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RESUMO

Biossurfactantes e bioemulsificantes sdo moléculas anfipaticas, reduzem a tenséo
superficial e interfacial, sdo biodegradaveis e de baixa toxicidade. Apesar dos desafios
de altos custos e baixos rendimentos, o uso de residuos agroindustriais como
substratos alternativos apresenta uma solucdo sustentavel. Este trabalho avaliou a
influéncia das cascas de abacaxi e do Oleo pOs-fritura, utilizados pelos fungos
Penicilium sp. e Chrysosporium sp., na producdo de biossurfactantes e
bioemulsificantes. Foi utilizado o planejamento Box Behnken Design com 15 ensaios.
Os meios foram incubados em Erlenmeyers contendo 50 mL do meio de produgéo
com 10% de inéculos (10" cel/mL), por 138 horas, a 150 rpm e 28°C. Os
biossurfactantes produzidos foram avaliados por meio de medidas de tenséo
superficial e indice de emulsificacdo, utilizando 6leo pdés-fritura e 6leo de motor
queimado como substratos hidrofébicos. Foram analisadas a dispersdo de 6leo em
agua e as caracteristicas das emulsdes. A composi¢do quimica dos biossurfactantes
foi determinada pelo teor de lipideos e carboidratos, com grupos funcionais
caracterizados por espectroscopia de infravermelho (FTIR) e carga i6nica pelo
potencial zeta. A fitotoxicidade foi avaliada em sementes de alface.Os resultados
mostraram uma reducao da tensdo superficial para 55,74 mN/m (Penicillium sp.) e
53,22 mN/m (Chrysosporium sp.). O indice de emulsificacdo com o liquido metabdlito
foi de 81,12% com 6leo de motor queimado (Penicillium sp.) e 45,16% com Oleo pos-
fritura (Chrysosporium sp.), formando emulsdes agua-em-6leo e 6leo-em-agua,
respectivamente. Os rendimentos foram de 0,76 g/L e 0,60 g/L, com composi¢des de
carboidratos de 48,58% e 41,63% e de lipidios de 2,99% e 1,99%. O indice de
emulsado dos biossurfactantes e bioemulsificantes extraidos na concentracao de 1 mg/
mL com Oleo de motor foi de 60% e 59,09%, respectivamente. Analises de FTIR
identificaram bandas expressivas em 3304 cm™ e 3327 cm™ (O-H e N-H), em 1024
cm™ e 1028 cm™ (C-CO-C), caracteristicas de compostos poliméricos e ligacdes
glicosidicas, sugerindo que ambos podem ser glicolipidios. A avaliacdo revelou que
Penicillium sp. ndo apresentou efeitos toxicos nas plantas, enquanto Chrysosporium
sp. exibiu uma toxicidade moderada na concentracdo de 1 mg/mL. Os resultados
destacam a viabilidade da biotransformacdo de residuos como substratos

econdmicos, com potencial para aplicaces industriais e ambientais.

Palavras-Chave: fungos; biossurfactante; residuos agroindustriais; biorremediacao.



ABSTRACT

Biosurfactants and bioemulsifiers are amphipathic molecules, reduce surface and
interfacial tension, are biodegradable and have low toxicity. Despite the challenges of
high costs and low yields, the use of agro-industrial waste as alternative substrates
presents a sustainable solution. This study evaluated the influence of pineapple peels
and post-frying oil used by the fungi Penicillium sp. and Chrysosporium sp. on the
production of biosurfactants and bioemulsifiers. A Box Behnken Design with 15 trials
was used. The media were incubated in Erlenmeyer flasks containing 50 mL of the
production medium with 10% inoculum (107 cell/mL) for 138 hours at 150 rpm and
28°C. The biosurfactants produced were evaluated using surface tension and
emulsification index measurements, using post-frying oil and burnt engine oil as
hydrophobic substrates. The dispersion of oil in water and the characteristics of the
emulsions were analyzed. The chemical composition of the biosurfactants was
determined by lipid and carbohydrate content, with functional groups characterized by
infrared spectroscopy (FTIR) and ionic charge by zeta potential. Phytotoxicity was
assessed on lettuce seeds. The results showed a reduction in surface tension to 55.74
mN/m (Penicillium sp.) and 53.22 mN/m (Chrysosporium sp.). The emulsification index
with the metabolite liquid was 81.12% with burnt motor oil (Penicillium sp.) and 45.16%
with post-frying oil (Chrysosporium sp.), forming water-in-oil and oil-in-water
emulsions, respectively. The yields were 0.76 g/L and 0.60 g/L, with carbohydrate
compositions of 48.58% and 41.63% and lipid compositions of 2.99% and 1.99%. The
emulsion index of the biosurfactants and bioemulsifiers extracted at a concentration of
1 mg/mL with engine oil was 60% and 59.09%, respectively. FTIR analysis identified
significant bands at 3304 cm-! and 3327 cm-! (O-H and N-H), at 1024 cm-* and 1028
cm-t (C-CO-C), characteristic of polymeric compounds and glycosidic bonds,
suggesting that both may be glycolipids. The evaluation revealed that Penicillium sp.
showed no toxic effects on plants, while Chrysosporium sp. exhibited moderate toxicity
at a concentration of 1 mg/mL. The results highlight the feasibility of biotransforming
waste as economical substrates, with potential for industrial and environmental

applications.

Keywords: fungi; biosurfactant; agro-industrial waste; bioremediation.
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1 INTRODUCAO

Ao longo dos anos, os surfactantes sintéticos vém sendo amplamente
utilizados em diversos segmentos industriais, desde alimenticios até farmacéuticos.
Eles possuem propriedades quimicas anfipaticas com ampla producdo, por serem
originados do petroleo e seus derivados. Seu uso em excesso e descarte incorreto
apresentam riscos ao meio ambiente. (Rebello et al., 2014, Rodriguez et al., 2021).

Os surfactantes impactam negativamente os ecossistemas aquaticos, sendo
uma das principais fontes de poluicdo. Eles estdo presentes em efluentes industriais
que frequentemente sdo despejados em rios, mares e lagos. Suas moléculas
interferem nas funcdes celulares de microalgas e outros microrganismos, impactando
a cadeia alimentar e, eventualmente, os seres humanos (Gautam et al., 2023).

Com o amplo uso de petroderivados, compostos por misturas complexas de
moléculas de hidrocarbonetos, substancias téxicas e potencialmente cancerigenas
sao liberadas no meio ambiente. Estudos indicam que fungos e bactérias possuem a
capacidade de degradar hidrocarbonetos, oferecendo uma perspectiva promissora
para aplicagcbes em bioprocessos (Maddela et al., 2015).

Os biossurfactantes e bioemulsificantes representam alternativas promissoras
aos surfactantes quimicos convencionais (Da Silva etal., 2022), oferecendo vantagens
como menor custo, propriedades comparaveis ou até superiores em termos de
limpeza e formacéo de emulsdes, além de serem menos téxicos e altamente eficazes
em aplicacdes relacionadas a biorremediacao (Kappeli et al., 1984).

Os fungos séo seres heterotréficos, compondo uma boa parcela dos seres
Vivos no planeta, tendo seu proprio reino naturalmente bons em realizar processos de
decomposicdo de matéria organica (Nazir et al., 2022). Os fungos filamentosos detém
de capacidade metabdlica de ampla conversao de residuos organicos, para geracao
de bioprodutos, passiveis de aplicacdes industriais com bom valor agregado
(Sadeghian et al ., 2023).

O Brasil, como um dos maiores produtores de alimentos, gera uma enorme
guantidade de residuos agroindustriais, grande parte descartada de forma inadequada
em aterros sanitarios (Freitas et al., 2021). Esses residuos séo ricos em nutrientes,
oferecendo um grande potencial para biotransformacéo. Cascas de frutas e legumes,
Oleos residuais, bagagos e carogos, entre outros, podem ser reaproveitados por meio

de processos fermentativos (Sala et al., 2021).
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Os processos de biotransformacao por fungos tém sido utilizados desde os
primordios, especialmente na fabricacdo de alimentos e bebidas. Altualmente, a
quimica verde busca a reducdo da geracdo de residuos poluentes e tem bastante
interesse na utilizacao de fungos em bioprocessos para producao de biocombustiveis,
biopoliméros, enzimas, biolubrificantes, biossurfactantes e bioemulsificantes (Punt et
al., 2011).

Nesse sentido, o trabalho teve como objetivo comparar o potencial
biotecnolégico para a producdo de biossurfactante e bioemulsificante dos fungos
filamentosos Penicillium sp e Chrysosporium sp, usando como substratos rejeitos
agroindustriais, casca de abacaxi e 6leo pés-fritura. Tal processo torna-se uma
estratégia atraente e ecossustentavel por promover e minimizar os impactos

ambientes causados por estes rejeitos.
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2 OBJETIVO
2.1 Objetivo Geral

Produzir biossurfactantes/bioemulsificante, por fungos filamentosos sendo
Penicillium sp e Chrysosporium sp, utilizando como substratos cascas de

frutas e Oleo pos-fritura.

2.2 Objetivos Especificos

¢ Investigar a producédo de biossurfactante/bioemulsificante por Penicillium sp e
Chrysosporium sp utilizando como substrato casca de abacaxi e 6leo pos-
fritura;

e Analisar a eficiéncia do biossurfactante produzido por Penicilium sp e
Chrysosporium sp através das propriedades fisico-quimicas;

e Comparar a capacidade do biossurfactante produzido pelos fungos
filamentosos na dispersdo de poluentes hidrofébicos em agua com o
surfactante comercial,

e Avaliar a possivel toxicidade do biossurfactante/bioemulsificante produzido por
cada cepa no crescimento da raiz das sementes de alface (Lactuca sativa)
como modelo experimental,

e Investigar as caracteristicas microscopicas e macroscopicas das emulsdes
formadas na presenca de 6leos pelo biossurfactante/bioemulsificante
produzidos pelos fungos filamentosos;

¢ Investigar a composi¢ao quimica do biossurfactante/bioemulsificante;

e Comparar e avaliar o potencial biotecnolégico das cepas Penicillium sp e

Chrysosporium sp na producgéo de biossurfactante/bioemulsificante.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Fungos filamentosos

Os fungos filamentosos fazem parte do reuni Fungi, tendo como principal
caracteristica morfologica a formacdo de hifas sendo multicelulares, estruturas
facilitadoras no processo de reproducéo e absor¢éo de nutrientes (Freitas, 2022).

Os fungos filamentosos, também conhecidos como bolores, destacam-se pela
eficiéncia na clivagem e biodegradacéo de nutrientes. Eles sdo capazes de crescer
em condi¢cbes de pH tendendo & acido e em ambientes com baixa disponibilidade
nutricional (Arun et al., 2023).

A estrutura miceliar presente nesses microrganismos facilita a bioconvercéao de
fontes de carbono, nitrogénio e outros componentes no ambiente, até mesmo secretar
biomoléculas para facilitar a interacdo em ambientes com presenca abundante em
agua ( Rodriguez et al., 2024).

Processos biotecnoldgicos vém sendo aplicados com fungos filamentosos,
devido a versatilidade dos metabolitos gerados, desde produtos alimenticios
fermentados até acidos organicos, antibidticos, biossurfactantes, sendo diretamnte

aplicados na industria farmacéutica e quimica (Dzurendova et al., 2021).

3.2 Penicillium sp

O género Penicillium, formado por mais de 200 espécies, é de grande
relevancia no ambito de pesquisas e de producdo de antibidticos e metabdlitos
secundarios, com diversas propriedades aplicaveis a industria farmacéutica.
Caracterizado como endofitico na sua grande maioria, realiza o beneficiamento de
protecdo para os hospedeiros vegetais por proporcionar a inibicao de fitopatdgenos e
a de biocontrole no ecossistema (Toghueo et al, 2020).

O crescimento de fungos do género pode ocorrer na presenca de toxigénicos,
visto que espécies como Penicillium chrysogenum séo capazes de produzir proteinas
como PgAFP com atividade biolégica. O Penicillium nalgiovense apresenta
metabdlitos secundarios antifungicos, evidenciando o desempenho de aplicagdes em
processos industriais (Ren et al. 2020).

Segundo Kulkami et al.(2020), fungos dos géneros Aspergillus, Stemphylium e
Penicillium tém habilidade na producdo de proteinas ativas de superficies, sendo
tensoativas com propriedades anfipaticas, facilitadoras na fixacdo das hifas em
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superficies hidrofdbicas. A espécie Penicillium islandicum, em fermentacdo submersa,
obteve reducdo da tensdo superficial com valores proximos da sufactina sintética
vendida comercialmente.

A Figura 1 mostra a colénia do Penicillium sp, na qual possue caracteristicas
mascroscopicas de tonalidade escura e bordas claras, sem estruturas de micélios
aerio.

Figura 1 - Colénica do Penicillium sp em meio agar batata.

Fonte: Elaboradora pelo autor, 2023.

3.3 Chrysospporium sp

Fungos dos géneros Clasdosporium, Fusarium, Chrysosporium e
Scopulariopsis compdem um grupo que tem capacidade de degradar queratina,
importante protéina formadora estrutural em diversos animais e humanos, sendo em
sua grande maioria patégenos (Btyskal, 2009).

O Chrysosporim € considerado um queratinofilico facilmente encontrado no
solo. No processo bioquimico, enzimas como a queratinases é secretada de forma
extracelular, sendo enzimas proteases com vantagens para aplicacdo industrial
(Alwakeel et al., 2021).

Metabolitos presentes no caldo de cultura do género foram identificados com
funcdo antitumoral (Hayakawa et al., 1998). Nanotubos de carbono sé&o usados como
estrutura para fixar o fungo Chrysosporim em processos adsorcao para retirada de
cadmio (Naseri et al., 2023).

O crescimento celular do Chrysosporim sp apresenta caracteristicas
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macroscopicas, desenvolvimento de micélios aéreo longos com tonalidade clara,
préximo da cor branca, esporos escuros e boa amplitude no cultivo laboratorial

controlado, conforme a Figura 2.

Figura 2 - Colénica do Chrysosporim sp em meio agar batata.

Fonte: Elaboradora pelo autor, 2023.

3.4 Metabolitos secundarios

Os fungos filamentosos séo fontes de producdo de metabdlitos secundarios,
enzimas e biomassa, bastante utilizados em seguimentos téxtil e alimentar,
produzidos através de fermentacéo submersa ou em estado soélido (Cairns et al, 2019).

Os Metabdlitos podem ser divididos em dois grupos primarios, compostos por
substancias essencias nas funcgdes vitais do microrganismo, como crescimento e
nutricdo. Secundéarios séo voltados para processos adaptativos e protecédo
(Akilandeswari et al., 2016).

A producdo de metabdlitos secundarios tem relacdo com os substratos
fornecidos e com a espécie do microrganismo, possuindo singularidades, podendo
assim a mesma fonte nutricional gerar biomoléculas distintas com apenas a alteracédo
de especies, condi¢cdes de pH e temperatura (Kumar et al., 2015).

Em geral, a estrutura destas moléculas, possuem baixa massa molecular
produzidas por vias biosintéticas (Brakhage, 2013). Os fungos filamentosos podem
produzir metabdlitos de interesse biotecnolégico; no entanto, ha o risco de gerarem

micotoxinas que limitam seu uso para fins humanos (Banani et al., 2016).
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Para esta producéo, € necessario ajuste nas condi¢des nutricionais, nas fontes
de carbono, nitrogénio e ajuste de temperatura e pH. Quando ocorre um bom
rendimento de metabolitos, um alto valor é agregado, devido as possibilidades de
aplicacao (Ren et al., 2020).

3.5 Biossurfactantes/ bioemulsificantes

Os biossurfactantes sdo moléculas com propriedades anfipaticas como mostra
a Figura 3, na qual uma de suas extremidades tem carater apolar, com acidos graxos
e cadeias de hidrocarbonetos, ndo tendo assim afinidade com agua. J& na outra parte,
pode ser polissacarideos, peptideo, anios ou cations, com polaridade (Hasanshahian,
2014 , Sharma e Saharan, 2016 ).

Figura 3 - Caracterizagdo estrutural da molécula de biossurfactante e
bioemulsificante

R NN } CAMADA DE SUPERFICIE
POLAR{

APOLAR

AGUA EM OLEO (A/0) OLEO EM AGUA (0/A)

OLEO
Acua

Classificagao:
Aniodnico
Catiénico
Anfétero

Nao i6nico

Fonte: Elaboradora pelo autor, 2023.

A classificacédo dos biossurfactantes vai depender de sua composi¢cao quimica
e do microrganismo, sendo ele bactéria ou fungo e suas espécies, como 0S
glicolipidios, fosfolipideos, &cidos graxos, lipossacaridios, lipideos neutros,
lipopeptideos e alguns polimeros particulados (Oliveira et al, 2015). A Tabela 1
apresenta a correlacdo dos dados de composi¢do bioquimica de biossurfactantes e
biomemulsificantes. A identificacdo de carboidratos, proteinas e lipidios direciona a

classificacdo do tipo de molécula.
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Tabela 1- Dados sobre composicdo bioquimica de biossurfactanntes e bioemulsificantes.

Referéncia

Caracteristicas

bioguimicas

Tipo de biomolécula

Microrganismo

Luna et al., 2007

Lipidios (67%),
Carboidratos
(11%)

Proteinas (7%).

Miristico, estearico e
oleico foram os acidos
majoritarios detectados

na fracao lipidica.

Penicillium sp

Carboidratos Ochrobactrum

Exopolissacarideos

(64,35%) anthropi cepa
Calvo et al., 2018 ) (EPS)
Proteinas _ ) AD2
biopolimeros
(32,57%)
Heteropolimero, que
) consistia em partes de
o Proteinas (25%) _ )
Paraszkiewicz et . ] polissacarideos e C. lunata IM
Polissacarideo ]
al.,2002 proteinas, sem a 2901

(48%) o
presenca de acidos

graxos

Lipidios (3,8%)

Carboidratos Proteoglicano

(43%) (proteina e Acinetobacter
Jagtap et al.,2010 ) _ ) o
Proteinas polissacarideo) junii
(50,5%)

Fonte: Elaborada pelo autor, 2024

Os biossurfactantes sdo compostos com desempenho na formacdo de
espumas, de emulsdes, reducdo da tensédo superficial e interfacial de liquidos
micivéis, facilitando remocdo e dispersdo de hidrocarbonetos (Hasanshahian,
2014 , Sharma e Saharan, 2016 ).

A capacidade do biossurfactante de produzir emulsdes pode superar a reducéo
da tenséao superficial, dependendo do peso molecular. Em geral, a reducéo da tensao
superficial € atribuida a compostos formados por fosfolipidios e saponinas de baixo
peso molecular. No entanto, as moléculas produzidas por biotransformacéo, contendo

proteinas e polissacarideos de alto peso molecular, podem ser classificadas como
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bioemulsificantes (Qamar e Pacifico, 2023). A Tabela 2 exibe os grupos funcionais
presentes em diversas classificacoes de bioemulsificantes sendo de bactérias e

fungos, em que reforca a singularidade da producéo desta biomolécula.

Tabela 2- Dados sobre espectros de infravermelho (FTIR) de bioemulsificantes produzidos por
diversos microrganismos.

Referéncia

Bandas de absorcéao

(Tipo de ligagéo)

Biomoléculas

3200 e 3320 cm™ (O-H de compostos
poliméricos)

1630 e 1660 cm™(C=0 e C-N de

Exopolissacarideos

. : . (EPS)
Kharangate-Lad amidas associadas a proteinas)
et al.,2022 A~ Bacteria:
1400 e 1420 cm™ (C = O dos Halobacillus trueperi
carboidratos) MXM-16
1060 e 1100 cm™ (O-H caracteristicos
de polissacarideos e seus derivados)
3285 cm™ (grupo carboidrato —OH)
2953 cm™ (Acidos graxos) Novo

Meneses et al.,
2017.

2852 cm™ (grupo éster
hidrocarbonetos alifaticos combinados
com uma porcao lipidica)

712 cm™t e 1633 cm™* (grupos ésteres
insaturados (C=0-C=C)

biossurfactante

Fungo:
Aureobasidium
thailandese LBO1

Balan et al., 2017

3425 cm™ (estiramento NH presente
na porcao peptidica)

2777 e 1673 cm™ (presenca do grupo
acido (COOH) e do grupo hidroxila dos
aminoacidos)

1737 e 1647 cm™ (carboxilico dos
aminoacidos e ao grupo carboxilico
dos acidos graxos)

Lipopeptidico

Bacteria:
Aneurinibacillus
aneurinilyticus cepa
SBP-11

Fonte: Elaborada pelo autor, 2024

Os fungos podem produzir mais de um tipo de biossurfactante, basta alterar os

susbstratos e as espécies. A Tabela 3 apresenta espécies de fungos filamentosos e a
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classificacdo do biossurfactante, nos trabalhos alguns autores nao identificaram a

classificacdo da biomolécula devido a falta de testes.

Tabela 3- Fungos produtores de biossurfactante conforme espécie flingica.

Espécie Biossurfactante Referéncias
Fusarium, Penicillium e Tipo nao .
Trichoderna identificado MEelezs B e, 2000
Arpergillus sp.RFC-1 Glicolipidios Al-Hawash et al.,
2019
: . Tipo nao :
Rhizopus arrhizus identificado Milagre et al., 2018
Penicillium chryssogenum lipopeptideos Gautam et al., 2014

Carboidrato

Cunninghamella echinulata Silva et al., 2014

complexo
Aspergillus fumigatus isolar Tipo ndo
Shu2 identificado Othman et al., 2022
Lipidos
. : manosileritritol
Ustilago maydis (MELs) Becker et al., 2021

Fonte: adptada de Ahmad et al, 2023.

A demanda por biossurfactantes aumenta de forma promisséria por ser
biodegradavél e de baixa toxicidade. Ha uma taxa de crescimento em relacdo ao ano
de 2017 para 2022 de 5,6% no valor de sua comercializagdo. Ao intensificar a
consientizagdo do consumo consciente, o mercado europeu se tornou um dos

maiores consumidores desse bioproduto (Ambaye et al., 2021).

3.6 Biossurfactantes/bioemulssificantes aplicacdes

A gama de aplicacdo da biomolécula é extraordinéria, desde tratamento de
efluentes até adsorventes de metais pesados, biorremediagcéo de petroderivados em
solos, partes componentes de produtos farmacéuticos e cosméticos (Bezerra et al.,

2018, Sun et al., 2019 ). A Figura 4 mostra as aplicacdes em segmentos diversos.


https://www-sciencedirect.ez121.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S004565352303151X#bib184
https://www-sciencedirect.ez121.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S004565352303151X#bib20
https://www-sciencedirect.ez121.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S004565352303151X#bib20
https://www-sciencedirect.ez121.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S004565352303151X#bib186
https://www-sciencedirect.ez121.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S004565352303151X#bib186
https://www-sciencedirect.ez121.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S004565352303151X#bib96
https://www-sciencedirect.ez121.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S004565352303151X#bib96
https://www-sciencedirect.ez121.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S004565352303151X#bib247
https://www-sciencedirect.ez121.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S004565352303151X#bib247
https://www-sciencedirect.ez121.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S004565352303151X#bib209
https://www-sciencedirect.ez121.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S004565352303151X#bib209
https://www-sciencedirect.ez121.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S004565352303151X#bib55
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Figura 4 - Aplicacdes dos biossurfatantes e bioemulsificantes em varios setores.
ALIMENTOS
E
AGRICULTURA
MEDICINA
E
COSMETICOS
%NANOTECNOLOGIA] Estabilizante
o Solubili :
4[BIORREMEDIAQA0] oy tlizante;
Ispersante

O pré-tratamento de efluentes com indices elevados de gordura pode ser

Emulsificantes;
Pesticidas;
Biocontrole

Antimicrobiano;
Formacao de espuma;
Formador de emulsido

BIOSSURFACTENTE

E
BIOEMULSIFICANTE

Fonte: Kashif et al.,2022.

aprimorado com uso de biossurfactantes. Uma vez que reduz a concentracdo de
trigliceridios, promove atividade enzimatica, aumenta a solubilidade,
consequentemente melhora o desenvolvimento microbiano no efluente e evita um
subsequente tratamento com agentes quimicos (Damasceno et al., 2014).

Na biorremediacdo, os biossurfactantes respondem significativamente, pois
destroem poluentes petroquimicos. Além disso, os biossurfactantes sdo capazes de
remover Oleos de amostras de solos e aguas residuais, com potencial para
reaproveitamento. Essa abordagem apresenta uma aceitacao superior em relacdo as
técnicas fisico-quimicas consolidadas e mais destrutivas, como extracao por solventes
e incineragdo, sendo considerada uma tecnologia de bom custo-beneficio e baixo

custo (Baranger et al., 2021).

3.7 Residuos agroindustriais

O consumo de alimentos tem aumentado com o crescimento populacional, o
gue, consequentemente, resulta em maior desperdicio e acimulo de residuos no meio
ambiente, principalmente de matéria organica proveniente da agroindustria e
alimentos processados. Existe um crescente interesse no reaproveitamento e

transformacao da biomassa para a fabricacdo de novos produtos (Sala et al., 2021).
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Segundo a Organizacéo das Nacfes Unidas para a Alimentacéo e a Agricultura
(FAO, 2019), o volume de alimentos ndo consumidos transformados em desperdicio
era de aproximadamente 1,6 milhdes de toneladas, resultando em prejuizos
econdmicos de 750 milhdes de dolares.

Os residuos séo classificados em dois grupos basicos: de origem animal,
provenientes de industrias de latcinios, pesca e processados de carne; e de origem
vegetal, que incluem cascas de frutas e legumes, bagacos, fibras, sementes, talos e
partes improprias para consumo direto. A extracdo de enzimas como pectinoliticas,
lipases, invertases ocorre para a aplicacéo industrial (Esparza et al., 2020).

Para boa bioconversdo de substratos selecionados, € ideal que haja uma
relacdo de proporcionalidade de 3:1 entre o carbono e nitrogénio. O nivel de
componentes organicos no substratos mostra o nivel de biodegradacdo e
biotransformacao por microrganismos, pricipalmente os fungos filamentosos (Sarangi
et al., 2023).

Os substratos usados no processo de biotransformagéo para producédo de
biossurfatante por microrganismos pode ser observado na Tabela 4. O éleo residual
vem tornando-se bastante versatil como fonte de carbono, tanto para bactérias como

fungos gerando diversdes tipos de biomoléculas.

Tabela 4- Residuos usados por microrganismos para produ¢éo de biossurfactantes

Microrganismo Residuo Biossurfactante Referéncias
Bacillus Oleo de soja
(izrlesus UCP residual (2,0%) Lipopeptideos Durval et al., 2020
candida Melaco de cana
oA

bombicola UR | © /f’c)i O'Ieé’ | clicolipidios Al-Hawash et al., 2019
M 3718 residual de soja

(5,0%)
L actocOCeUS Soro de leite

0 :

lactis CECT- (15,0%), vinhaca Glicolipopeptideo | Vera et al., 2018
4434 (1,0%) e sacarose

(2,0%)
Bacillus Suco de caiu
amyloliquefacie clarificado (14_9%) Nao identificado | Durval et al., 2020
ns RHNK 22

Fonte: adaptada de Sarubbo et al, 2022.
Os biossurfactantes e enzimas se tornan destaque em aplicacfes.Os residuos
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agroindustriais sédo fontes vastas de carbono, protéinas, nitrogénio, minerais, lipidios,
componentes importantes para todos 0s seres vivos e para a geracdo de novos
produtos. A bioconversdo microbiana, a tecnologia enzimética e a engenharia
metabdlica possibilitam metodologias e novas pespectivas de uso dos residuos na

producao de bioprodutos (Rojas et al., 2022).

3.7.1 Substratos: cascas de frutas

Subprodutos como cascas, caules, polpa e bagaco sdo constantemente
desperdicados na induastria e nas residéncias. Sao considerados partes menos
essenciais no consumo direto ou na producao de determinados produtos (Pathania;
Kaur, 2022).

A casca, de modo geral, corresponde a cerca de 40% do peso de frutas como
manga e abacaxi. Quando somadas as sementes e outras partes, como coroa e
folnagens, chega a 60% do peso total. Subprodutos com grande composi¢cao
nutricional, favoravel para vastas aplicacdes (Tirado-Kulieva et al., 2022).

Conforme Sharma et al.,, (2016), frutas citricas tém em suas cascas um
percentual de 25,71% a 80,41% de fibras, além dos componentes principais: carbono
e nitrogénio, e pH tendendo a &cido, de maneira a propiciar condicdes benéficas ao
desenvolvimento dos fungos filamentosos para conversao em bioprodutos.

A fermentacdo € uma das principais vias para o desenvolvimento de novos
produtos, com a vantagen dos substratos serem provenientes de descartes e
processo simples em termos mecanicos. Os subprodutos agroindustriais séo fontes
de baixo custo e alternativas vidveis de reaproveitamento para a producdo de
metabdlitos fungicos, com o objetivo de reduzir os problemas ambientais e

econdmicos (Panesar et al.; 2015).

3.7.1.1 Casca de Abacaxi

Segundo Rosli et al.,(2023), o Brasil produz em torno de 2,2 milhdes de
toneladas de abacaxi, sendo um dos maiores produtores atualmente. O abacaxi € uma
fruta tropical, apresenta um caule curto, folhas estreitas e firmes, que se desenvolvem
em frutos de tamanho meédio a grande. Seu miolo e casca mostram potencial como
substratos para fermentagéo devido ao alto teor de acgucar.

Estudos desenvolvidos por Jacqueline e Velvizhi, 2024, mostram que as cascas

do abacaxi sdo fontes ricas em fibras e enzimas. A Tabela 5 apresenta a composicéo
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centesimal da cascas de abacaxi, que compdem 50% dos residuos solidos dessa

fruta.

Tabela 5- Composi¢éo centesimal da casca de abacaxi.

Casca de abacaxi in natura

Caracteristicas Percentual
Massa seca 11,58%
Proteina bruta 6,82%
Carboidratos totais 87,61%
Carboidratos ndo fermentavel 29,57%
Matéria mineral 5,04%
Extrato etério 0,53%
Nitrogénio digestivel total 67,29%
Digestibilidade in vitro 80,77%

Fonte: Ferreira et al., 2018.

Os substratos do abacaxi, por serem ricos em compostos fendlicos,
antioxidantes, podem ser convertidos em bioetanol, biossurfactantes e biometano.
Abordagens nas quais a biotecnologia vem aprimorando o uso sustentavel dos
residuos (Sarangi et al., 2022).

De acordo Azman et al., 2024, a casca do abacaxi € uma fonte natural para a
producdo de biossurfactantes, utilizado para aumentar a solubilidade dos nutrientes
do solo, além de servir como fertilizantes, melhorando a qualidade do solo a longo
prazo. Maia et al., 2024 relata que 32,3% da producdo nacional do abacaxi esta
concentrada na regido nordeste do Brasil, com destague para duas cidades na

Paraiba: Itapororoca e Pedras de Fogo.

3.7.2 Oleo Pés- Fritura

Os efluentes com composicéo alta de dleos sdo constantemente descartados
por industrias, comércios e residéncias. Muitas vezes, ndo sado reutilizados ou
descartados de maneira coerente ( Medeiros et al., 2022 ).

Os dleos vegetais sdo bastante usados em processos de conservagao ou

preparacao de alimentos fritos, sendo os 6leos de soja, algodao, girassol, palma mais
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comercializados. O processo de fritura com aquecimento aumenta a insaturacédo das
ligacdes, modificando a estrutura quimica e produzindo substancias téxicas (Sanibal
et al., 2002).

Na industrias, a utilizacdo de gorduras e Oleos ocasionam a geracdo de
residuos hidrofébicos. O acumulo desses residuos tem aumentado o interesse da
utilizacdo desses materiais como fonte de nutrientes para transformacéo microbiana
(Souza, 2016). Segundo Andrade et al., 2018, o Oleo de soja pos-fritura possui trés
fontes disponiveis de carbono, conforme a Tabela 6.

Tabela 6- Componentes quimicos do 6leo de soja pos-fritura.

Componentes em &cidos graxos Quantidade (%)
Monoinsaturados 29,78
Saturados 21,06
Polinsaturados 55,97

Fonte: adaptada de Andrade et al., 2018.

A gordura vegetal de palma estd sendo difundida para substituir outras
gorduras vegetais, mas ao alcancar elevadas temperaturas, ocorre uma modificacéo
em suas esruturas, deixando elas mais insaturadas. Segundo Fernandes et .al.,
(2018), esse tipo de fonte oleoginosa tem acido palmitico, acido oleico e tem auséncia
de &cidos linolénico.

Oleo de palma e 6leo de soja pos-fritura podem ser utilizados como matéria-
prima com grande fornecimento de carbono para biocorvercdo em processos

fermentativos de bioprodutos em especial biossurfactantes (Perera et al., 2022).
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4 METODOLOGIA
4.1 Microrganismo e manutengao

O Penicillium sp e Chrysosporium sp isolados de outras culturas no NUPEA
(Nucleo de Pesquisa e Extensdo em Alimentos) da Universidade Estadual da Paraiba
(UEPB). As culturas mantidas em meio Agar Sabouraud a 5 °C e para renovacgio
celular e producdo de novos esporos fungicos foram realizados repiques a cada 15
dias.

4.2 Residuos agroindustriais/Substratos

Na formulac&o dos meios de producéo foi utilizado cascas de abacaxi (Ananas
comosus) resultante do consumo diario residencial de moradores da cidade de
Campina Grande-PB, 6leo pos-fritura proveniente de estabelecimentos comerciais do
localizados no Campus | da Universidade Estadual da Paraiba (UEPB).

Seguindo a metodologia relatado por Santos et al. (2017) com adaptacgdes, as
cascas de abacaxi foram higienizadas, cortadas e secas em estufa a 45°C por 24h.
Em seguida, foram trituradas em moinho de facas e peneiradas no smash 04 do
conjunto de peneiras para obter particulas menores e aumentar a area de contato

conforme Figura 5.

Figura 5 - Representacédo das etapas de preparacdo das cascas de abacaxi (A) cascas
de abacaxi cortadas, (B) cascas de abacaxi trituradas ap6s secagem, (C) cascas

peneiradas.

Fonte: Elaboradora pelo autor, 2023.
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4.3 Planejamento Experimental

O planejamento fatorial Box Behnken Desing foi desenvolvido pelo Statistica®
12 (StatSoft Inc., USA) com 12 ensaios e trés pontos centrais. Foi executado para
investigar a influéncia das variaveis independentes, sendo 6leo pés-fritura, casca de
abacaxi e glicose, com variaveis respostas: tensdo superfical e indice de
emulsificacdo. As variaveis codificadas conforme mostra a Tabela 7, da seguinte
maneira: Oleo Pés-fritura (-1) 1mL (, (0) 1,5mL, (1) 2mL, Casca de Abacaxi (-1) 0,759,
(0) 19, (1) 1,25q, Glicose (-1) 0,5¢, (0) 19, (1) 1,5¢.

Tabela 7- Matrix do planejamento Box Behnken Desing.

Condicdes Fator A Fator B Fator C
Oleo Pés- Casca de Glicose
fritura Abacaxi

1 -1 -1 0
2 1 -1 0
3 -1 1 0
4 1 1 0
5 -1 0 -1
6 1 0 -1
7 -1 0 1
8 1 0 1
9 0 -1 -1
10 0 1 -1
11 0 -1 1
12 0 1 1
13 0 0 0
14 0 0 0
15 0 0 0

Fonte: Elaboradora pelo autor, 2023.

4.4 Producao do biossurfactante/bioemulsificante

4.4.1 Preparo do in6culo

O in6culo foi preparado com esporos fungicos jovens do Penicillium sp e
Chrysosporium sp em erlenmeyer contendo 100 mL de agua estéril. Foi realizada a
contagem até atingir uma suspenséao de 107 cel/mL, 10% (v/v) foi utilizado para cada
ensaio do planejamento experimental. O pH foi determinado por meio de

potenciébmetro em aliquotas coletadas dos meios de producéo livre de células.
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4.4.2 Fermentacéao

A producdo de biossurfactante/bioemulsificante (BS/BE) foi realizada por
fermentacdo submersa. De acordo com o fluxograma da Figura 6, em frascos de
Erlenmeyers de 125 mL, foram acrescidos o0s substratos em concentragdes
estabelecidas pelo planejamento fatorial (Tabela 7), e agua para atingir o volume final
de 50mL, incubados a 28°C durante 138 h, sob agitacdo orbital de 150 rpm. A
biomassa foi separada do liquido metabdlico, seguida de centrifugagéo a 10.000 rpm
por 10 min a 25°C, seguido de filtragem em papel Wathmann N°1. A partir do liquido
metabalito livre de células foram realizadas a determinacéo do pH, tensao superficial,

indice e atividade de emulsificacéo e dispersdo de 6leo em agua.

Figura 6 - Fluxograma da produc&o e caracterizagdo do biossurfactante/bioemulsificante.

Inéculo
(suspensao de 107 cel/mL) Extracao e purificacao parcial
B i [ do Biossurfactante/bioemulsificante
P (precipitagdo com etanol)

|

&l

Fermentagao Submersa Caracterizagéo quimica:
(138h, 150 rpm) Sobrenadante «  Determinagao de carboidratos e aglcares totais;
: Livre de células » Exiragdo e quantificagéo dos lipideos totais.
1 + Potencial Zeta;
+ Andlise por espectroscopia de infravermelho (FT-IR);

Testes com o Liquido Metabdlito:
Tensdo superficial:
l__— Indice de emulsificacao;

Disperséo de petroderivados.

Centrifugagao = : 1 %

(10.000 rpm por 10 min) Analise microscopica
das
emulsoes

Teste de fitotoxicidade
(sementes de alface)

Fonte: Elaboradora pelo autor, 2023.
4.5 Tensao superficial

Segundo a metodologia Behring et al,(2004), a tensao superficial foi medida
pelo método do peso da gota, empregando o uso de uma bureta de 25mL e becker de
50mL. Foi realizado o peso do antes e depois das 20 gotas reunidas, calculado pela

Lei de Tate na equacao 1.

__m9 (1)
Y_2.7r.r.f
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4.6 indice de emulsificacdo

Para formacédo das emulsdes, foi adicionado 1mL do liquido metabdlito livre
de células de cada condicdo do planejamento descrito na Tabela 5, em tubos
separados contendo 1mL de substratos hibrofébicos, sendo 6leo de motor e éleo pés-
fritura. Estes foram homogenizados por 2min no vortex, segundo a metodologia de
Cooper e Goldenberg (1987). Apos 24h, foi realizada a leitura da emulsdo com auxilio
do paquimetro manual. O percentual foi determinado pela equacédo 2 do indice de

emulsificagao.

H
1E(%) = H—ixlOO (2)

4.7 Analise microscoOpica da emulsao

Conforme Maia et al, 2018 com adaptacao, para visualizacdo das emulsdes
formadas apos 24h nas melhores condi¢des, uma gota foi retirada com auxilio de um
pipeta de 10uL e sobreposto em |amina, posteriormente observado em microscopio

optico com aumento de 40X, e realizado a captura da imagem com camera digital.

4.8 Extracao e purificagao parcial do biossurfactante/ bioemulsificante

O biossurfactante/bioemulsificante produzido conforme o planejamento fatorial
com melhor resposta do |I.E%, sendo respectivamente o Penicillium sp. na condicéo
9 e Chrysosporim sp. na condicdo 2, ambos extraidos com adaptacdes segundo
Kharangate-Lad et al. (2022) por via precipitacdo com etanol 96%, em mistura com o
liguido metabolito na propor¢cdo de 3:1 de volume, seguido de resfriamento a
temperatura de 4°C durante 24h. Apds centrifugado a 5.000g durante 15min a 8°C.
Os precipitados foram solubilizados em agua destilada para retirada do etanol e em

seguida liofilizado e armazenados em temperatura ambiente.

4.9 Caracterizacdo quimica do biossurfactante/bioemulsificante

4.9.1 Determinacédo de carboidratos e aguUcares totais

A determinacdo bioquimica de carboidratos partiu de solu¢cbes do material
liofiizado com as respectivas concentragbes, Penicillium sp. (1,2 mg/ml),
Chrysosporium sp. (1,03 mg/ml).

O teste de biorremocéo de petroderivados sera realizado utilizando amostra de
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solo arenosoe em agua . O teor de carboidratos/agUcares totais foi estabelecido pelo
meétodo acido fenol-sulfurico conforme Dubois et al., (1956), sendo o padrdo a D-
glicose e a curva de calibracdo construida a partir de uma solugdo com concentracao
de 0,1 mg/ml com variagao para os pontos de 20,40,60,80,100 ug/ml. Para analise,
0,5ml de agua destilada (sendo o branco), 0,5 ml de solucéo de fenol a 5% e 2,5ml de
acido sulfarico P.A foram adicionados em tubos de ensaio. O procedimento foi repetido
com os biossurfatante/ bioemulssificantes nas condi¢des de diluicdo de 10ta 104. O

calculo realizado pela equacao da reta do gréfico de Absorbancia v/s concentracdes.

4.9.2 Extracdo e quantificacdo dos lipideos totais

Para quantificacdo de lipideos extrac6es sucessivas com cloroférmio: metanol
(2: 1, 1: 1, 1: 2 viv), executadas nos bioemulssificantes do Penicillium sp (43,4mg) e
Chrysosporim sp. (41 mg) sobre agitacdo em vortex durante 5 minutos a cada fase de
extracdo, em seguida centrifugado a 3.000 rpm por 3min. O extrato lipidico presente
no sobrenadante, foi evaporado em estufa de circulagéo por 30 min a 105°C (Manocha
et al., 1980). A determinacdo do percentual de lipideos totais no BS/BE foi realizada

utilizando o método gravimétrico, conforme a equacédo 3 apresentada a seguir.

massa de lipideos
Lipideos Totais(%) = Biomas?a @ ) x100 (3)

4.10 Potencial Zeta

A carga ibnica do biossurfactante/ bioemulsificante foi analisada por meio de

um potencidémetro Zeta, modelo ZetaPlus, da Brookhaven Instruments.

4.11 Analise por espectroscopia de infravermelho (FTIR)

A Os grupos funcionais do biossurfactante/bioemulsificante foram realizados
analisados por FTIR. O espectro de modelo Vertex 70 da BRUKER, com varredura de
200 a 4000 cm L.

4.12 Avaliagao do indice de emulsificag&do do biossurfactante/ bioemulsificante
extraido

Para avaliagcdo das amostras, foram preparados duas solucbes de cada

biossurfactante/bioemulsificante do Penicillium sp e Chrysosporium sp nas
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concentracbes de 0,1 mg/mL e 1mg/mL. O indice de emulsificacdo e analise
microscopica foram realizados conforme a secéo 4.6 e 4.7, para ambas concentracdes

e o0 substrato hidrofébico foi 0 éleo de motor queimado sendo o agente poluente.

4.13 Teste de fitotoxicidade

Seguindo Hofstatter et al., 2024 os testes de fitotoxicidade em sementes de
alface americana (Lactuca sativa) da marca Feltrin, passaram por uma lavagem em
solucdo de hipoclorito de sédio (NaClO) na concentracao de 0,1% em agitacao leve
durante 3 min para retirada de contaminantes microbianos. Em seguida as sementes
foram separadas da solucéo por filtracdo e lavadas novamente com agua estéril. Para
0 ambiente de germinacéo, as 10 sementes de alface distribuidas em Placas de Petri
(9,5 cm de diametro) com papel filtro qualitativo (devidamente estéreis) embebidos
com 2 ml com as respectivas solu¢des: dgua (controle), Chrysosporium sp (0,1mg/ml)
e (1mg/ml), Penicillium sp.(0,2mg/ml) e (Img/ml). As placas foram incubadas por 120h
em ambiente com pouca luminosidade em temperatura ambiente, 0s ensaios
realizados em duplicatas, o crescimento radicular vou medido com uso de régua.

A fitotoxicidade pode ser determinada pela germinacdo das sementes (G),
crescimento da raiz (CR) e indice de germinacéo (IG) de acordo com as equacdes 4,
5 e 6 (Tiquia et al., 1996).

média de sementes teste ger mina das 4)
%G = — x100
média de semestes no controle

média de sementes teste ger mina das (5)
%CR = — x100
média de semestes no controle

_ %G x %CR (6)

G 100
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Producdo de biossurfactante

Neste estudo, os residuos agroindustriais de interesse foram a casca de
abacaxi e 6leo pos-fritura como fonte de carbono e nitrogénio. A glicose foi introduzida
aos substratos com o intuito de disponibilizar fonte de carbono de facil metabolizacao
inicial, para auxiliar a producdo do biossurfactante/ bioemulsificante (BS/BE) pelo
Penicillium sp e Chrysosporium sp. Para triagem e avaliagdo do comportamento dos
fungos filamentosos na producédo do biossurfactante, as trés variaveis com 3 niveis
resultou na matriz do planejamento experimental Box Behnken, com 12 ensaios e 3

pontos centrais conforme Tabela 8.

Tabela 8- Matrix do planejamento com os fatores de influéncia na tensdo superficial para Penicillium
sp e Chrysosporium sp.

Condigdes Fator Fator B Fator C Penicillium Chrysosporium
A sp sp
Oleo Casca Glicose Tenséo Tenséo (mN/m)
Pos- de (mN/m)
fritura  Abacaxi
1 -1 -1 0 65,45 61,58
2 1 -1 0 55,74 62,63
3 -1 1 0 59,15 57,28
4 1 1 0 56,03 59,63
5 -1 0 -1 58,55 57,65
6 1 0 -1 57,91 60,76
7 -1 0 1 58,41 57,69
8 1 0 1 58,28 61,29
9 0 -1 -1 60,18 59,99
10 0 1 -1 58,64 58,11
11 0 -1 1 58,36 53,22
12 0 1 1 56,89 56,31
13 0 0 0 62,85 57,94
14 0 0 0 61,44 55,05
15 0 0 0 67,33 58,74

Fonte: Elaboradora pelo autor, 2023.

A tensdo superficial apresentou comportamento similar para ambas as
culturas, com resultados do Penicillium sp de 55,74 mN/m no ensaio 2 com pH
variando de 4,5 inicial e 5,5 final. O Chrysosporium sp e 53,22 mN/m no ensaio 11
com pH se manteve em 4, com caracteristica mais acida até o final das 138h de

fermentacéao.
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Em comparacédo com o valor de referéncia da agua, sendo aproximadamente
72mN/m, os valores obtidos apresentam consideravel reducdo da tenséo superficial,
que reforca o potencial do BS/BE de maneira positiva.

Freitas, (2022) com o Penicillium sclerotiorum (UCP 1040), obteve tenséo
superficial de 53,68 mN/m com residuos de Oleo pos-fritura e milhocina. Lima et
al.(2016) S31 Phoma sp. apresentou tensdo 51,03 mN/m, corroborando com os
valores obtidos.

Ferreira et al. (2020), apenas disponibilizando o substrato de 6leo pds-fritura
na presenca de Mucor hiemalis, alcancou 32mN/m. Demonstrou que é possivel
potencializar a producéo do BS/BE e se equiparar as bactérias, visto que tendem a se
destacar com maior aproveitamento com relacédo a reducdo da tensdo superficial.
Vieira et al. (2021), fazendo uso da casca de abacaxi Bacillus subtilis, obteve 30, 31
mN/m. Porém, Carmerini et al. (2019) disponibilizou fontes de carbono, glicose,
sacarose, manitol e caldo de cana usando Bacillus pumilus como biotransformado,
que resultou em valores de 56,0 mN/m e 57,8 mN/m, valores superiores aos
resultados observados ao Penicillium sp e Chrysosporium sp.

5.2 Producdo de bioemulsificante

O bioemulsificante corresponde a biomolécula, assim como o biossurfactante,
no qual a principal propriedade € a reducdo da tensdo interfacial entre liquidos
imiciveis. A Tabela 9 apresenta o percentual do indice de emulsificacdo apds 24h do
liguido metabdlito na presenca de 6leo pés-fritura e 6leo de motor sendo os substratos
hidrofébicos, ambos séo residuos. O ensaio que obteve maior percentual de 81,82%
foi 0 9 do Penicillium sp para o 6leo de motor, o Chrysosporium sp no ensaio 2
alcancou 45,16% na presenca do 0leo pos-fritura.

Segundo Willumsen e Karlson (1996), valores acima de 50% podem ser
considerados relevantes, assim além da condicdo 9 as condicbes 1, 2,3,4,5,6 e 11 do
Penicillium sp atende o esperado. A Figura 7 mostra o perfil das emulsdes o
Penicillium sp no 6leo de motor com o ponto maximo de 81,82% e minimo de 40,91%
0 que contribui para o processo de biorremediagéo, visto que o0 maior %IE24 foi com
um poluente o 6leo de motor. Entretanto, o Chrysosporium sp na presenca do 6leo
pos-fritura e 6leo de motor, tem comportamento semelhante ao Penicillium sp no 6leo

pos-fritura, com pontos bem préximos de convergéncia no ensaio 4 e 11. Isso implica
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numa possivel producdo de biossurfactantes diferentes, visto que, isoladamente, o

Chrysosporium sp nas duas respostas segue um faixa proxima de 28,40% até 45,16%.

Tabela 9- Resultados do indice de emulsificagao do Penicillium sp e Chrysosporium sp de acordo
com o planejamento.

indice de Emulsificacio (%IE24)

Condicdes Penicillium sp

Chrysosporium sp

Oleo Oleo de Oleo Oleo de

Pés-fritura  Motor Pés-fritura  Motor
1 29,52 76,19 34,62 36,00
2 40,91 71,82 45,16 32,00
3 33,33 54,55 29,03 36,00
4 33,33 59,52 33,33 34,62
5 22,73 50,45 29,63 36,00
6 27,27 56,00 32,00 38,46
7 28,57 40,91 29,63 37,04
8 33,33 52,86 29,63 30,80
9 33,33 81,82 29,63 38,46
10 35,00 47,62 34,62 31,15
11 27,27 78,26 34,62 36,00
12 27,27 42,86 36,15 35,38
13 27,27 47,83 34,62 34,00
14 25,65 46,59 32,00 37,20
15 27,27 43,90 39,20 28,40

Fonte: Elaboradora pelo autor, 2023.

Entretanto, o Chrysosporium sp na presenca do 6leo pés-fritura e 6leo de

motor, tem comportamento semelhante ao Penicillium sp no 6leo pés-fritura, com

pontos bem préximos de convergéncia no ensaio 4 e 11. Isso implica numa possivel

producdo de biossurfactantes diferentes, visto que, isoladamente, o Chrysosporium

sp nas duas respostas segue um faixa proxima de 28,40% até 45,16%. A Figura 7

mostra o perfil das emulsdes o Penicillium sp no éleo de motor com o0 ponto maximo
de 81,82% e minimo de 40,91%.
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Figura 7-Gréfico dos indices de emulsificacdo (IE%) com o 6leo pés-fritura e 6leo de motor
para o Penicillium sp e Chrysosporium sp.
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I.E%

1 2 7 8 11 12 13 14 15
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mmmm Chrysosporium sp O.PF Chrysosporium sp O.M
Penicillium sp O.PF @ Penicillium sp 0.M

Fonte: Elaboradora pelo autor, 2023.

Neste contexto, o Penicillium sp foi promissor quando comparado a outros
fungos para o mesmo substrato hidrofébico 6leo de motor. Mucor circinelloides UCP
0005 (IE 98%), com casca de jatoba e milhocina (Santiago et al. 2021), Absidia sp
UCP 1144 (IE 92,31%)( Mendonca et al. 2019) Absidia sp com 6leo pos fritura 52,63%
e Oleo de motor 92,31, Penicillium sclerotiorum UCP1361 (IE 68%) com substratos
soro de leite e cevada (Oliveira et al.,, 2020). Ambos os fungos produziram
bioemulsificante em condic¢des diferentes de menor tenséo superficial, resaltando que
a tensao superficial ndo esta ligada diretamente a producdo de emulséo.

Conforme é&nalise estatistica para o indice de emulsificacdo dos liquidos
metabdlitos do Penicillium sp apds 24h na Figura 8 o Diagrama de Pareto com nivel
de 95% de confianca. Na Figura 8A, o Diagrama de Pareto para o I.E%O.Pf mostra
que o Oleo pos-fritura usado como substrato e fonte de carbono para Penicillium sp foi
estatisticamente representativo para o aumento do indice de emulsificacdo. A casca
de abacaxi de maneira quadratica contribuiu de forma negativa para o0 aumento do
indice de emulsificacéo, assim com a interagdo da casca de abacaxi com o 6leo pos-
fritura.

O indice de emulsificagdo com o substrato hidrofobico 6leo de motor, obteve
influéncia signiticativa da casca de abacaxi linear e quadratica para o nivel baixo do
planejamento, resultando na elevacdo do percentual de resposta (.LE% O.M)
apresentado na Figura 8B.

Com o grafico de superficies de respostas possibilita-se a visualizagcdo da

influéncia das variaveis independentes OPF e cascas de abacaxi em relacdo as
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variaveis dependetes IE%O.Pf e IE% O.M. A Figura 9A mostra que, para 0 aumento
do IE%O.Pf, o substrato hidrofébico 6leo pds-fritura contribuiu aumentando em seu
nivel positivo e a casca de abacaxi no nivel negativo. Para o I.E% O.M, a casca de
abacaxi e o 6leo pés-fritura, em seus nivéis negativos, favoreceram a maximizacao
conforme a Figura 9B.

Figura 8-Diagrama de Pareto para a influéncia das variaveis independentes na resposta do indice
de emulsificacdo do Penicillium sp (A) IE% O.Pf (B) IE% O.M.

A Pareto Chant of Standardized Effects; Variable: 1 E% O.Pf

‘ B Pareto Chart of Standardized Effects; Variable: |.E% OM
3 Hevel factors, 1 Blocks, 15 Runs; MS Pure Error= §748 3 3evel factors, 1 Blocks, 15 Runs: MS Pure Error=4 036433
DV:LE% 0P e

S D 5 o ey

Tby2L 1‘6-0839‘ OleoPAQ) -::.52405
Oleo PA(Q) 493067 1oyl 3071046
Gileose(Q) 2.3712884 (1)le0 PAL) 265373

.

(3)Glicose(L) -169725 (3)Glicose(L) :| 161547
2Lby3l - 892755 1Lby3L :l 1592763

(2)C.Abx(L) - 793816 2byal :’-,293543
|| )| |12

p=05
Standardized Effect Estimate (Absolute Value)

p=05
Standardized Effect Estimate (Absolute Value)

Fonte: Elaboradora pelo autor, 2023.

Figura 9- Superficies de resposta para indice de emulsificagdo 24h do Penicillium sp (A) 1.E% O.Pf 6leo pos-fritura
versus casca de abacaxi (B) I.E% O.M 6leo p6s-fritura versus casca de abacaxi
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Fonte: Elaboradora pelo autor, 2023.
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5.2.1 Caracterizacdo macroscopica e microscopica da emulsao do Penicillium
sp e Chrysosporium sp

A emulsdo proveniente dos liquidos metabdlitos € perceptivel de maneira
macroscopica devido a formacao de uma terceira fase. Na Figura 10 (Al), a emulsao
do bioemulsificante do Penicillium sp foi quase completa no 6leo de motor queimado,
apresentando uma alterac&o de coloracdo mais clara em relacdo ao mesmo e textura
uniforme sem formacdo de gotas isoladas. Entretanto, na Figura 10 (B1l) o
Chrysosporium sp em contato com 6leo do motor forma emulsédo com aspecto globular
entre os liquidos, assim como gotas de tamanhos distintos ao fundo do tubo e
dispersas.

Os bioemulssificantes produzidos por ambos os fungos filamentosos,
utilizando substrato hidrofébico o éleo pos-fritura, apresentam caracteristicas similares
observadas na Figura 10 (A2) e Figura 10 (B2), sendo perceptivel uma camada

homogénea bem mais compacta com o Chrysosporium sp.

Figura 10-EmulsGes formadas apds 24h (A) Penicillium sp (B) Chrysosporium sp: (1) 6leo de motor queimado;
(2) 6leo poés-frutura

A @

Fonte: Elaboradora pelo autor, 2023

De acordo com Luna et al. (2013), a formacdo de emulsdo depende da
afinidade do bioemulsificante com os hidrocarbonetos presentes nos substratos, na

qual vai definir se € 4gua em 06leo ou 6leo em 4gua. As emulsdes analisadas no
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microscopio com aumento de 40x foram de melhor resposta do Penicillium sp sendo
para o 6leo de motor o ensaio 9 do planejamento experimental Box Behnken (2% 6leo
pos-fritura, 2,5% de casca de abacaxi e 1% de glicose) para o 6leo de motor queimado
0 ensaio 2 ( 3% de 6leo pos-fritura, 2,5% de casca de abacaxi e 2% de glicose) para
0 Oleo pos-fritura.

Emulsdes produzidas com o Chrysosporium sp também foram analisadas nas
mesmas condi¢des do planejamento Box Behnken Desing j& citado anteriormente,
visto que resultou no maior percentual. A Figura 11A mostra as emulsdes formadas
pelo liquido metabdlito do Penicillium sp livres de células com 24h, as goticulas
diformes e heterogénias de agua-em-6leo e Oleo-em-agua com espacos livres
corroborando para instabilidade e IE% baixo.

Candido et al (2022) relata aspectos similares para Rhizopus arhizus UCP
1609 e 0 Mucor circinelloides UCP 0005 e Mucor circinelloides UCP 0006 emulsdes
apenas agua-em-oleo, sendo equivalentes a Figura 11B do Penicillium sp. Mesmo
com tamanhos diferentes, as goticulas formadas apresentam uniformidade, no qual
as menores tém predominancia e camada envoltaria da fase oleosa, propiciando

estabilidade e aumentando o IE%.

Figura 11- Formagdo das emulsdes formadas pelo Penicillium sp 24h vizualizadas
microscopicamente(40x), (A) Oleo pos-fritura; (B) Oleo de motor queimado.
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Fonte: Elaboradora pelo autor, 2023.

A Figura 12B e Figura 11B mostram emulsdes do tipo agua-em-6leo para

ambos os substratos hidrofobicos testados. Na Figura 12A, o Chrysosporium sp tem
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formacéo de goticulas pequenas com predominancia levando a estabilidade, porém
nao apresenta camada de filme oleosa como na FigurallB. Na Figura 12B, as gotas
exibem caracteristicas de formato heterogéneo, sendo de tamanho consideraveis
grandes e termodinamicamente instdveis e predominancia de espacos vazios,

possibilitando a coalescéncia, que resultada em IE% abaixo de 50%.

Figura 12- Formagéo das emulsdes formadas pelo Chrysosporium sp apds 24h vizualizadas
microscopicamente(40x), (A) Oleo pos-fritura; (B) Oleo de motor queimado
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Fonte: Elaboradora pelo autor, 2023.

Maia et al., (2016) relataram resultados similares com Bacillus subtilis UCP
0146 e Souza et a., (2016) com Candida lipolytica UCP0988. De acordo com
Langervin et al., ( 2004), uma emulséo é considerada estavel quando suas goticulas
permanecem dispersas na fase continua por um periodo significativo, sem ocorrer a
separacdo de fases. E importante observar que concentracbes mais elevadas de
bioemulsificante contribuem para o0 aumento da estabilidade, diminuindo a
coalescéncia das goticulas. Deste modo, as emulsdes analisadas apontam a producao
de biossurfactante com propriedade de bioemulsificante pelas culturas, ainda que o
Penicillium sp tenha se destacado em relagdo ao Chrysosporium sp, ressaltando que
as concentracdes reajustadas de residuos como substratos podem levar ao aumento

da producéo da biomolécula.

5.3 Potencial do biossurfactante/bioemulsificantes na dispersdo de
petroderivados em agua
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A capacidade de dispersdo entre os fungos analisados apresenta area de
valores proximos, sendo de 5cm ou 19,62 cm? para o Chrysosporium sp conforme
mostra a figura 13B e o Penicillium sp 6cm ou 28,26 cm? exibido na Figura 13C. As
Figuras 13A e 13D respectivamente ilustram a prova em branco com apenas 0leo de
motor e placa com o 6leo disperso por um sufactante comercial. A acao do sufactante
sintético € extremamente rapida em comparacdo com os produzidos pelos fungos
investigados, porém o deslocamento acontece signiticativamente, visto que o halo
formado pelo deslocamento se torna perceptivel visualmente em conformidade com a
Figura 13.

Gautam et al., ( 2014) relataram experimentos com Penicillium chrysogenum
SNP5 utilizando gordura, farelo de trigo, 6leo residual como substrato, apresentando
area maxima de deslocamento de 5cm, corroborando para o potencial do
biossurfactante produzido por ambos os fungos.

Segundo Hamed et al., (2021), o éleo residual de fritura e de girassol cooperou
para estimular o Aspergillus wentiiWehmer NRCB10, pois obteve deslocamento com
area de 8,5 cm. Além de Oliveira et al., ( 2020), o Penicillium sclerotiorum (33,15 cm?),
Mucor circinelloides UCP0001 ( 37,36 cm?) (Marques et al. 2019) utilizando em meio
contendo Oleo de soja e licor de maceracdo de milho. A literatura demostra que
substratos com fontes de carbono monosaturado, polisaturado apresentado na Tabela
4 do item 3.7.2 reinteram a relevancia do reaproveitamento dos residuos

agroindustiais.

Figura 13- Disperséo do 6leo de motor em agua (A) prova em branco (B) Chrysosporium sp ( C)
Penicillium sp (D) Surfarctante comercial

Fonte: Elaboradora pelo autor, 2023. '
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5.4 Caracterizacdo do biossurfactante/ bioemulsificante

Para o processo de extracdo do bioemulssificante fez-se necessario realizacéo
de varios testes com solventes e sais, visto que 0S microrganismos, sejam bactérias
ou fungos, podem produzir diversos tipos de biossurfactante e bioemulssificante.

A mistura de cloroférmio: metanol foi usada para extracao dos bioemulssificante
produzidos pelas cepas fungicas F. solani (MUT 4426) e F. solani (MUT 6181) por
Pitocchi et al., (2024). O método com acetona, aplicado no biossurfactante e
bioemulficante é proveniente do Mucor hemialis utilizado por Ferreira et al., (2020).

Devido ao custo dos reagentes, acessibilidade e rendimento, o etanol é
comumente utilizado em varias proporcdes e para diversas culturas microbianas.
Elsaygh et al., (2023) faz uso de etanol 50% para a levedura Saccharomyces
cerevisiae cepa MYNO4. Ja estudos desenvolvidos por Monteiro et al., (2010) com
leveduras Trichosporon loubieri CLV20, Geotrichum sp. CLOA40 e T. montevideense
CLOA7Y0, o etanol foi 0 agente para precipitacao.

Os liquidos metabdlitos de ambas as cepas, Penicillium sp e Chrysosporium sp
em contato com o etanol, formaram uma turvacdo e precipitado coloidal, apos
liofilizacdo o BS/ BE parcialmente purificado apresentou aspecto bem cristalino quase
vitreo e coloragdo marrom intensa conforme Figura 14. O rendimento final foi de
0,76g/L (Penicillium sp) e 0,60g/L (Chrysosporium sp).

Na literatura é possivel observar valores diversos, segundo Kulkarni et al.,
(2020), o P.Islandicum apresentou rendimento de 1,075 mg/ml, em contrapartida o
fungo patogénico Colletotrichum gloeosporioides BWH-1 estudado por Xu et al.,
(2019) obteve 0,93 mg/L, Alimadadi et al.,(2018) alcancou de 32g/L com a
Sporisorium sp. aff. sorghi SAM20.

Figura 14- Biossurfactante/bioemulsificantes liofilizados (A) Penicillium sp (B) Chrysosporium sp

av = & | 3 p 7 ~ % |
\:\ 5 ¢ ” / ‘ \’\
N a7 i N

Fonte: Elaboradora pelo autor, 2024.
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Devido a diversidade de género e espécie de microrganismos, a resposta
metabdlica aos substratos disponiveis influencia diretamente na obtencdo do
biossurfactante ou bioemulsificante. Para o género Chrysosporium ainda nao €
possivel encontrar valores para comparativos, visto que esse fungo nao tem estudos
para aplicacdo de producdo de bioemulsificante. O género Penicillium ja vem sendo
usado para obtencédo deste tipo de biomolécula, mas ainda sdo necessarias mais

investigacbes sobre as espécies.

5.5 Andlise quimica e carga iénica do biossurfactante/ bioemulsificante

Os BS/BE parcialmente purificados apresentam potencial Zeta
respectivamente de -17,59mV com o Penicillium sp e -14,38mV para o Chrysosporium
sp ambos com carater anidnico. Deste modo, a parte hidrofilica, conhecida como
cabeca na molécula, é carregada negativamente. Pele et al., (2019), em seu trabalho,
obtem o valor de -31,28mV com o fungo filamentoso R.arrhizus UCP 1607 utilizando
rejeitos agroindustrias de milho e glicerol bruto.

A composicao quimica dos BS/BE, descrito na Tabela 10, destaca os valores
significativos com presenca de carboidratos e minimos para lipidios.

Tabela 10- Composi¢éo quimica do biossurfactante/bioemulsificante

Composicéao(%) Penicillium sp. Chrysosporium sp.
Carboidratos 48,58 41,63
Lipidios 2,99 1,99

Fonte: Elaboradora pelo autor, 2024.

A caracterizacgao inicial dos BS/BE revela que ambos os fungos foram capazes
de produzir biomoléculas da mesma classe, dado que os valores apresentados sao
percentualmente semelhantes.

O (glicolipideo com 43% de carboidratos, produzido pelo Penicillium citrinum
estudado por Carmago et al., (2003) se aproxima do BS/BE do Penicillium sp com
48,58%, assim como também para o Chysosporium sp com 41,63%. Fungos

analisados por Bhaumik et al. (2020) e Oje et al. (2016) apresentaram a presenca de
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carboidratos que indicam duas possiveis classes de emulsificantes: glicolipideos e
proteoglicanos, as espécies fungicas foram respectivamente Meyerozyma caribbica e
Mucor indicus. Os autores destacam que a interacao entre proteinas, carboidratos e

complexos poliméricos desempenha um papel crucial na estabilizacdo de emulsées.

5.6 Espectro de infravermelho (FTIR)

Com base nos dados bioquimicos, os BS/BE sdo complexos poliméricos para
comprovacédo e identificagdo dos principais grupos funcionais. Foi realizado a
espectroscopia de infravermelho (FTIR). Os espectros apresentaram bandas similares
para os BS/BE do Penicillium sp e Chrysosporim sp 3304 cm 3327 cm, bandas
associadas ao estriamento de hidroxilas (O-H) e grupo amina (-NH) presentes em
compostos poliméricos e carboidratos e ocorre uma sobreposi¢do, tem resultados
semelhantes para o exopoliméro (EPS) que afirma ser uma glicoproteina (Kharangate
et al., 2022). A Figura 15 apresenta 0s espectros e as bandas correspondentes aos

grupos funcionais presentes nos bioemulsificantes.

Figura 15- Espectors de FTIR Penicillium sp e Chrysosporim sp

-- Chrysosporium sp
-- Penicillium sp

1024

I I I I I !
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000

Fonte: Elaboradora pelo autor, 2024.
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Os sinais em 2918 cm, 2924 cm,1369 cm?, 1376 cm?, 1243 cm?, 1238 cm-
! respectivamente representam a presenca de cadeias alifaticas (-CH), (-CH2) e (-
CH3), confirmados por Jain et al., (2013) com espectros de biossurfactante de
natureza glicolipopeptidica. Além 1728 cm'e 1733 cm bandas referentes a carbonila
C=0 associado aos esteres lipidicos, 1600 cm™ e 1594 cm™ as bandas representam
partes protéicas pelas vibracdes das ligacdes C=C e alongamento C=0 e amidas. O
sinal mais expressivo em 1024 cme 1028 cm é caracteristico de ligacdo glicosidica
presentem em glicolipidios, Barbosa et al., (2022) com levedura Scheffersomyces
shehatae 16-BR6-2Al em meio de cultura com 6leo de soja e bagaco de cana-de-
acucar, apresenta espectro similar que produziu um bioemulsificante polimérico com
caracteristicas dos Glicolipideos, mas nao confirma de fato o tipo,mesmo com outras
analises realizadas, visto que o tipo exopoliméro (EPS), possui banda bastantes
similares.

Os bioemulsificantes apresentam caracteristicas de glicolipideos, mas outros
métodos analiticos fazem-se necessario para confirmacdo, considerando que
Kathiravan et al., (2024) consegue produzir com Penicillium sp. biossurfactante
glicolipidico que corrobora com os resultados obtido, as banda em 3240 cmtindicando
presenca de hidroxilas (-OH) e 1010 cm™ (estriamento C-O) indica presenca de
acucares, mas o tipo ramnolipidios apenas foi possivel confirmar por cromatografia

gasosa acoplado com o espectro de massas.

5.7 Teste da eficiéncia do biossurfactante/ bioemulsificante extraido

5.7.1 indice de emulsificacdo em hidrofébico poluente

O BS/BE extraido e parcialmente purificado exibiu resultados de acordo com a
Tabela 11. O 1.E% na presenca do 6leo de motor queimado no qual € um poluente,
apresentou percentuais menores que o liquido metabdlito inicial, apesar disso, séo
valores relevantes, visto que a concentracao € pequena. Assim evidencia a eficiéncia
do BS/BE. A estabilidade das emulsdes é significativa em relacdo ao percentual
reduzido ao longo do tempo, para ambos microrganismos na concentracao 0,1mg/mL,
o IE% ficou em 30%, mesmo abaixo de 50%, que é considerado significativo de acordo
com Willumsen e Karlson (1996). Entretando, na concentragdo 1mg/mL
corresponderam valores consideraveis, em particular o Chrysosporium sp, visto que o

indice de emulséo do liquido métabolito apresentou valor de 32%, evidenciando a extracéo
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do BS/BE como bem sucedida, sendo possivel obter uma melhor resposta perante

petroderivados.

Tabela 11- Valores do I.E% do biossurfactante/ bioemulsificante extraido.

indice de Emulsificag&o

Concentracao de Penicillium sp Chrysosporium sp
biossurfactante/ Oleode  Oleode Oleo de Oleo de
bioemulssificante Motor Motor Motor Motor
(mg/mL) (24h)  (144h) (24h) (144h)
0,1 38,10% 33,33% 31,82% 30,00%
1 60,00% 52,38% 59,09% 55,00%

Fonte: Elaboradora pelo autor, 2024.

As emulsdes ficam perceptiveis na Figura 16 por formar uma terceira fase entre
a dgua e o componente hidrofdbico de tonalidade mais clara e mais denso. Na Figura
16 (Al) e (B2), referente a concentracdo de 0,1mg/mL, surgiu uma nova camada entre
0 Oleo de motor queimado e a emulsdo, correlacionada a emulséo instavel e aos
valores reduzidos do IE%. O que n&o acontece na Figura 16 (A2) e (B2), uma vez que
a proporc¢ao do BS/ BE foi maximizado para concentacdo de 1mg/mL.

Figura 16- Emulsdes formadas pelo bipssurfactante/bioemulsificante com 6leo de motor apds
24h, (A) Penicillium sp (B) Chrysosporium sp: (1) 0,21mg/ mL; (2) 1mg/mL

Fonte: Elaboradora pelo autor, 2024

A observacdo microscopica nas Figuras 17 e 18 exibe perfis de emulsdes

agua-em-oleo. A Figura 17 (1) apresenta muitas goticulas heterogéneas que
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colaboram para a coalescéncia, em conformidade com Burgos-Diaz et al., (2024), que
afirma que a baixa concentracdo de emulsificante ndo recobre a interface completa
entre os liquidos, 0 mesmo acontece na Figura 18 (1). A uniformidade e reducao de
goticulas exposta nas Figuras 17 (2) e 18 (2) mostra as emulsdes com concentracédo
de 1mg/mL dos BS/BE, o comportamento anidnico em ambos implica na estabilidade
das emulsbes, devido a forca de repulsdo que evita a fundicdo das goticulas. Daltin,
(2011) resalta a importancia do potencial Zeta para compreensdo da quimica de
superficie.

Figura 17- Emulsbées formadas pelo Penicillium sp com 6leo de motor apds 24h vizualizadas
microscopicamente(40x), (1) 0,2mg/mL; (2) 1mg/mL.

Figura 18- Emulsdes formadas pelo Chrysosporium sp com 6leo de motor apos 24h
vizualizadas microscopicamente(40x), (1) 0,2mg/mL; (2) 1mg/mL.
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5.8 Teste de fitotoxicidade

Conforme Done et al, (2018) um indice de crescimento (IG) acima de 100%
denota um efeito estimulante nas plantas, enquanto um (IG) na faixa de 50% a 80%
indica uma fitotoxicidade moderada, porém superior a 80% sugere que 0 material em
questéo ndo é fitotdxico. No entanto, um IG inferior a 50% revela um efeito expressivo
de fitotoxicidade.

Os resultados dos valores médios dos experimentos em duplicata,
apresentados na Tabela 12, obtidos do indice de germinacdo apdés 7 dias de
incubacdo das sementes de alface (Lactuca sativa) com o BS/ BE, mostrou que o
Penicillium sp nas concentracbes (0,1 e 1 mg/mL) e Chrysosporim sp (0,1mg/mL)
indicam que nao inibem o crescimento. Para os indicadores, os resultados foram
iguais ou superiores a 90%, assim sendo atéxico. Em contra partida, o Chrysosporium
sp (Img/mL) para o percentual de crescimento das raizes (%CR) e indice de
germinacao (IG) apontam efeito toxico intermediario nas sementes. De acordo com
Tiquia et al., 1996, 0 %CR e IG sao indicarores mais sensiveis, confirmando os dados
obtidos.

Tabela 12- Fitotoxicidade do biossurfactante/bioemulsificante isolado de Penicillium sp e
Chrysosporium sp em sementes de Lactuca sativa.

Percentual de crescimento das sementes

Penicillium sp Chrysosporium sp

indicadores | 0,1(mg/mL) 1(mg/mL) 0,1(mg/mL) 1(mg/mL)

%G 920 95 95 95
%CR 108,9 138,4 113,7 76
IG 98 131,4 108 72,2

Fonte: Elaboradora pelo autor, 2024

A Figura 20 mostra as sementes germinadas e as raizes com um bom
cresimento, que validam a Tabela 12. Fatores bioquimicos sado variaveis que
influenciam diretamente no crescimento e germinacao das sementes, assim 0 %CR e
IC acima de 100% indicam que a propria composi¢cdo dos BS/BE de carboidratos e

lipidios pode estimular o desenvolvimento das sementes.
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Figura 19- Placas com sementes de Lactuca sativa ap6s 7 dias umedecidas: (A)
agua; (B) Penicillium sp 0,2mg/mL; (C) Penicillium sp 1mg/mL; (D) Chrysosporium sp
0,1mg/mL; (E) Chrysosporium sp 1mg/mL
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Fonte: Elaboradora pelo autor, 2024

Estudos desenvolvidos por Patel et al., (2020) usando biossurfactantes
produzindo Stenotrophomonas sp. S1VKR-26 para tratamento de aguas residuais
contaminadas com petroderivados no uso das sementes de feno-grego (Trigonella
foenum-graecum), apresentou (IG) de 80%. Pele et al., (2019) realizou teste com
sementes de Lactuca sativa e Brassica oleracea (repolho) em concentragdes de 1,
1,7, 2,5 g/L de biossurfactante, proveniente do Rhizopus arrhizus UCP 1607. Em
ambas as sementes, todos os indicadores corresponderam acima de 95%, a
composicdo quimica em termos de carboidratos (35,4%) e lipidios (5,5%) sé&o

semelhantes ao trabalho em questéao.
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6 CONCLUSAO

Diante dos resultados expostos apresentados demostraram que:

o O Penicillium sp e Chrysosporium sp foram capazes de realizar a
biotrasformacao dos substratos 6leo pés-fritura e casca de abacaxi para producao de
biossurfactante/bioemulsificante, haja vista, que a tensédo superficial foi abaixo da
adgua, com propriedades de formagcdo de emulsBes assim como dispersao de
petroderivados;

o O Penicillium sp demonstrou realizar producao de
biossurfactante/bioemulsificante com potencial maior de emulsificagdo com IE% O.M
de 81,82% onde o substrato casca de abacaxi contribuiu negativamente, sendo
superior ao Chrysosporium sp que alcancou o IE% O.Pf de 45,16% em condi¢cdes
distintas do planejamento, em concetra¢gfes diferentes apds extraido manteve a
formacéo de emulsdes no 6leo de motor variando de 30 a 60%;

o A caracterizacdo das emulsdes segue o mesmo perfil de afinidade nos
substratos hidrofébicos, demonstrando que os fungos tedem a produzir
biossurfactante/bioemulsificante de mesma classe dentro da classificacdo geral,
porém é necessario aprofundamento na pesquisa;

o O Chrysosporium sp apresentou um potencial biotecnolégico assim como o
Penicillium sp, ainda que necessério ajuste das concentracfes dos substratos ou até
mesmo substituicdo para maximizar a producdo do biossurfactante/bioemulsificante,
mas o rendimento (0,76g/L (Penicillium sp) e 0,60g/L (Chrysosporium sp)) de ambos
foi similar demonstrando assim que podem produzir em condi¢des similares;

. O teste preliminar de fitototoxicidade indicou que o
biossurfactante/bioemulsificante produzido pelos fungos Penicillium sp nao
apresentou efeito inibitério sobre a germinacdo das sementes, entretando o
Chrysosporim sp em concentragdoes de 1mg/mL apresentou moderada toxicidade;

o As andlises .quimicas indicaram que os biossurfactante/bioemulsificante sao
complexo poliméricos de carater anidnico,provavelmente pertencentes ao grupo dos
glicolipidio, mas séo necessario métodos avancados que comprovem a estrutura da

biomolécula.
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