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RESUMO

O Bioma Caatinga é fonte potencial para obtencdo de compostos bioativos produzidos por
microrganismos, como os biossurfactantes, moléculas anfipaticas capazes de emulsificar
hidrocarbonetos e de ampla aplicacdo industrial. Diante disto, este estudo teve como
objetivo avaliar o potencial de sintese de biossurfactantes por fungo isolado do bioma
Caatinga, coletado no municipio de Sumé e armazenado na cole¢édo de fungos filamentosos
do CDSA/UFCG. Nesta pesquisa, o fungo CDSA109 foi avaliado para producdo de
biossurfactantes em Fermentacdo Submersa analisando o0s parametros Indice de
Emulsificagcdo (IE), estabilidade da emulsdo (E,;) e Atividade de Emulsificagdo (AE). O
biossurfactante produzido foi caracterizado em relacdo a estabilidade térmica e ao pH. Os
resultados demonstraram que o CDSA109, identificado como pertencente ao género
Aspergillus, é capaz de sintetizar biossurfactante nas condigdes de cultivo expostas com Iy,
de 85%, manter a emulséo estavel a 60°C por 60 minutos e estabilidade em faixas de pH de
5,0 e 7,0. Deste modo, o fungo filamentoso isolado do bioma Caatinga demonstrou potencial
para produzir biossurfactante com caracteristicas interessantes para futuras aplicacdes
industriais.
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POTENTIAL ASSESSMENT BIOSURFACTANT SYNTHESIS IN THE FUNGUS
CAATINGA

ABSTRACT

The Caatinga Biome is a potential source for obtaining bioactive compounds synthesized by
microorganisms, such as biosurfactants, amphipathic molecules capable of emulsifying
hydrocarbons and of wide industrial application. The objective of this study was to evaluate
the potential of biosurfactant synthesis by a fungus isolated from the Caatinga biome,

CAVALCANTI RMF et al. Avaliagéo do Potencial de Sintese de Biossurfactante por Fungo da
Caatinga.

Revista Salde e Ciéncia online, v. 7, n. 2, (maio a agosto de 2018). 502 p. 240



REVISTA SAUDE & CIENCIA ONLINE
ISSN 2317-8469

collected in the city of Sume and stored in the collection of filamentous fungi of CDSA/UFCG.
In this research, the fungus CDSA109 was evaluated for the production of biosurfactants in
Submerged Fermentation and the parameters Emulsification Index (El), emulsion stability
(E24) and Emulsification Activity (EA) were analyzed. The biosurfactant produced was
characterized in relation to thermal stability and pH. The results demonstrated that
CDSA109, identified as belonging to the genus Aspergillus, is able to synthesize
biosurfactant under conditions exposed with |,, of 88.3%, to maintain the emulsion stable at
60°C for 60 minutes and in pH ranges of 5.0 and 7.0. In this way, the isolated Caatinga
biome filamentous fungus demonstrated its potential to produce biosurfactant with interesting
characteristics for future industrial applications.

Keywords: Surfactant; Aspergillus; Fermentation; Biotechnology.

INTRODUCAO

O bioma Caatinga abrange cerca de dez estados brasileiros estendendo-se pela regido
Nordeste e o estado de Minas Gerais (1), caracteriza-se por possuir condicdes ambientais
diferenciadas, com altas temperaturas, médias anuais entre 25°C e 30°C, diferentes
disponibilidades de nutrientes de acordo com o0s tipos de solos encontrados e
disponibilidade hidrica baixa (2). E considerado como o Unico bioma exclusivamente
brasileiro e apesar de sua biodiversidade ainda ser mal conhecida é a mais diversa do que
qualquer outro bioma o qual esteja exposto as mesmas condi¢des de clima e de solo (3).
Devido as suas condicbes ambientais, espécies oriundas deste bioma desenvolveram
adaptacdes fisiolégicas e reprodutivas para viver nesta regido (4). Deste modo, apresentam
diferentes tipos de metabolismos e respostas adaptativas interessantes no ambito cientifico
e potencialmente exploraveis nos processos biotecnolédgicos (3).

Nos diversos ambientes os fungos merecem destaque pela sua importancia como
decompositores e produtores de metabdlicos. Nas indastrias, vém adquirindo status de
destaque para varios tipos de aplicacdes por sintetizar diferentes substancias de interesse
econdmico, tais como enzimas, antibiéticos, vitaminas, aminoacidos e esteroides (5). Nas
Ultimas décadas microrganismos do Bioma Caatinga sao alvos de pesquisas para busca de
espécies ou isolados capazes de degradar e sintetizar compostos utilizados em processos
biotecnoldgicos de interesse agricola, industrial e/ou ambiental (6). Dentre esses compostos,
os surfactantes biologicos tém se destacado como metabdlito com inUmeras propriedades e
aplicagbes industriais.

Estudos relacionados aos biossurfactantes tiveram inicio em 1960 e sua utilizacdo se

estendeu nas Ultimas décadas, especialmente em industrias farmacéuticas, alimenticias e
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refinarias (7, 8), devido a baixa toxicidade, natureza biodegradavel e eficiéncia em valores
de temperatura, pH e salinidade extremos, como também seu papel na recuperacdo de
ecossistemas (9, 10). Biossurfactantes sdo biopolimeros de origem microbiana que exibem
propriedades surfactantes, isto é, diminuem a tensdo superficial e possuem alta capacidade
emulsificante, promovendo a formacédo de espuma (11, 12). Sdo moléculas anfifilicas que
podem reduzir tensdes superficiais acumulando-se na interface de fluidos imisciveis
aumentando a solubilidade, biodisponibilidade e biodegradacdo de compostos hidrofébicos
(13). Biossurfactantes sdo metabdlicos secundarios produzidos extra ou intracelularmente
por bactérias, fungos filamentosos e leveduras (14, 15), possibilitando, entdo, a utilizacdo
desses microrganismos nos processos de biorremediagdo, como na solubilizagéo e remocao
de petrdleo e seus derivados em ambientes contaminados (8).

O aumento da preocupacdo ambiental e as novas legislagbes de controle do meio
ambiente acarretaram a substituicdo de surfactantes sintéticos, derivados em sua maioria do
petréleo, por surfactantes biolégicos como alternativa para produtos ja existentes (9, 10, 14).
Ambientes pouco explorados e com caracteristicas peculiares, como Bioma Caatinga, sdo
fontes para exploragéo sustentavel de novas espécies de interesse biotecnologico em busca
de inovacgéo tecnoldgica. Deste modo, este estudo teve como objetivo avaliar a sintese de
biossurfactante por fungo isolado do bioma Caatinga, visando exploracdo biotecnolégica da

microbiota deste bioma, bem como uma nova fonte para sintese de biossurfactantes.

MATERIAIS E METODOS

Microrganismo

O microrganismo utilizado neste estudo faz parte da colecdo de Fungos Filamentosos
da Caatinga do Centro de Desenvolvimento Sustentavel do Semiarido (CDSA) da
Universidade Federal de Campina Grande (UFCG). O fungo filamentoso, denominado como
CDSA109, foi adquirido a partir de coletas no Bioma Caatinga no municipio de Sumé - PB e
conservado em meio de cultura BDA (Batata 200 g/L; Dextrose 20 g/L; Agar 5 g/L) sob
refrigeracéo, a 4 °C.

O fungo foi ativado por repique no meio YEPD (Extrato de Levedura 5 g/L; Peptona 20
gL™; Glicose 20 g/L) acrescido de &gar (5 g/L), incubado por 72 horas, & 37 °C.

CAVALCANTI RMF et al. Avaliagéo do Potencial de Sintese de Biossurfactante por Fungo da
Caatinga.

Revista Salde e Ciéncia online, v. 7, n. 2, (maio a agosto de 2018). 502 p. 242



REVISTA SAUDE & CIENCIA ONLINE
ISSN 2317-8469

Identificagdo pela técnica de microcultivo

A identificacdo do microrganismo foi realizada pela técnica de microcultivo, seguindo os
métodos descritos pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (16). Na lamina foi
adicionado 1 mL do meio BDA, em seguida, o esporo fungico foi inoculado e a laminula
depositada, um esmalte base foi utilizado para selar trés lados da laminula. A lamina foi
armazenada sob um papel filtro imido dentro de uma placa de Petri, a 37°C. A cada 24
horas a cultura foi visualizada em microscopio até o periodo de 96 horas.

Producao de biossurfactante

Para producdo de biossurfactante um pré-indculo foi preparado a partir dos esporos
fungicos do CDSA109. O microrganismo foi cultivado em Fermentacdo Submersa no meio
de cultura YEPD (pH 6,8). Inicialmente, o fungo foi incubado overnight sob agitagéo orbital a
150 rpm, a 37 °C, em seguida, 1 mL do pré-inoculo foi transferido para frascos de
Erlenmeyers contendo 50 mL do meio YEPD. Os ensaios foram realizados em duplicata nas
condi¢cbes de 150 rpm de agitacdo, por 96 horas, a temperatura de 37 °C.

Ap0s o periodo de incubagéo, os cultivos foram submetidos a filtragcdo a vacuo, o liquido
metabdlico extracelular obtido foi utilizado para estimar da producéo de biossurfactante.

A biomassa foi armazenada em estufa a 70°C, por 24 horas, logo apds, submetida a
dessecador por 15 minutos e em seguida realizada afericdo por gravimetria. A curva de
crescimento foi determinada por meio do peso seco das células presentes num determinado

volume de cultura e expressa em g/L.

Determinac&o da presenca de biossurfactante

A presenca de biossurfactante foi identificada por meio dos testes de indice de
Emulsificacdo (IE), estabilidade da emulséo (E,4) e Atividade de Emulsificacdo (AE).

indice de Emulsificacéo (IE) e Estabilidade da emulso (E..)

O indice de Emulsificacéo foi determinado utilizando 2 mL de liquido metabolico e 1 mL

de querosene, seguido por agitacdo por 2 minutos a temperatura ambiente (25°C) (17). Os
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ensaios foram realizados em duplicata e o indice foi calculado a partir da Equacdo 1. A

estabilidade da emulséo (E,,) foi verificada em temperatura ambiente apos 24 horas.

indice da emu @)

Em que:
He: altura da emulséo;

Ht: altura total do liquido.
Atividade de Emulsificacdo (AE)

A Atividade de Emulsificagdo (AE) foi quantificada empregando 2 ml do liquido
metabdlico, 2 ml de tampdao acetato de sddio 0,1 mol/L (pH 3.0) e 1 ml de querosene (18). A
mistura foi agitada por 2 minutos, seguido de repouso por 10 minutos, logo apés, realizada
leitura em espectrofotdmetro a 540 nm. O resultado foi expresso em Unidade de Atividade

de Emulsificacdo (UAE), de acordo com a Equacéo 2 (19).

)

Em que:
UAE = Unidade de Atividade de Emulsificagéo;

Abs = Absorbancia.
Efeito da temperatura e pH no indice de Emulsificacdo

Os liquidos metabdlicos livres de células foram incubados nas temperaturas de 3°C e
60°C por 10 minutos para verificar o efeito da temperatura no biossurfactante, apds este
periodo as solugdes foram resfriadas a temperatura ambiente e determinados o indice de
Emulsificacéo (IE).

Para analisar o efeito do pH no biossurfactante, o pH do liquido metabdlico foi ajustado
para 5,0; 7,0 e 9,0, utilizando NaOH e HCI. Ap6s 30 minutos, foi determinado IE.

Andlise dos experimentos
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Todos os ensaios foram realizados em duplicata. Os experimentos foram analisados
com base na média e no erro padrdo. Para andlise dos dados obtidos e representacfes
gréficas foram utilizados os programas Microsoft Office Excel 2007 (Microsoft) e OriginPro 8

(OriginLab Corporation), respectivamente.

RESULTADOS E DISCUSSAO
Identificacdo do fungo filamentoso isolado da Caatinga

O fungo filamentoso CDSA109 isolado do bioma Caatinga foi identificado pela técnica
de microcultivo em microscéopio 6ptico com aumento de 40x, o que permitiu estudo das
diferentes estruturas fangicas e a disposi¢cdo destas ao longo das hifas. As caracteristicas
macro e microscopicas apresentadas pelo CDSA109 sdo semelhantes as do género
Aspergillus, com colbnias filamentosas e micélio inicialmente branco variando ao longo do
crescimento. Este género apresenta conidios globosos e ornamentados que se formam de
forma radial na ponta da fialide reta e solitaria, em torno de uma vesicula, caracteristicas
presentes no CDSA109.

Na literatura é reportado o potencial que algumas espécies do género Aspergillus
possuem para produzir biossurfactantes, como A. fumigatus (20, 21), A. ochraceus (22), A.
flavus (11, 23), A. ustus MSF3 (24) e A. niger (23). Entretanto, ainda sdo escassos estudos
relativos a producdo e caracterizacdo de biossurfactantes de fungos filamentosos quando

comparados aos sintetizados por bactérias e leveduras.

Producéo de biossurfactante pelo fungo CDSA109

O fungo Aspergillus CDSA109 foi capaz de produzir biossurfactante nas condigbes de
cultivo expostas, com IE de 24,28%, E,, de 88,3% e Atividade de Emulsificacdo de 0,503
UAE, demonstrando a habilidade emulsificante, o grau de emulsificacdo e a capacidade do
biossurfactante produzido em permanecer estavel sob condigbes especificas de tempo e
temperatura. Apds 30 dias a emulsdo manteve-se com estabilidade de 85% em temperatura
ambiente, fator importante para aplicagdo em produtos das industrias de cosmeéticos,
alimentos e quimica.

A formacdo de emulsdo varia de acordo com 0 microrganismo produtor e o

hidrocarboneto utilizado (25), explicando as variacbes de propriedades emulsificantes
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relatadas na literatura. Resultado semelhante obtido neste estudo foi observado para o
biossurfactante produzido por Cunninghamella echinulata, fungo filamentoso isolado do solo
da Caatinga, com E,; de 80% empregando 6leo de motor e 6leo de combustdo como
agentes emulsificantes (26). Contudo, indices relativamente inferiores foram relatados para
0s compostos sintetizados por A. niger, A. flavus e A. fumigatus, com E,; de 61,30%,
57,30% e 10,30% respectivamente, quando utilizado querosene como hidrocarboneto (23).
Na presenca de Oleo de soja comercial e 6leo residual de frita, o biossurfactante de
Pleurotus apresentou E,;, de 66,6% e 65,8%, respectivamente (25), enquanto que o
biossurfactante de A. ochraceus apresentou E,, de 44,21% na presenca de 0leo diesel (22).

Analisando a influéncia do tempo de cultivo na producgéo de biossurfactante pelo fungo
Aspergillus CDSA, observa-se que as maximas Atividades de Emulsificacdo (AE) foram
obtidas nos instantes de 72 e 96 horas de fermentagdo (Figura 1), apresentando AE de
0,162 e 0,336 UAE, respectivamente. Relacionando a sintese deste composto com o
crescimento microbiano, verifica-se que as maiores AE foram obtidas quando o
microrganismo, possivelmente, iniciou a fase estacionaria de crescimento. O tempo de
incubacédo para produgédo desses compostos depende dos microrganismos e das condicdes
de cultivos empregadas (8). Os biossurfactantes produzidos por Yarrowia lipolytica e A.
ustus MSF3 apresentaram maiores Atividades Emulsificantes e crescimento celular em 72 e
96 horas de cultivo (27), com pico de producgédo no final da fase exponencial e inicio da fase

estacionaria (24).
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Figura 1. Influéncia do tempo de cultivo na producdo de biossurfactante, analisando a
Atividade de Emulsificacdo (©), e o crescimento microbioano (m) do fungo isolado da
Caatinga Aspergillus CDSA109, cultivado em YEPD, 150 rpm a 37°C.

Durante o crescimento microbiano ocorrem variacdes no pH do meio de cultura, como
observado no cultivo de Aspergillus CDSA109 (Figura 2). O pH sofreu alteragdes ao longo
da fermentagé@o em relagéo ao pH inicial de 6,8. No instante de 24 horas atingiu a faixa de
4,5, em seguida apresentou faixas de extrema de acidez, mantendo-se parcialmente
constante até o periodo de 96 horas. Varia¢des de pH podem indicar a producéo e secrecdo
de metabolitos (28). Neste caso a reducgéo ocorreu de acordo com o aumento da Atividade
Emulsificante e maior biomassa fangica. Contudo, é relatado que o pH extremo acido néo
estimula a secrecdo de biossurfactante, é apenas um indicador do acumulo de biomassa e
metabolitos (29). Deste modo, considerando que o pH nao foi controlado ao longo da
fermentagcdo e que este sofreu alteracdes a partir das 24 horas de cultivo, é possivel que

seu controle contribua para obtencdo de uma maior eficiéncia na sintese de biossurfactante.
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Figura 2. Variagbes do pH durante cultivo do fungo isolado da Caatinga Aspergillus
CDSA109 em YEPD, 150 rpm a 37°C.

Estabilidade a temperatura e pH

Analisando a estabilidade térmica foi observado que quando submetido a temperatura

de 60°C o biossurfactante produzido por Aspergillus CDSA109 apresentou IE levemente
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superior (21,87%) quando comparado a temperatura de 3°C (19,44%). Demonstrando que
tanto o aguecimento quanto resfriamento ndo alteraram a propriedade emulsificante deste
composto. Resultado também observado para os biossurfactantes produzidos por A. flavus
(11), C. echinulata (26) e Nocardiopsis sp. B4 (30).

Verificando a estabilidade da emulsdo em diferentes tempos (10, 20, 40 e 60 minutos) a
60°C, é possivel observar na Figura 3 que o IE aumentou cerca de 7% no instante de 20
minutos, mantendo-se estavel por 60 minutos. Esta capacidade de manter a emulséo
estavel em alta temperatura por um determinado periodo de tempo demonstra potencial
para aplicacdo em industrias de alimentos, farmacos e cosmeéticos, em que o aquecimento

para se atingir a esterilizacéo é de primordial importancia (31).
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Figura 3. Estabilidade da emuls&o do biossurfactante produzido por Aspergillus CDSA109 a
temperatura de 60°C em diferentes tempos.

Com relagéo a estabilidade em diferentes faixas de pH, de acordo com a Figura 4, o
biossurfactante apresentou estabilidade nas faixas de pH 5,0 e 7,0, com IE de 26,47% e
22,86%, respectivamente, atuando, deste modo, em pH acido e neutro. No pH alcalino a
emulsdo sofreu uma reducdo de 11%, possivelmente devido a desnaturagdo de compostos

proteicos presentes na molécula (32).
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Figura 4. Estabilidade da emulsdo do biossurfactante produzido por Aspergillus CDSA109
em diferentes faixas de pH.

CONCLUSAO

A exploracdo da microbiota da Caatinga para sintese de biossurfactantes permitiu
detectar o potencial do fungo CDSA109, identificado como pertence ao género Aspergillus,
em sintetizar este composto nas condigbes expostas neste estudo. O biossurfactante
produzido apresentou caracteristicas importantes necessarias em processos industriais,
como estabilidade da emulséo por 30 dias, estabilidade térmica e a pH acido e neutro.

Deste modo, o bioma Caatinga representa uma potencial fonte para obtencdo de

biossurfactantes com caracteristicas Unicas com ampla aplicagao industrial.
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