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INTRODUCAO:

Biossurfactantes sdo compostos obtidos a partir de processos biotecnolédgicos
utilizando microrganismos, com aplicagdo em diversos setores, como o de alimentos,
farmacéutico e ambiental, sendo utilizados na prevencao da poluicdo e em processos
de biorremediagdo. As caracteristicas quimicas destes biocompostos, como atividade
superficial e interfacial, baixa toxicidade, elevada biodegradabilidade, estabilidade em
amplas faixas de pH e temperatura, os tornam competitivos frente aos surfactantes
sintéticos existentes. Entretanto, os aspectos econdmicos ainda sao um desafio para a
aplicacdo em escala industrial. A fim de buscar a otimizacdo dos processos de
producdo e torna-los aplicdveis em larga escala, objetivou-se avaliar a producdo de
biossurfactantes extracelulares de Saccharomyces cerevisiae a partir de técnicas de
estresse celular por engenharia evolutiva.

DESENVOLVIMENTO:

Dividiu-se a metodologia em duas etapas. Na etapa 1, avaliou-se a resisténcia da
levedura S.cerevisiae a niveis maximos de estresse . Na etapa 2, biossurfactantes
extracelulares foram produzidos a partir de cepas selecionadas da etapa 1, conforme
fluxograma apresentado na Figura 1. O micro-organismo utilizado foi uma cepa de S.
cerevisiae selecionada em estudos anteriores (Kreling et al., 2016). A levedura foi
testada quanto a seis diferentes condicdes de estresse: concentracdo de etanol e
peroxido de hidrogénio, variacdo de pH e temperatura, tempo de exposicdo a radiacdo
ultravioleta e ciclos de congelamento /descongelamento. As etapas de exposi¢cdo ao
estresse por perdxido de hidrogénio, etanol, temperatura e
congelamento/descongelamento seguiram metodologia adaptada de Cakar et al.
(2005).
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Apds a exposicdo a dlferentes niveis de estresse, foi verificada a capacidade de
producdo dos biossurfactantes através da producdo de emulsdes A/O (Martins et
al.2006) e capacidade de redugdao da tensao superficial, realizada em equipamento
digital (marca Biolin Scientific, modelo Sigma 702). A cepa selecionada da espécie
S.cerevisiae foi inoculada em meio de cultura padrdo contendo 20 g/L de glicose, 20
g/L de peptona e 10 g/L de extrato de levedura, até atingir crescimento exponencial
(absorbancia entre 0,5 e 0,7). Os micro-organismos foram expostos a cada uma das
condicOes de estresse, separadamente, sendo apds inoculados em placas de petri e
colocados em estufa para crescimento durante 2 d a 36 °C. Apds, foi realizada a
contagem do numero de unidades formadoras de col6nias (UFC). As cepas foram
armazenadas em refrigerador a 4 °C.

As cepas mais resistentes da etapa 1 foram obtidas nas seguintes condicdes: etanol
50%, radiacdo ultravioleta em 80 segundos, temperatura em 70 °C, pH 2,0, perdxido de
hidrogénio em 0,5 mol/L e cinco ciclos de congelamento e descongelamento, mais a
cepa controle. Os resultados demostram maior crescimento e resisténcia da levedura
depois de aplicados os agentes estressantes.

Na etapa 2, as produtividades maximas de biossurfactantes (Pmax) (UE/d) foram
verificadas para os experimentos com as cepas submetidas ao estresse por radiacao
ultravioleta (80 s) e perdxido de hidrogénio (0,5 mol/L), chegando a 1,40 e 1,29 UE/d,
respectivamente, ambas condi¢cdes apresentaram igualdade estatistica (p>0,05),
conforme demonstrado na Figura 2. Obteve-se elevados indices de reducdo de tensdo
superficial, atingindo 24,65% de redugdao em 1 d de fermentagdo, para a cepa
estressada por etanol a 50%. A cepa submetida ao processo de
congelamento/descongelamento também demonstrou reducdo da tensdo superficial,
de 13,64% em 1 d de cultivo.

CONSIDERAGOES FINAIS:

Verificou-se, em todos os ensaios, adaptacdo das cepas quanto ao estresse aplicado.
As maiores Pmax ocorreram para as cepas submetidas aos estresses por radiagdo UV
(80 s) e por perdxido de hidrogénio (0,5 mol/L), ambos em 4 d de fermentacdo. A
maxima reducao de tensao superficial foi obtida pela cepa submetida ao estresse por
etanol (24,65%). O uso de técnicas de Engenharia Evolutiva apresentou influéncia
positiva na producao de biossurfactantes extracelulares e reducdao da tensdo
superficial.
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