matérias
primas para producéo de biodiesel no Brasil, Estados Unidos e na Europa, constituido
principalmente do acido linoléico (aproximadamente 54%) e oléico (aproximadamente
22%), e os demais saturados (RAMOS et al., 2008). Porém, ao contrario do nosso
estudo, o 6leo de soja apresenta uma dominancia de &cido linoleico, um acido graxo
poli-insaturado, fator preocupante, devido o aumento de valores de iodo no biodiesel
gue alcancam um valor de 129.7 (g de 12/100 g), a Unido Europeia limita o valor de
120 mg de I2/g, mas a Unido dos EUA néo especifica valores de iodo como parametro
de qualidade do biodiesel (RAMOS et al., 2008; VICENTE et al., 2010).

4.9. TRANSESTERIFICACAO/ESTERIFICACAO DIRETA DA BIOMASSA

O método simultaneo de extracdo e transesterificacdo/esterificacdo da biomassa
garante a reacdo completa dos lipideos em ésteres metilicos de acidos graxos,
inclusive dos acidos graxos livres presente nos lipideos totais, fator importante que
determina a acidez do biodiesel, além disso na catédlise acida ndo ha a formacéo de
sabdo, a catalise alcalina apresenta baixa neutralizacdo dos &cidos graxos livres
(VICENTE et al., 2006; MARCHETTI et al., 2007; FAKAS et al., 2009; VICENTE et al.,
2010). Vérios estudos vém o uso deste método com metanol e cloroférmio como
solventes e H2S04 (&cido sulfurico), HCI (acido cloridrico) BF3 (trifluoreto de boro)
como catalizadores acidos (FORMO et al., 1954; CANAKCI et al., 2003; VICENTE et
al., 2010).

O micro-organismo no ensaio 4 (5% de milhocina e 8% de 6leo de soja
residual), acumulou 39% de lipideos totais produziu 37,9% de biodiesel. Portanto,
aproximadamente um percentual de 96,70% dos lipideos totais foram
transesterificados. Apenas 0s lipideos saponificAveis  (triacilglicerideos,
dialcilglicerideos, monoalcilglicerideos) lipideos polares e acidos graxos livres foram
convertidos em biodiesel. Vicente et al., (2010) ao cultivarem Mucor circinelloides em
meio com glicose, verificaram a producdo de 22,9% de lipideos totais e 18,4% de
ésteres metilicos utilizando o trifluoreto de boro como catalizador &cido.

O conteudo de estéres metiilcos foi alto comparado ao estudo de Liu e Zhao
(2007), que também utilizaram a transformacéao direta da biomassa por catéalise acida.
A Unido Europeia (EN14214) limita o valor minimo de 95,6% de conteudo de ésteres

metilicos. Esses valores indicam que o0 método empregado por
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transesterificacéo/esterificacdo por catalise acida é significativo em comparagdo com
0s métodos tradicionais com a extracdo de lipideos (FOLCH et al., 1957 ; BLIGH &
DYER , 1959).

5. CONCLUSOES

e Candida lipolytica UCP 0988 foi capaz de metabolizar a milhocina e 6leo de
soja residual como fontes nutricionais para a producdo de lipideos e um
bioemulsificante com excelente estabilidade térmica e com potencial de uso na
dispersédo de derivados do petroleo;

e O uso de um planejamento experimental demonstrou ser uma ferramenta
importante e aplicavel para evidenciar a producdo de biomassa e lipideos por
C. lipolytica, assim como para avaliar o comportamento das variaveis
independentes sobre a atividade de emulsificagéo, apresentando influéncia dos

parametros independentes do processo;

e A composicdo de acido graxo do 6leo produzido pela levedura demonstra ser
semelhante ao dos principais Oleos vegetais utilizadas na producdo de

biodiesel;

e O bioemulsificante e lipideos produzidos através da bioconversdo dos residuos
agroindustriais tornam o0 bioprocesso econdémico e sustentavel, pois trés
finalidades foram cumpridas: a valorizacdo dos residuos agroindustriais,
producdo de bioemulsificante e a producdo de lipideos renovaveis para a
producédo de biodiesel.
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