O.. Biodiversidade Brasileira

Revista Cientifica

Producao de biossurfactante por Pseudomonas aeruginosa utilizando residuos de
cacau (Theobroma cacao L.) e seu potencial na dispersao de éleo

Joane de Almeida Alves!
https://orcid.org/0009-0002-1821-9206

Emilly Cruz da Silva?
https://orcid.org/0000-0001-9755-4875

Giulian César da Silva Sa!
https://orcid.org/0000-0002-4734-4228

Alan Moura Feio?
https://orcid.org/0000-0001-5087-1857

Evelly Oliveira Ramos!
https://orcid.org/0009-0005-9794-6111

Glenda Soares Gomes!
https://orcid.org/0009-0009-2194-0978

Lucas Mariano de Siqueira Pimentel’
https://orcid.org/0009-0003-8225-1144

Sidnei Cerqueira dos Santos®”
https://orcid.org/0000-0003-1169-256X

* Contato principal

L Universidade Federal do Sul e Sudeste do Paré/Unifesspa, Maraba/PA, Brasil. <joaneaa@unifesspa.edu.br, emillycruzds@gmail.com,
giuliancesarsa@gmail.com, alan.moura@unifesspa.edu.br, evelly.ramos@unifesspa.edu.br, glenda.soares@unifesspa.edu.br, lucas.pimentel@
unifesspa.edu.br, sidnei.cerqueira@unifesspa.edu.br>.

Palavras-chave: Amazonia; fontes
renovaveis; bactéria; tensoativo.

QO8O

BY NC ND

Instituto Chico Mendes de Conservacdo da Biodiversidade

Recebido em 27/05/2024 — Aceito em 16/12/2024

Como citar:

Alves JA, Silva EC, Sa GCS, Feio AM, Ramos EO,
Gomes GS, Pimentel LMS, Santos SC. Producao

de biossurfactante por Pseudomonas aeruginosa
utilizando residuos de cacau (Theobroma cacao L.) e
seu potencial na dispersao de 6leo. Biodivers. Bras.
[Internet]. 2025; 15(1): 1-12. https://doi.org/10.37002/
biodiversidadebrasileira.v15i1.2637.

RESUMO - Biossurfactantes (BS) sdao moléculas de relevancia industrial
significativa, reconhecidas por suas propriedades tensoativas e potencial para
producao por microrganismos que utilizam fontes alternativas de carbono e
energia. O cacau (Theobroma cacao L.), fruto amazénico amplamente utilizado
como matéria-prima na producéo de chocolate, representa um recurso alternativo
exemplar. Apesar da falta de valor econémico atribuido aos residuos provenientes
do processamento do cacau, esses subprodutos podem ser substratos valiosos
para a producao de BS. Este estudo avaliou a eficacia da bactéria Pseudomonas
aeruginosa BM0Z2 na producéo de BS, usando residuos de cacau como matéria-
prima, bem como investigou o potencial do BS como agente dispersante de
6leo. O BS bruto exibiu uma concentracdo de ramnolipidios de 3,06 g/l e
indice de emulsificacao de 60%, influenciando significativamente na capacidade
de dispersao do éleo de motor, que atingiu 2,5 cm?min apés 10 minutos.
Esses resultados evidenciam a viabilidade, inovacdo e sustentabilidade da
utilizacdo de residuos de cacau como matéria-prima para a producédo de BS,
com aplicacbes promissoras na biorremediacao de &reas contaminadas por
hidrocarbonetos. Ademais, essa abordagem contribui diretamente para a
economia circular na Amazbnia, pois a utilizacdo sustentavel de residuos
agroindustriais demonstra potencial para aumentar o valor agregado dentro da
cadeia de producéo local, proporcionando, assim, implicacoes sociais importantes
ao promover o crescimento econdmico na regiao.
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Biosurfactant production by Pseudomonas aeruginosa using cocoa (Theobroma cacao L.) residue
and its potential in oil dispersion

Keywords: Amazon; renewable ABSTRACT - Biosurfactants (BS) are molecules of significant industrial

sources; bacterium; tensoative. relevance, recognized for their surfactant properties and potential for
production by microorganisms utilizing alternative carbon and energy sources.
Cocoa (Theobroma cacao L.), an Amazonian fruit extensively utilized as a raw
material in chocolate production, presents an exemplary alternative resource.
Despite the lack of economic value attributed to the residues generated from
cocoa processing, these by-products can be transformed into valuable substrates
for BS production. This study evaluates the efficacy of Pseudomonas aeruginosa
BMO2 in producing BS, leveraging cocoa waste as the primary substrate, and
further investigates the potential of the resulting BS as an oil dispersant. The crude
BS exhibited a rhamnolipid concentration of 3.06 g/LL and an emulsification index
of 60%, significantly influencing its oil dispersion capacity, measured at 2.5 cm?/
min after 10 minutes. These findings underscore the viability, innovation, and
sustainability of utilizing cocoa residues as feedstock for BS production, with
promising applications for bioremediation of hydrocarbon-contaminated areas.
Furthermore, this approach contributes directly to the circular economy in the
Amazon, as the sustainable utilization of processing waste demonstrates potential
for enhancing added value within the local production chain, thus providing
important social implications by fostering economic growth in the region.

Produccion de biosurfactantes por Pseudomonas aeruginosa a partir de residuos de cacao
(Theobroma cacao L.) y su potencial en dispersion oleosa

Palabras clave: Amazonia;
recursos renovables; bacteria;
tensioactivo.

RESUMEN - Losbiosurfactantes (BS) son moléculas de gran relevancia industrial,
reconocidas por sus propiedades tensoactivas y su potencial para ser producidas
por microorganismos que utilizan fuentes alternativas de carbono vy energia.
El cacao (Theobroma cacao L.), un fruto amazdénico ampliamente utilizado como
materia prima en la produccién de chocolate, representa un recurso alternativo
ejemplar. A pesar de la falta de valor econémico atribuido a los residuos generados
del procesamiento del cacao, estos subproductos pueden transformarse en
sustratos valiosos para la produccién de BS. Este estudio evalla la eficacia de
Pseudomonas aeruginosa BM0Z2 en la produccién de BS, aprovechando
los residuos de cacao como sustrato principal, y ademas investiga el
potencial del BS resultante como agente dispersante de aceite. El BS crudo
presenté una concentraciéon de ramnolipidos de 3,06 g/L y un indice de
emulsificaciéon del 60%, influyendo significativamente en su capacidad
de dispersién de aceite, medida en 2,5 cm?/min después de 10 minutos.
Estos hallazgos subrayan la viabilidad, innovacién y sostenibilidad de
utilizar los residuos de cacao como materia prima para la produccién
de BS, con aplicaciones prometedoras para la biorremediacién de areas
contaminadas por hidrocarburos. Ademads, este enfoque contribuye
directamente a la economia circular en la Amazonia, ya que la utilizacion
sostenible de los desechos del procesamiento muestra potencial para aumentar el
valor agregado dentro de la cadena productiva local, brindando asi importantes

implicaciones sociales al fomentar el crecimiento econémico en la regién.

significativas para o Brasil [1]. Atualmente, o estado
do Paréa é o maior produtor nacional de cacau, com
uma arrecadagao estimada entre 1,8 e 3,5 bilhoes
de reais [2]. Apesar de sua relevancia econémica, a
industrializagao do processamento do cacau gera uma
quantidade massiva de residuos que nao acompanha

Introducao

O cacaueiro (Theobroma cacao L.) é uma
arvore perenifélia pertencente a familia Malvaceae,
cuja origem e importancia nutricional e comercial sao
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o consumo do fruto, sendo geralmente descartados
de maneira inadequada nas é&reas adjacentes as
plantagbes. Embora pequenos agricultores utilizem
esses residuos como fertilizantes naturais, as grandes
industrias ainda nao tém dado a devida atencéao a
esse problema, resultando em degradagdo do solo
e propagacao de pragas [3]. Para mitigar tais danos
ambientais e atender as diretrizes da Politica Nacional
de Residuos Sélidos, é crucial repensar as praticas
de cultivo e estabelecer destinacbes ambientalmente
corretas para esses residuos [4]

Os residuos provenientes do processamento
do cacau, assim como o fruto, possuem alto valor
nutricional, o que pode favorecer sua valorizagao
em diversas aplicagbes biotecnoldgicas [5]. A busca
por solugdes sustentaveis para o gerenciamento
de residuos alimentares constitui um dos principais
desafios contemporaneos. Nesse sentido,
pesquisas recentes tém atribuido valor a esses

residuos, empregando-os como matéria-prima no
desenvolvimento de bioprodutos industriais, como os
biossurfactantes (BS).

Recentemente, houve um crescente interesse
em explorar matérias-primas mais econdmicas e
sustentaveis para a producao de BS, com énfase nos
residuos industriais e domésticos. Essa abordagem
nao apenas se revela vantajosa em termos de
custo, como também contribui para a reducao dos
residuos ambientais gerados em ritmo acelerado.
O uso de diferentes residuos, incluindo aguas residuais
do processamento da mandioca, bagaco de cana-
de-agulcar, espigas de milho, palha de arroz, talos
de banana, assim como cascas de milho, abacaxi,
beterraba e laranja, tem apresentado resultados
promissores em processos fermentativos para a
produgao de BS [6][7][8][9]. Alguns dos estudos
recentes que relatam a fabricagcao verde de BS por
meio da valorizacdo de residuos biologicos estao
sumarizados na Tabela 1.

Tabela 1 - Fabricacao verde de biossurfactantes por meio da abordagem de valorizacéo de residuos vegetais.

Residuo Microrganismo

Palha de arroz Serratia nematodiphila

Pseudomonas aeruginosa e

Bagaco de cana-de-aclcar .
Saccharomyces cerevisiae

Cutaneotrichosporon

Bagaco de cana-de-acicar .
gag § mucoides

Cascas de abacaxi Bacillus subtilis

ND = classe de biossurfactante (BS) ndo determinada.

Os BS anfipaticas com
propriedades tensoativas semelhantes as
dos surfactantes derivados do petréleo, mas
apresentam vantagens como menor toxicidade,
alta biodegradabilidade e producao a partir de
fontes renovéveis, como bactérias [10]. Para a
producao de BS, as bactérias necessitam de fontes
de carbono, nitrogénio, enxofre e fésforo, que

sdo abundantes em diversos residuos vegetais.

sao moléculas
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BS Aplicacao Referéncia
N Emulsificante e
Glicolipidio antimicrobiano [7]
Ramnolipidio Biorefinaria [8]
Soforolipidic Industrl.a alimentar e (9]
cosmeética
ND Emulsificante [10]

Os residuos de origem agroindustrial tém sido
indicados como uma fonte promissora de nutrientes
para a producao de BS [11]. Devido a sua natureza
ecologicamente amigavel, os BS sao considerados
potenciais substitutos dos surfactantes quimicos
em varias aplicacOes industriais, incluindo as areas
farmacéutica, cosmética e de biorremediacao [12]
[13], conforme esquematizado na Figura 1.
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Figura 1 - Producéo de biossurfactantes microbianos a partir de residuos agroindustriais: vantagens, desvantagens e
aplicagbes. Fonte: Elaborado pelos autores, 2024.

O mercado global de BS vem crescendo
exponencialmente, apesar das limitagbes associadas
aos custos de producao, especialmente em relagao
as matérias-primas, que podem representar até 30%
do valor final do produto [14]. Para superar essas
dificuldades, pesquisas tém demonstrado que o
uso de fontes energéticas alternativas e renovaveis,
como os residuos agroindustriais, pode reduzir
consideravelmente os custos do processo [3].

As propriedades fisico-quimicas dos BS,
incluindo sua capacidade de reduzir a tensao
superficial e de formar emulsées entre agua e dleo,
sao de alto interesse para aplicagbes em processos
de biorremediagao de ambientes contaminados
por petréleo e seus derivados [15]. Esse problema
nao ¢é recente; desde o inicio do século XX,
com a proeminéncia dos grandes petroleiros,
os derramamentos de O&leo tém representado
uma das principais fontes de poluicdo nos
ecossistemas aquaticos, afetando negativamente
o turismo e as comunidades pesqueiras [16][17].
Nesse contexto desafiador, devido a sua
compatibilidade ambiental, os BS surgem como
promissores agentes biorremediadores de ambientes
contaminados por hidrocarbonetos, desempenhando
um papel na dispersao do 6leo, transformando-o
em goticulas menores para degradacdo por
microrganismos [14]. Assim, este trabalho tem como
objetivo avaliar a producao de BS por Pseudomonas
aeruginosa BM0Z2 utilizando residuos de cacau como
matéria-prima, além de investigar seu potencial como
agente dispersante de dleo.

Instituto Chico Mendes de Conservagao da Biodiversidade

Materiais e Métodos

Cepa bacteriana

A cepa bacteriana Pseudomonas aeruginosa
BMO02, produtora de BS do tipo ramnolipidio, foi
isolada do solo superficial de uma éarea de mineragao
de bauxita no estado do Para [6]. O uso da referida
bactéria estd registrado no Sistema Nacional de
Gestao do Patrimonio Genético e do Conhecimento
Tradicional Associado (SisGen, n° A4DA401). A cepa
é mantida em conservacao em solugao de glicerol a
-20 °C, no Laboratério de Bioensaios e Bioprocessos
(L@pio) da Universidade Federal do Sul e Sudeste
do Pard (Unifesspa), em Maraba-PA, Brasil.

Obtencao e preparo do residuo vegetal

O residuo de cacau utilizado neste estudo foi
fornecido pela fazenda Chéacara Parabucana, situada
em Sao Domingos-PA, Brasil. A preparagéao do residuo
foi realizada conforme as diretrizes estabelecidas no
pedido de patente de invengao (BR1020230152090;
fase de sigilo), depositado no Instituto Nacional da
Propriedade Industrial (INPI). A utilizacao do residuo
vegetal esta registrada no SisGen sob o n° AA28D2E

Biodiversidade Brasileira, 15(1): 1-12, 2025
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Producao do BS

A producéo do BS foi conduzida em frascos
Erlenmeyer contendo meio salino vegetal (MSV),
composto pelos seguintes componentes: K[JHPO[],
KHOPO[], (NHO)JSO[, MgSO[-7HJO, com pH
ajustado para 7,0, utilizando o residuo de cacau como
Unica fonte de carbono e energia, em concentracoes
ideais de cultivo (g/L), conforme a formulacao
registrada no INPI (BR1020230152090).

"

—
\’Casca do Cacau
moida
=

Incubagao

l‘/ \I

Meio nutritive para produgio
de BS + indculo da bactéria

Figura 2 — Processo de producao e extragao de biossurfactante.

Fonte: Elaborado pelos autores, 2024.

Extracao do BS

O cultivo bacteriano resultante do processo
de producéao foi centrifugado a 4500 rpm por 15
minutos, visando a obtencao do caldo livre de células
(CLC). O CLC foi misturado com uma solucao de
cloroférmio-metanol (3:1, v/v) em um funil de
separacao e, em seguida, a solucao foi deixada
em repouso até a completa separacao das fases.
A fase hidroalcéolica foi descartada e a fase
organica foi coletada. Esse procedimento foi
repetido cinco vezes e denominado lavagem.
Posteriormente, a fase orgénica foi evaporada em
um rotaevaporador a 45 °C e seca em estufa com
ar circulado até atingir peso constante, resultando
na obtencao do BS bruto (Figura 2).
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Centrifugagao

O MSV foi esterilizado a 121 °C durante
30 minutos e, apés resfriamento, 5% do indculo
bacteriano (densidade o6ptica entre 0,6 e 0,8 a
600 nm), previamente cultivado em caldo Luria-
Bertani (LB; Kasvi), foi transferido para os frascos.
Os frascos foram incubados em um agitador orbital
(SL-22, Solab) a 30 °C e 180 rpm por um periodo
de 5 dias (Figura 2).

0

Separagao em Funil

J > el

Rotaevaporagao
do solvente

Obtengao do BS

Quantificacao do BS

A concentraggo do BS ramnolipidico foi
determinada por meio do método do orcinol, que
estima a quantidade de ramnose. Para tal, foram
adicionados 60 uL da suspensao do BS bruto a 14,96
mL de uma solucao de H[JSO[] (53%) contendo
0,19% de orcinol. Apds aquecimento durante 30
minutos a 80 °C, a solucgao reacional foi mantida em
repouso, durante 15 minutos, a temperatura ambiente
(25 = 2 °C), seguida pela leitura da absorbancia
em espectrofotbmetro (Bel V-M5, Biovera) a 421
nm [15]. A curva padrao foi construida utilizando
solugbes de L-ramnose em diferentes concentragoes
(1 a 200 ug/mL). Como a ramnose compde apenas
uma fracdo da molécula de ramnolipidio, foi
necessario ajustar a massa da ramnose utilizando um
fator de correcao, que varia entre 3,0 e 3,4 [18]. E
importante ressaltar que esse valor nao é exato, uma
vez que os ramnolipidios constituem uma familia
de moléculas congéneres com diferentes massas
moleculares [18]. Para este estudo, foi adotada a
média dos fatores (3,2).

Biodiversidade Brasileira, 15(1): 1-12, 2025
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Atividade emulsificante

A atividade emulsificante do BS presente no
CLC foi determinada conforme o método descrito
por Igbal et al. [17]. O indice de emulsificacao (IE,,)
foi quantificado em tubos de ensaio contendo 2 mL
do CLC e 2 mL de 6leo mineral (Cimed), agitados
em agitador vortex por 2 minutos. Apés 24 horas,
o IE,, foi calculado utilizando a equacao: IE,, (%)
= (x / y) X 100, onde x e y representam a altura
da camada emulsificada (mm) e a altura total (mm),
respectivamente. Os controles foram realizados
com MSV néo inoculado e solucao de dodecil
sulfato de sdédio (SDS; Dinadmica Quimica
Contemporéanea) a 1%.

Teste de dispersao do é6leo

O teste de dispersao do 6leo foi realizado em
placas de Petri de 9 cm de didmetro, contendo 40 mL
de &gua destilada e 1 mL de éleo de motor queimado.
Em seguida, foram adicionados 0,5 mL do CLC no
centro do halo formado pelo 6éleo. O diametro das
zonas claras foi calculado utilizando a férmula: ODA
= (22/7) X (raio)? cm2, onde ODA representa a area

"Ta |
141 + ------------ +

1,34

1,2

Rendimento (mg/mL)

1,14

1,0 1

T T T T T T T
1 2 3 4 5

Numero de lavagens

Alves JA et al.

de deslocamento do 6leo em cm?/min e r é o raio
da circunferéncia formada pelo halo de éleo, nos
intervalos de 1, 10 e 60 minutos [19]. Os controles

foram realizados com MSV néao inoculado e solucéao
de SDS a 1%.

Analise estatistica

Todos os testes foram realizados em ftriplicata
para garantir a reprodutibilidade dos dados. A anélise
estatistica descritiva foi aplicada para os resultados
obtidos nos testes de producao de BS. O desvio
padrao e o erro padrao foram calculados para avaliar
a variabilidade dos resultados.

Resultados e Discussao

A bactéria P aeruginosa BM02 demonstrou
capacidade de producéo de BS utilizando residuos
de cacau como matriz energética (Figura 3). Esses
resultados sao promissores, pois refletem a utilizacao
de residuos de baixo valor econé6mico como Unica
fonte de carbono e energia na sintese de BS com
potencial biotecnoldgico [12].

(B)

1,05 1,25 1,43 1,45
Rendimento (mg/mL)

Figura 3 - Relagao entre o nimero de lavagens do caldo livre de células produzido pela cepa Pseudomonas aeruginosa BM0O2
e o rendimento (mg/mL) do biossurfactante bruto (A), e relacéo entre o rendimento em massa do biossurfactante

bruto e o indice de emulsificacao (IE,,,
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expresso em %) (B).
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A capacidade das bactérias em produzir BS é
amplamente reconhecida na literatura, e os achados
deste estudo corroboram a eficacia da espécie P,
aeruginosa como produtora de BS [20]. Observa-
se que, a medida que o nimero de lavagens do
CLC aumenta, o indice de emulsificagao também
se eleva, com destaque para os valores obtidos na
terceira lavagem. Este resultado é particularmente
promissor do ponto de vista industrial, ja que a
elevacao do indice de emulsificacdao sugere que o
BS pode melhorar a estabilidade das emulsoes
durante o armazenamento e a aplicacao,
especialmente em formulacdoes de cosméticos e
produtos farmacéuticos [6].

Em contextos de biorremediacao, um BS
com elevados indices de emulsificacao pode
facilitar a solubilizacdo e a biodisponibilidade
de contaminantes hidrofébicos, promovendo
sua remocgao de solos e &aguas contaminadas
[21]. Assim, a utilizagdo de residuos de cacau na
producao de BS apresenta-se como uma solucao
viadvel para o reaproveitamento desses materiais,
representando uma estratégia inovadora do ponto
de vista biotecnoldgico, capaz de agregar valor a
cadeia produtiva de frutos amazonicos e beneficiar
as comunidades locais que tradicionalmente
utilizam esse material biolégico como fonte de
renda.

De acordo com Sénchez et al. [22], abiomassa
residual derivada da producao e processamento do
cacau representa entre 70% e 80% do total da casca,
o que correspondente a até 20% do peso total do
fruto. Embora essa biomassa seja considerada e
tratada como residuo, sua composicao nutricional
nao difere significativamente daquela dos graos
de cacau [5], sendo abundante em carboidratos,
fibras alimentares, lipidios, compostos fendlicos,
antioxidantes e vitaminas. Em particular, o teor de
lipidios representa quase 50% do peso seco do fruto,
cujas caracteristicas fisico-quimicas se assemelham
as da gordura da manteiga de cacau, exceto pelos
niveis de acidez [23]. Os teores de carboidratos
presentes nos residuos variam entre 13,2 g/100 g
e 70,3 g/100 g, constituindo-se principalmente de
glicose (17%), galactose (3%), manose (3%), xilose
(1,2%) e arabinose (1,7%) [22].
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Estudos anteriores indicam que carboidratos
e lipidios sao fatores essenciais para a producao de
BS [24], uma vez que a absorcao desses compostos
por P aeruginosa é facilitada pelo mecanismo
dependente de energia que é critico para a producao
de BS. Além disso, o fornecimento de nutrientes
especificos influencia diretamente a regulacao
genética relacionada as atividades metabdlicas
de P aeruginosa [25]. Assim, acredita-se que
os componentes nutricionais dos residuos de
cacau oferecem desdobramentos valiosos para a
producao de BS.

A avaliacao do rendimento do BS bruto foi
realizada considerando a eficiéncia de extracao e o
IE,, do CLC (Figura 3), evidenciando que o maior
rendimento em massa do BS bruto foi obtido apés a
terceira lavagem (1,43 mg/mL + 0,04), juntamente
com a estabilizacago do BS bruto (Figura 3A).
Tal resultado é atribuido a capacidade do solvente
em extrair a fase orgénica de interesse da fase
inorganica, isolando, assim, a molécula alvo.
Esses resultados indicam a viabilidade da producao
de BS em larga escala e a reducao dos custos do
processo. A andlise da correlagéao entre o rendimento
de BS e o IE,, revelou que o IE,, aumentou
proporcionalmente com o rendimento do BS bruto
(Figura 3B). O IE,, é um método comumente
utilizado para identificar indiretamente a presenca
de BS no CLC [26], sendo considerado promissor
quando a formagao de emulsao permanece estavel
acima de 50% apés 24 horas de repouso [27].

Através do teste do orcinol, foi possivel
determinar que a maior concentracao de ramnose
(1,02 g/L = 0,02) estava presente na massa de BS
bruto que passou pelo maior nimero de lavagens
com solventes orgénicos, a qual também exibiu o
maior indice de emulsificacao (Figura 4). Apés a
aplicacao do fator de correcao, observou-se que a
concentragao de ramnolipidio no BS bruto variou
de 2,25 g/L a 3,06 g/L, conforme o nimero de
lavagens testadas. Os resultados obtidos neste
estudo assemelham-se aqueles descritos para os
BS ramnolipidicos produzidos por P aeruginosa, que
utilizaram 6leo de palma e 6leo de coco, com teores
de 2,91 g/l e 2,93 g/LL de ramnose, respectivamente
[28].
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Figura 4 - Relacéo entre a concentracdo de ramnose, indice de emulsificacéo (IE,,) e nimero de lavagens no processo de extragao

do biossurfactante.

Entre as classes de BS, a de dlicolipidios,
especialmente os ramnolipidios, é a mais amplamente
estudada. Os ramnolipidios sao compostos por uma
ou duas unidades de L-ramnose ligadas a uma
ou duas unidades de &cidos graxos beta-hidroxi,
sendo produzidos principalmente por P aeruginosa
[20,29]. Esses tensoativos sao eficazes em emulsificar
bleos e outros compostos hidrofébicos, facilitando
sua dispersdao em é&gua. A ramnose, como parte
dos ramnolipidios, contribui para a capacidade
de reduzir a tensao superficial e formar emulsoes
estaveis. Quando a concentracao de ramnose no
BS ¢é suficiente, formam-se estruturas chamadas
micelas, que encapsulam as goticulas de éleo em
caudas hidrofébicas, enquanto as cabegas hidrofilicas

A BB

interagem com a agua. Esse mecanismo estabiliza a
emulséo e evita a coalescéncia das goticulas de dleo.
Assim, compreende-se que o aumento da ramnose
com o numero de lavagens aprimora propriedades
fisico-quimicas, como a emulsificacao e a dispersao
de dleo.

Conforme ilustrado na Figura 5, o CLC
produzido por P aeruginosa BM02 formou emulsao
estavel apés 24 horas de repouso, o que representa
uma propriedade fisico-quimica promissora para
aplicagoes industriais [11]. O MSV néao inoculado
nao apresentou formacao de emulsédo, enquanto
o SDS (controle positivo) formou emulsdo com
caracteristicas visuais semelhantes as do CLC.

C

Figura 5 - Formacao de emulséo em meio salino vegetal nao inoculado (A), em dodecil sulfato de sédio a 1% (B) e em caldo
livre de células produzido pela cepa Pseudomonas aeruginosa BM02 (C).
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O CLC contendo o BS bruto obtido a partir de
P, aeruginosa BM02 demonstrou atividade dispersante
em relacdo ao 6leo (Figura 6). Quando investigado
sob a influéncia do tempo de contato com o éleo de

de cacau (Theobroma cacao L.) e seu potencial na dispersao de 6leo

motor queimado, o CLC apresentou desempenho
comparavel ao do SDS no menor tempo avaliado
(1 minuto), superando sua eficacia nos tempos de 10
e 60 minutos (Tabela 2).

Figura 6

— Teste de dispersao do 6leo em meio salino vegetal nao inoculado (A), caldo livre de células produzido pela

cepa P, aeruginosa BM02 (B) e dodecil sulfato de sédio a 1% (C).

O teste de deslocamento do 6leo baseia-se na
diferenca de densidade entre éleo e agua, onde a
adicao de BS na pelicula oleosa resulta na redugao
da tensdo interfacial, alterando o &ngulo de contato
entre 6leo e dgua e, consequentemente, promovendo
o deslocamento do 6leo [12]. Este método também
tem sido progressivamente utilizado para quantificar
indiretamente o teor de BS, considerando que o

Tabela 2 — Areade dispersao de 6leo de motor queimado do ¢

tamanho dazona claraformada (halo de deslocamento
do éleo) é proporcional a concentracao do BS [30],
corroborando os resultados do IE,, descritos nas
Figuras 3 e 4. Dessa maneira, o BS produzido por
P aeruginosa BM0Z2, utilizando residuos de cacau,
apresenta potencial biotecnolégico para atuar como
agente biorremediador na remocao de petréleo e
seus derivados em éaguas e efluentes.

aldo livre de células produzido por Pseudomonas aeruginosa

BMO02 utilizando residuo de cacau como matéria-prima.

Amostras
1 minuto
MSV néo inoculado 0,0 £0,0
SDS a 1% 3,0=0,1
CLC 25+02

Deslocamento cm?/minuto

10 minutos 60 minutos

0,0 +0,0 0,0 +0,0
0,5+0,0 0,0+0,0
1,7+03 1,0 +0,1

MSV = Meio salino vegetal, SDS = Dodecil sulfato sédio, CLC = Caldo livre de células.

Embora a producao de BS por P aeruginosa
BM02 a partir de residuos vegetais represente
uma abordagem promissora para a biotecnologia
sustentavel, algumas limitacbes devem  ser
consideradas. A variabilidade dos substratos vegetais
e a eventual inibicao metabdlica ocasionada por
compostos presentes nos residuos podem afetar
a eficiéncia da fermentacdo e o rendimento de
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extracao. A transicdo da producdo em laboratério
para uma escala industrial ainda carece de garantias
de reprodutibilidade e viabilidade econémica, uma
vez que pequenas variacoes nas condicoes podem
impactar os resultados.

As perspectivas futuras para esta area incluem
o desenvolvimento de tecnologias e processos
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que otimizem a extragdao e purificacado do BS em
condicbes que possibilitem sua integracdo em
praticas de biorremediacado, potencializando sua
eficadcia em contextos ambientais reais. A realizacao
de testes em larga escala se mostra essencial para
validar a performance e as implicacbes econémicas
desse processo. Com base nos resultados descritos
nesta pesquisa, a combinacao dessas abordagens
nao apenas incentiva o uso sustentavel de residuos
vegetais, mas também fortalece a transicao para uma
economia circular, contribuindo para a mitigacao dos
impactos ambientais.

Conclusao

O presente estudo sobre a producdo de
biossurfactantes (BS) pela bactéria Pseudomonas
aeruginosa BMO0Z, utilizando residuos de cacau
(Theobroma cacao L.), destaca a viabilidade do
emprego desses residuos como matéria-prima
sustentavel para aplicacoes industriais. Os resultados
demonstram a influéncia direta do processo de
extracao no rendimento e nas propriedades fisico-
quimicas do BS, evidenciadas pelo indice de
emulsificacdo e pelos teores de ramnose. Além disso,
os testes de dispersao de éleo indicam um potencial
significativo para a biorremediacdo de ambientes
contaminados por hidrocarbonetos.

As implicagbes deste estudo estendem-se a
varias areas. Do ponto de vista econdémico, a utilizacao
da biomassa residual do cacau para a producao de
BS pode oferecer uma alternativa mais econémica
em comparacdo aos tensoativos sintéticos, sendo
necessaria a conducao de avaliagdes em larga escala
que explorem sua viabilidade industrial. Em termos
cientificos, ha espaco para a realizacao de estudos
comparativos que identifiquem os melhores substratos
para a sintese de BS, bem como investigacdes sobre
0s mecanismos que aumentam a atividade da bactéria
produtora de BS. Socialmente, o aproveitamento
desses residuos pode fomentar a geracdo de
empregos e valorizar o conhecimento tradicional
nas comunidades amazobnicas, que historicamente
utilizam esses vegetais. Ambientalmente, a adocao
de BS na industria pode reduzir a dependéncia de
surfactantes quimicos sintéticos, o que, entretanto,
nao dispensa a necessidade de realizar estudos
de toxicidade de longo prazo e ensaios de campo
para avaliar a eficaAcia do BS, especialmente
na biorremediacdo de é&reas contaminadas por
hidrocarbonetos.
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Futuras pesquisas devem concentrar-se na
sinergia com outras tecnologias de remediacao e na
conducao de avaliacoes do ciclo de vida, a fim de
entender melhor o comportamento ambiental do
BS produzido, promovendo assim uma abordagem
sustentavel e inovadora no uso de recursos naturais.
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