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RESUMO

Biossurfactantes sdo compostos versateis produzidos por microrganismos com propriedades
tensoativas, emulsificantes, antimicrobianas e antitumorais, que apresentam uma vasta
aplicacdo, abrangendo as industrias quimica, farmacéutica, alimenticia, petrolifera e até mesmo
a agricultura. Além disso, sdo conhecidos por serem produtos ecologicamente corretos, devido a
elevada biodegradabilidade e baixa ou nula toxicidade, ndo representando riscos ao meio
ambiente e ao homem. Porém, nos ultimos anos os biossurfactantes vém se destacando por
serem alternativas de produtos as biorrefinarias lignocelulosicas e atuarem no combate de
vetores de doencas tropicais negligenciadas, como o Aedes aegypti, transmissor de dengue e as
febres Chikungunya e Zika. No presente trabalho foram produzidos biossurfactantes em
hidrolisado hemiceluldsico do bagaco de cana-de-acucar utilizando leveduras e avaliado o efeito
larvicida desses compostos contra A. aegypti, que se mostrou eficiente, eliminando entre 10 —
100 % das larvas.
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INTRODUGAO

Biossurfactantes sdao compostos de origem microbiana, com estruturas variadas, que
apresentam propriedades tensoativa, emulsificante, antimicrobiana e antitumoral. Devido as
suas propriedades, os biossurfactantes sao extensamente utilizados nas indUstrias quimica,
alimenticia, farmacéutica e na agricultura (FONTES et al., 2008; NITSCHKE; PASTORE, 2002).
Outro fato que vem se destacando recentemente é o uso dos biossurfactantes no controle
bioldgico de larvas do Aedes aegypti, mosquito vetor de doencas tropicais negligenciadas como
a dengue, que somente em 2014 registrou aproximadamente 584 mil casos no pais, e as febres
Chikungunya e Zika, novas doencas que ja vém fazendo vitimas no pais (IBGE, 2015; FIOCRUZ,
2015). Além das inUimeras aplicacdes, os biossurfactantes sdo considerados substancias
ecologicamente corretas, uma vez que sao produzidos por processos sustentaveis e apresentam
elevada biodegradabilidade e baixa toxicidade. Quando comparados aos surfactantes sintéticos,
tém como vantagens a elevada tolerancia ao pH, temperatura e forga i6nica extremas (FONTES
et al., 2008; NITSCHKE; PASTORE, 2002).

Apesar da versatilidade e das vantagens dos biossurfactantes, a produgdo desses compostos
ainda é um fator preocupante, ja que os custos do processo sdo elevados, refletindo no preco
final dos produtos. De acordo com Cameotra e Makkar (1998), as matérias-primas representam
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até 30 % dos custos de um bioprocesso. Uma forma de solucionar esse problema é a utilizacao
de subprodutos/residuos industriais como matérias-primas na producdo. No caso dos
biossurfactantes, sdo comumente empregados como matérias-primas a glicerina resultante da
industria de biodiesel e dleos residuais das industrias alimenticias. Porém, com o recente avanco
das pesquisas voltadas para a concretizacdo das biorrefinarias lignoceluldsicas, o bagaco de
cana-de-acucar, subproduto do setor sucroalcooleiro, € uma das alternativas para a producao
dos biossurfactantes.

O presente trabalho tem como principal objetivo a utilizacdao do hidrolisado hemiceluldsico
para a sintese de biossurfactantes por leveduras capazes de assimilar e fermentar D-xilose como
fonte de carbono e a aplicacdo desses compostos no controle bioldgico de larvas do mosquito A.

aegypt

MATERIAL E METODOS

Microrganismos e meios de manutengao: nos testes foram utilizadas as leveduras
Candida shehatae (SSS 1), Issatchenkia occidentalis (SSS 5), Issatchenkia orientalis (SSS 6),
Candida shehatae (SSS 13), Scheffersomyces stipitis (SSS 18), Candida shehatae (5SS 28) e
Scheffersomyces stipitis (SSS 29). As leveduras foram mantidas em placas de Petri com meio
YMA e refrigeradas a 4 °C.

Preparo do indculo e fermentagoes: para o preparo do pré-indculo as leveduras foram
transferidas para frascos de Erlenmeyer de 125 mL com 25 mL de meio de cultivo proposto por
Kitamoto (1990) suplementado com 40 g/L de xilose. Os cultivos foram realizados em shaker a
200 rpm, 30 °C e interrompidos apds 48 horas. As células foram entdo separadas por
centrifugagdo a 4000 rpm por 15 minutos, ressuspendidas em solucdo salina 0,9 % (m/V) e a
absorvancia a 600 nm ajustada para aproximadamente 1. Por fim, as células foram inoculadas
em meio de cultivo proposto por Kitamoto suplementado com hidrolisado hemicelulésico do
bagaco de cana-de-aclcar destoxificado e as fermentagdes foram realizadas nas mesmas
condigdes utilizadas no pré-indculo, porém, com uma duracdao de 68 horas. Posteriormente, as
células foram separadas do sobrenadante por centrifugacao a 4000 rpm por 15 minutos.

Isolamento dos biossurfactantes: os sobrenadantes foram entdo acidificados até pH 2,0
e mantidos a 4 °C “overnight”. Posteriormente, foram extraidos 3 vezes, com acetato de etila. O
solvente foi entdo evaporado e os extratos ressuspendidos em tampao fosfato 0,1 M e pH 7,0.

Analise da anti-larvicida dos biossurfactantes em A. aegypti os biossurfactantes
isolados foram quantificados utilizando a metodologia de Fenol-Acido Sulfurico (DUBOIS, 1956).
Posteriormente, foram diluidos até uma concentracdo de 1000 mg/L em agua mineral. Cerca de
20 mL dessas solucoes e 10 larvas de A. aegypti em diferentes estagios de desenvolvimento
foram transferidos para frascos plasticos de 50 mL. Nas tampas foram feitos pequenos orificios
para permitir a troca gasosa e os recipientes mantidos na auséncia de luz. Os ensaios foram
realizados em triplicata e como controles foram utilizados a agua mineral e o0 meio de cultivo
nao-inoculado (SILVA et al., 2014).

RESULTADOS E DISCUSSAO
No presente trabalho observa-se que os biossurfactantes podem ser considerados produtos
alternativos para as biorrefinarias lignoceluldsicas, uma vez que leveduras de trés diferentes
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géneros produziram essas substancias utilizando o hidrolisado hemiceluldsico como Unica fonte
de carbono. Os biossurfactantes produzidos por leveduras sao comumente classificados em
glicolipideos, complexos carboidrato-proteina-lipideo e carboidrato-proteina, devido a isso, uma
forma de facil quantificacdo desses produtos se da pelo método de quantificacdo de aglcares
totais. As produtividades foram baixas, variando entre 0,005017 e 0,132854 g/L.h. Porém, deve-
se salientar que no presente estudo os compostos nao tiveram suas producdes otimizadas.

Como pode ser observado na Figura 1, o tratamento de larvas de A. aegypti com o0s
biossurfactantes numa concentracao de 1000 mg/L mostrou-se eficiente, uma vez que eliminou
entre 20 — 100 % das larvas em até 96 horas de ensaios.
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Figura 1: Nimero de larvas de A. aegypti vivas em até 96 horas de exposicdo aos biossurfactantes. A notagdo
Biossurfactante 1, 5, 6, 13, 18, 28 e 29 refere-se aos compostos produzidos respectivamente pelas leveduras Candida
shehatae (SSS 1), Issatchenkia occidentalis (SSS 5), Issatchenkia orientalis (SSS 6), Candida shehatae (SSS 13),
Scheffersomyces stipitis (SSS 18), Candida shehatae (SSS 28) e Scheffersomyces stipitis (SSS 29).

A acdo larvicida e mosquitocida dos biossurfactantes em A. aegypti vem sendo recentemente
relatada por varios autores, como Geetha et al. (2012) e Silva et al. (2014). De acordo com
Christophers (1960), a interacdao dos biossurfactantes com o sifao respiratdrio, regiao altamente
hidrofébica com umidade controlada, permite uma exposicdo maior ao meio aquoso, e assim, a
agua flui pela cavidade espiracular das larvas. Além disso, as bolsas de ar traqueais, que
apresentam uma gravidade especifica muito proxima da agua, facilitando a subida até a
superficie para respiracdo, sdo influenciadas pela presenca das substancias surfactantes,
alterando e dificultando a hidrostatica da larva, levando a um exacerbado gasto energético e
morte por afogamento (Figura 2).

Estudos que elucidem a acao dos biossurfactantes nas cuticulas das larvas e mosquitos de A.
aegypti também devem ser desenvolvidos. Recentemente, foram identificados acidos
carboxilicos, aldeidos e hidrocarbonetos presentes nas cuticulas de mosquitos A. aegypti
(PAIXAO, 2011). Como se sabe, biossurfactantes sdo capazes de emulsificar compostos
apolares, que acabariam removendo esses compostos do exoesqueleto e desestruturando-o.
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Larva morta

Figura 2: Acdo dos biossurfactantes produzidos por leveduras em hidrolisado hemicelulésico do bagago de cana-de-
aclcar em larvas e pupas de Aedes aegypti. (A) Experimento sem a aplicacdo do biossurfactante e (B) Experimento
com a aplicagdo do biossurfactante.

CONCLUSOES
Os biossurfactantes do presente trabalho foram produzidos por leveduras a partir do
hidrolisado hemicelulésico do bagaco de cana-de-aclicar, podendo ser considerados como
possiveis produtos de alto valor agregado para as biorrefinarias lignoceluldsicas. Além disso,
apresentaram-se eficazes no combate de larvas de A. aegypti eliminando entre 10 — 100 % das
larvas em testes /n vitro.
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