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RESUMO

Este trabalho tem como objetivo investigar a produgdo de biossurfactante empregando
culturas de Pseudomonas aeruginosa utilizando como fonte de carbono dleos de soja
residual proveniente da fritura de diversos alimentos. Nos primeiros ensaios foram
empregados a Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027, Pseudomonas aeruginosa isolada
do Landfarming REDUC (PALR) e a Pseudomonas aeruginosa PALC, isolada de solo
de uma lagoa contaminada com hidrocarbonetos. Para selecionar a Pseudomonas e
avaliar os resultados dos ensaios foi utilizado um planejamento fatorial a dois niveis,
estudando como varidveis a linhagem de microrganismo, as concentracdes de 6leo de
soja residual (OSR), de nitrato de amdnio (NA) e de levedura cervejeira residual (LCR).
Os experimentos foram realizados em Erlenmeyers de 500 mL de capacidade contendo
50 mL do meio de produgdo, a 170 rpm e temperatura de 30 = 1°C durante 48 h de
fermentagdo. A produgdo de biossurfactante foi monitorada pelas determinacgdes da
tensdo superficial (TS), da concentragdo de raminose (RM) produzida e da atividade
emulsificante (IE). As P. aeruginosa PALR, ATCC 9027 ¢ a PALC foram capazes de
reduzir a tensdo superficial do meio de 62 dina/cm * 1 para 33,9; 28 e 26 dina/cm,
produzir em g/L 0,25; 0,77 e 1,39 de raminose, com indice de emulsdo de 60, 100 e
100%, respectivamente. Os resultados obtidos nestes planejamentos experimentais
demonstraram que a Pseudomonas aeruginosa isolada PALC apresentou maior
potencial para produzir biossurfactante, sendo, portanto, selecionada para os demais
experimentos realizados neste estudo. A otimizac¢ao das concentracdes do OSR, NA e
da LCR foram obtidas a partir de um planejamento de experimento composto central
(PCC) e seus resultados analisados pelas superficies de resposta. Os melhores resultados
do planejamento foram encontrados no ponto central, correspondendo a 22 g/L. de OSR,
5,625 g/l de NA e 11,5 g/ de LCR. A maior concentragdo obtida de raminose apds 48
horas de fermentagdo, foi 2,3 g/L com indice de emulsdo de 100%. A partir do melhor
resultado obtido no PCC, determinou-se, utilizando um bioreator, as melhores
condicdes de taxa de aeragdo (vvm) e velocidade de agitagdo (rpm) empregando um
planejamento fatorial completo. Nas condi¢des otimizadas, de 0,5 vvm (Ka de 10,2 h™)
e velocidade de agitacdo de 550 rpm, foram obtidos a tensdo superficial de 26,0 dina/cm
e sintese de raminose de 3,26 g/L.. A partir das condigdes otimizadas, a producdo de
biossurfactante proveniente da mistura de 6leo de soja residual foi comparada com 6leo
de soja in natura (OSN) e 6leo de soja residual usado na fritura em separado de carnes
(OSRC), salgados (OSRS) e batatas (OSRB). Finalmente foi feito um estudo cinético,
visando determinar um modelo que representasse os dados experimentais de produgao
de raminose e de consumo de nutrientes. Apds recuperacdo e purificagdo do
biossurfactante a concentragdo de raminose aumentou em 80% no produto final, ou seja,
6,8 g/L.

PALAVRAS-CHAVE: biossurfactantes, glicolipideos, Pseudomonas aeruginosa,
raminolipideos.
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ABSTRACT

This work has as objective to investigate the production of biosurfactant employing
strain of Pseudomonas aeruginosa using as source of carbon residual soybean oil from
several foods frying. In the first assay the Pseudomonas aeruginosa were used ATCC
9027, isolated Pseudomonas aeruginosa from Landfarming REDUC (PALR) and a
Pseudomonas aeruginosa PACL strain, isolated from a lagoon hydrocarbon-
contaminated soil. To evaluate the results of the assay a two levels complete factorial
experimental design was used, studying as variables the microorganism strain, the
concentrations of residual soybean oil (OSR), the concentrations of nitrate of
ammonium (AN) and brewery residual yeast (YRB). The experiments were performed
in 500-mL Erlenmeyer flasks containing 50 mL of production medium, at 170 rpm and
30+1°C, for a 48-hour fermentation period. Biosurfactant production has been
monitored by measurements of rhamnose concentration (RM), surface tension (TS) and
emulsifying activity (IE). The P. aeruginosa PALR, ATCC 9027 and the PALC were
capable to reduce the superficial tension of the initial medium of 61+ 1dynes/cm for
33,9; 28 e 26 dynes/cm, to produce g/L. 0,25; 0,77 e 1,39 of rhamnose, with
emulsification index of 60, 100 and 100%, respectively. The results obtained by
experimental design proved that isolated Pseudomonas aeruginosa PALC presented
potential greater to produce biossurfactante, being, therefore, selected for the other
experiments carried out in at study. The optimization of OSR, AN, and RBY was
accomplished by a central composite design (CCD) and their results analyzed by surface
response analysis. The best planned results, was located on the central point, have
corresponded to 22 g/L. of RSO, 5.625 g/L of AN, and 11.5 g/L of RBY. The greater
obtained concentration of rhamnose after 48 hours of fermentation, was 2,3 g/L. with
emulsifying activity of 100%. Employed the best result obtained in PCC, was
determined, using a bioreactor, the best conditions of aeration rate (vvm) and agitation
speed (rpm) using a complete factorial experimental design. In the optimized
conditions, of 0,5 vvm (KLa of 10,2 h'l) and speed of agitation of 550 rpm, were
obtained the superficial tension of 26,0 dyne/cm and synthesis of rhamnose of 3,26 g/L.
Under the optimized conditions, the biosurfactant production from a mixture of waste
frying soybean oil was compared with non used soybean oil (NUSO) and waste soybean
oils used to fry in separate meats (MFSO), salty (SAFSO), and potatoes (POFSO).
Finally was made a kinetic study, seeking to determine a model to represent the
experimental data of rhamnose production and the nutrients consumption. After
recovery and purification of the biosurfactant the rhamnose concentration increased in
80% in the final product, that is, 6,8 g/L.

KEYWORDS: biosurfactants, glycolipids, Pseudomonas aeruginosa, rhamnolipids.
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Os surfactantes sdo moléculas que apresentam grupos hidrofilicos e hidrofébicos
e agem em interfaces entre fases fluidas com diferentes graus de polaridade (6leo/agua).
A formagao de um filme molecular, ordenado nas interfaces, reduz as tensoes interfacial
e superficial. Estas propriedades tornam os surfactantes adequados para uma ampla
gama de aplicacdes industriais envolvendo: detergéncia, emulsificag¢do, lubrificacdo,
capacidade espumante, molhabilidade, solubilizacdo e dispersdo de fases (URUM &
PEKDEMIR, 2004).

Os biossurfactantes sdo substancias de origem microbiana que apresentam alta
atividade superficial e interfacial. Sdo produzidos por biotransformagdo de matérias-
primas renovaveis, apresentando baixos impactos ambientais e vantagem seria melhor
em relacdo aos detergentes quimicos convencionais (BANAT et al., 2002; KIM et al.,
2000). Entre as vantagens e caracteristicas, o0s biossurfactantes apresentam
termoestabilidade, tolerancia a forg¢a idnica, biodegradabilidade e baixa toxicidade
(MULLIGAN et al, 1989).

Nos paises industrializados hd uma tendéncia para a substituicdo dos
surfactantes sintéticos pelos naturais. Esta tendéncia ¢ movida pela necessidade de
aplicacdo de bioprodutos, substituindo compostos ndo biodegradaveis (alquil benzenos
ramificados) (NITSCHKE & PASTORE, 2002).

Os biossurfactantes podem ser aplicados em areas como agricultura, para a
formulacao de pesticidas e herbicidas; na induastria alimenticia, bem como aditivos em
condimentos; nas industrias farmacéuticas, téxtil, cosmética; e petrolifera, onde sdo
amplamente utilizados para a recuperacao secundaria do petréleo, como na remocao de
residuos de 6leo e biorremediagdo (RON & ROSENBERG, 2002).

Alguns biossurfactantes tém propriedades antimicrobianas, resultando na
destrui¢do de microrganismos pela lise de suas membranas celulares. No microambiente
esta propriedade ¢ importante para evitar competicdo com outros microrganismos pelo
alimento (SANDRIN et al., 1990; THIMON et al., 1991).

Ao considerar as potencialidades de aplicagdo dos biossurfactantes, deve-se
lembrar que estas macromoléculas sdo produzidas por uma grande variedade de
microrganismos e que possuem diferentes estruturas quimicas e propriedades de
superficie. O tipo e a quantidade de biossurfactante produzido dependem primeiramente

do tipo de microrganismo produtor ¢ de fatores como fontes de carbono e nitrogénio
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concentracdo de nutrientes, elementos tracos, agitacdo, aeragdo e outros fatores que
podem influenciar na produgao destes compostos por microrganismos (FRANCY et al.,
1991).

Os glicolipideos sdo os surfactantes microbianos mais conhecidos e, dentre
estes, os raminolipideos estdo entre os mais bem estudados. Biossurfactantes
raminolipidicos produzidos por Pseudomonas aeruginosa sdo formados por uma ou
duas raminoses ligadas a uma ou duas moléculas de acido graxo, com a cadeia alquila,
saturada ou insaturada, entre Cg e Cj; (RENDELL et al. ,1980). Dependendo da
combinagdo entre as moléculas de raminose ¢ o tipo de cadeia hidrocarbonada, ¢
possivel a obtengao de diferentes homologos (LANG & WAGNER, 1998).

A dificuldade em encontrar o balango correto dos componentes empregados no
processo fermentativo, a otimizagdo das condi¢des operacionais desse processo, assim
como os aditivos necessarios a otimizagdo, quer do crescimento microbiano, quer da
producao de tensoativos, tem estimulado a pesquisa da produgao de biossurfactante.

A economia ¢ outro grande desafio nos processos biotecnologicos,
especialmente para a producdo de biossurfactantes. O sucesso para a produgdo de
biossurfactante depende do desenvolvimento de processos mais baratos e a utilizagdo de
matéria prima de baixo custo, as quais, ndo devem ultrapassar 10 a 30% os custos do
produto final (CAMEOTRA & MAKKAR, 1998).

A maior parte dos relatos encontrados na literatura sobre a utilizacdo de
produtos ou subprodutos agroindustriais, estd relacionada a produtos puros como
carboidratos e dleos vegetais. No entanto, pouco tem sido publicado sobre a utilizagao
dos residuos hidrofobicos como substratos gerados de frituras de alimentos provenientes
de oleos vegetais (BENICASA, 2002).

A soja ¢ atualmente a mais importante oleaginosa produzida no Brasil cuja
producdo em 2006/07 foi estimada em 55 milhdes de toneladas

(http://www.abiove.com.br).

No comércio exterior o complexo soja: producao de graos, de farelo e refino de
6leo vegetal movimenta mais de 5 bilhdes de dolares
(www.eq.ufrj.br/posgraduacao/aulas/suely/2006/aula2_oleaginosas.ppt).

Um levantamento primario da oferta de 6leos residuais de frituras, suscetiveis de
serem coletados (producdao > 100 kg ao més), revela um valor da oferta brasileira

superior a 30.000 toneladas anuais (PARENTE, 2003).


http://www.abiove.com.br/
http://www.eq.ufrj.br/posgraduacao/aulas/suely/2006/aula2_oleaginosas.ppt
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Assim, a proposta desse trabalho foi estudar a produgdo por fermentacao de
biossurfactante empregando como substrato 6leo de soja utilizado na fritura de diversos
alimentos, em meio com a minima quantidade de sais minerais e como fator de
crescimento levedura cervejeira industrial autolizada. Neste estudo foram utilizadas
duas culturas isoladas e identificadas como Pseudomonas aeruginosa € uma de
linhagem conhecida (Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027).

Como objetivos especificos para o desenvolvimento do trabalho pode-se citar:

» Isolar e selecionar, linhagens de Pseudomonas aeruginosa para a producdo de
biossurfactante;

» Otimizar as condi¢des operacionais do processo fermentativo empregando como
variaveis independentes a concentragdo de 6leo de soja residual, de nitrato de
amonio e de levedura cervejeira residual, em frascos agitados;

» Otimizar as melhores condi¢des operacionais em relagdo ao nivel de agitacdo e
aera¢ao em biorreator;

» Comparar a produg@o de raminolipideos utilizando como fonte de carbono 6leos de
soja residuais, provenientes da fritura de distintos alimentos, € in natura;

» Realizar a extracdo e a purificacdo dos raminolipideos obtidos;

» Construir um modelo para descrever o comportamento cinético da producdo de
raminose, os consumos de fosforo, nitrato e nitrogénio totais, em funcdo do

crescimento celular.
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2.1. Oleos e gorduras

Os oleos e gorduras sdo substancias insoluveis em &4gua (hidrofobicas), de
origem animal ou vegetal, formado predominantemente por ésteres de triacilglicerois,
produtos resultantes da esterificacdo entre o glicerol e acidos graxos. Os triacilglicerois
(Figura 2.1) sao compostos insoluveis em agua e a temperatura ambiente, possuem uma
consisténcia de liquido para s6lido (MORETTO & FETT, 1998).

Segundo a resolugdo n° 20/77 do CNNPA (Conselho Nacional de Normas e
Padrdes para Alimentos) a diferenca entre 6leos e gorduras, € o estado fisico em que se
encontram abaixo da temperatura de 20°C (http://e-legis.anvisa.gov.br/leisref/public).

Quando o estado ¢ solido em uma temperatura de até 20°C ¢ classificado como
gordura. As gorduras encontram-se no estado solido pela constituicdo quimica dos
acidos graxos formadores dos triglicerideos que sdo saturados, isto ¢, ndo apresentam
duplas ligacdes, resultando em estruturas lineares aumentando a superficie de contato
entre as moléculas favorecendo uma maior interacdo intermolecular, denominada forca
de “Van der Waals”, aumentando o ponto de fusdo que ¢ a temperatura da passagem do
estado solido para o liquido (MITTELBACH, 1992)

Além de triacilglicer6is, os o6leos contém varios componentes em menor
propor¢do, como mono e diglicerideos (importantes como emulsionantes); acidos
graxos livres; tocoferol (importante antioxidante); proteinas, esterdis e vitaminas

(FARIA et al., 2002; HIDALGO et al., 2001).

Figura 2.1. Estrutura geral de um triacilglicerol - R1, R2, R3 = grupo alquil saturado ou

insaturado, podendo ser igual ou diferente — (MORETTO & FETT, 1998).
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2.2. Oleo de soja vegetal

A maior parte do 6leo de soja é composto por gordura insaturada. Acidos graxos
poliinsaturados (acido linolénico e linoléico), monoinsaturados (4cido ol€ico) e
saturados (4cido palmitico e estearico) correspondem, em média, a 61%, 25% e 15%,
respectivamente. O acido linolénico (componente da fracdo poliinsaturada do 6leo), que
corresponde, em média, a 7% da composi¢ao do dleo, ¢ um 4cido graxo dmega-3. A
soja ¢ uma das poucas fontes vegetais de acidos graxos dmega-3. Acidos graxos 6mega-
3 sdo nutrientes essenciais para criangas € podem ajudar a reduzir os riscos tanto de
doencas do coragdo quanto de cancer (GREAVES et al., 2000).

Acidos graxos sio acidos carboxilicos alifaticos de cadeias longas, encontrados
em gorduras e 6leos naturais. Estes acidos podem ou ndo apresentar ligagdes duplas
entre as moléculas de carbono, sendo classificados como saturados (sem ligagao dupla)
com 4 a 24 unidades de carbono na cadeia ou insaturados (ligagdes duplas) com 10 a 30
carbonos e com 1 a 6 ligacdes duplas na cadeia. Por sua vez, os 4cidos graxos saturados
podem ser monoinsaturados (apenas uma ligacdo dupla) ou poliinsaturados (mais de
uma ligagdo dupla). Também existem &cidos com cadeias ramificadas, ciclicas,
cetonicas, hidroxiladas e epoxiladas. (MOTHE & CORREIA, 2005).

A Tabela 2.1 apresenta a diferenca nas propriedades dos diversos dleos vegetais

referentes a composi¢ao em acidos graxos.

Tabela 2.1. Porcentagem de 4cidos graxos nos diferentes 6leos vegetais (VIEIRA et al.,

2005).

Acido Graxo Soja Algodao Milho Oliva
Miristico 0,1 1,0 0 0,1
Palmitico 10,5 25,0 11,5 16,9
Estearico 32 2,8 2,2 3,9
Oléico 22,3 17,1 26,6 63
Linoléico 54,5 52,7 58,7 14,8
Linolénico 8,3 0 0,8 0,9
Eicosanoico 0,2 0 0,2 0
Eicosenoico 0,9 0 0 0,4

A grande dimensdo territorial brasileira possibilita o cultivo de uma enorme
variedade de oleaginosas (soja, algoddo, mamona, girassol e outras). Cada variedade

adapta-se em diferentes regides do pais, conforme mostra a Figura 2.2.
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Figura 2.2. Oleaginosas predominantes para cada regido do  pais

(http://www.biodieselbrasil.com.br).

2.3. Industria de 6leos vegetais

A soja ¢ atualmente a mais importante oleaginosa produzida no Brasil cuja
produgdo para a safra 2006/07 (fevereiro a janeiro) estima-se entorno de 55,2 milhdes
de toneladas de graos. A Figura 2.3 apresenta a distribui¢do do complexo soja no Brasil

(http://www.abiove.com.br).
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Figura 2.3. Complexo soja no Brasil em 2007 (http://www.abiove.com.br).
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A obtencao do 6leo vegetal bruto ¢ feita por meio de métodos fisicos e quimicos
a partir das sementes de oleaginosas usando-se um solvente como extrator e prensagem
(GONCALVES et al., 2002; MORETTO & FETT, 1998; MORETTO et al., 2002).

Nesta fase, o 6leo vegetal contém impurezas como acidos graxos livres,
pigmentos, tocoferois, fosfatideos, graxas, proteinas, agucares, gomas, pesticidas,
micotoxinas, metais e outros, € necessitam de processos de refino para remover essas
impurezas, prejudiciais a qualidade e estabilidade do produto, pelos processos de refino
que envolve a remocao do solvente, a degomagem, o branqueamento, a desacidifica¢do
e a desodoriza¢ao (BATISTA et al., 1999).

Porém, a retirada total dessas impurezas ¢ critica e causa efeitos indesejaveis,
como menor ponto de fumaga do 6leo pela presenca de acidos graxos livres, efeito pro-
oxidante do metal e precipitacdo e escurecimento do 6leo pelos fosfatideos. Além dos
problemas relacionados com os processos de refino do dleo, dietas ricas em gorduras
com altos niveis de acidos graxos saturados, contribuem para o aumento de doencas
cardiovasculares devido a elevacdo dos niveis de colesterol no sangue (HARTMAN et
al, 1996).

Dos residuos da extragdo, torta, no caso da prensagem, farelo, no caso de
extragdo por solvente, menos de 20 % sdo usados para alimentacdo humana. Geralmente
sdo usados para a preparagdo de ragdes para animais.

A Figura 2.4 representa o fluxograma do processo de refinacdo de oleos

vegetais
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Figura 2.4. Fluxograma da obtencao do o6leo refinado (BATISTA et al., 1999).

A maior parte dos 6leos e gorduras produzidos no mundo sdo usados na indudstria
de alimentos, gerando grandes quantidades de residuos. Os chamados 6leos vegetais sdo
geralmente O6leos de soja, sendo o de cozinha mais conhecido (LANG &
WULLBRANDT, 1999).

Hoje no Brasil, parte do 6leo vegetal residual do consumo humano ¢ destinada a
fabricacdo de sabdes ou de ragdes para animais, entretanto, a maior parte ¢ descartado
na rede de esgotos, um crime ambiental inadmissivel. A pequena solubilidade dos dleos
vegetais na dgua constitui um fator negativo no que se refere a sua degradacdo em
unidades de tratamento de despejos por processos biolodgicos e, quando presentes em
mananciais utilizados para abastecimento publico, causam problemas no tratamento da
agua (MITTELBACH & TRITTHART, 1988).

A presenca deste material, além de acarretar problemas de origem estética,
diminui a area de contato entre a superficie da agua e o ar atmosférico impedindo a
transferéncia do oxigénio da atmosfera para a 4gua, e também os Oleos e graxas em seu

processo de decomposicao, reduzem o oxigénio dissolvido elevando a DBO (Demanda
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Bioquimica de Oxigénio), causando alteracdo no ecossistema aquatico
(www.biodieselbrasil.com.br).
Segundo Mittelbach (1992), as possiveis fontes dos oleos e gorduras residuais
podem ser encontrados em diferentes locais como:
1. As lanchonetes e nas cozinhas industriais, comerciais € domésticas, onde sdo
praticadas as frituras de alimentos;
2. Nas industrias as quais processam frituras de produtos alimenticios, como
améndoas, tubérculos, salgadinhos, e varias outras modalidades de petiscos;
3. Nos esgotos municipais onde a nata sobrenadante ¢ rica em matéria graxa,
possivel de se extrairem 6leos e gorduras;
4. Em 4guas residuais de processos de certas industrias alimenticias, como as

industrias de pescados, de couro, etc.

Na Alemanha, por exemplo, eram coletados em torno de 3,8 a 5,0 x 10°
toneladas de 6leos e gorduras por ano (ANGGRAINI, 1999). Na Austria, consumia-se
anualmente uma média de 120.000 toneladas de 6leos e gorduras, sendo cerca de 50%
utilizados na fritura de alimentos. Estima-se que um total de 3,7 x 10* toneladas foram
coletadas (MITTELBACH, 1992; MITTELBACH, 2000).

A reutiliza¢do de 6leos vegetais residuais de processos de frituras de alimentos
tem se mostrado atraente para a producdo de biossurfactante, pois, o reaproveitamento
do 6leo vegetal como fonte de carbono para as transformagdes microbianas apos a sua
utilizagdo na cadeia alimentar resulta numa destinacao alternativa a um residuo da
producdo de alimentos (MIELKE, 1992).

De acordo com Kosaric et a/ (1984), muitos substratos alternativos tém sido
sugeridos para a producdo de biossurfactantes, especialmente residuos de aguas
misciveis: melados, soro de leite ou residuos destilados.

A maior parte dos relatos encontrados na literatura sobre a utilizacdo de produtos
ou subprodutos agroindustriais, estd relacionada a produtos puros como carboidratos e
6leos vegetais. No entanto, pouco tem sido publicado sobre a utilizagdo dos residuos
hidrofobicos como substratos gerados de frituras de alimentos provenientes de 6leos
vegetais (BENICASA, 2002).

A economia ¢ freqiientemente o grande desafio nos processos biotecnoldgicos,
especialmente para a producdo de biossurfactantes. O sucesso para a produgdo de

biossurfactante depende do desenvolvimento de processos mais baratos e a utilizagao de
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matéria prima de baixo custo, as quais, ndo devem ultrapassar 10 a 30% os custos do

produto final (CAMEOTRA & MAKKAR, 1998).

2.4. Levedura residual de cervejaria

A biomassa de levedura (Saccharomyces sp.) tem sido produzida no Brasil no
setor sucro-alcooleiro, com uma produ¢do anual de cerca de 240 mil ton/ano, como
subproduto da producao de etanol (FURCO, 1996); no setor de panificagdo, com uma
producado brasileira de cerca de 120 mil ton/ano e no setor cervejeiro, contribuindo com
cerca de 3500 ton/ano (PEIXOTO, 1996).

Nas cervejarias, ao final do processo de fermentacdo, remove-se a levedura do
mosto fermentado e prepara-se com estas uma nova inocula¢do, para a proxima
batelada. No entanto, como durante o processo de fermentagdo ocorre a multiplicacao
do levedo, gera-se um excedente deste material a cada batelada, que necessita de um
destino adequado. Adicionalmente, a reutilizagdo das células ocorre no méaximo por
cinco ciclos, isto €, enquanto ndo houver reducdo da viabilidade celular em niveis que
levem a baixa rentabilidade do processo fermentativo. Nesta fase, todas as células
presentes no reator sdo descartadas (PINHEIRO-ROBERG, 2000).

Em geral, dado o valor nutricional da biomassa, as cervejarias vendem-na para as
industrias de racdes e alimentos. As células de levedura, inativadas termicamente ou ndo,
podem ser usadas diretamente como células integras de levedura ou ser processadas
para obtencdo de varios derivados. As células integras sdo usadas principalmente na
alimenta¢do animal, enquanto certos derivados, como o autolisado e o extrato de
levedura, vém sendo utilizados na formulagdo de produtos para consumo humano, ou
como complemento nutritivo e aromatizante e potencializador de sabor (CABRAL
FILHO, 1999).

As células de levedura apresentam alto teor protéico, entre 30 a 70%, e sdo ricas
em vitaminas, particularmente do complexo B (B, B,, B¢, acido pantoténico, niacina,
acido folico e biotina), e em minerais essenciais, macro ¢ microelementos,
particularmente selénio e fibra dietética, representados por carboidratos da parede
celular, principalmente mananas e glicanas (HALASZ & LASZTITY, 1991). O valor
nutritivo das proteinas é considerado bom, correspondendo a 70 - 85% do valor da
caseina (CABALLERO-CORDOBA et al., 1997). No entanto, apresenta baixos niveis
de aminoacidos sulfurados, metionina e cisteina (KINSELLA & SHETTY, 1978,

10
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VANANUVAT, 1977, WALSIEN, 1975). Outros problemas restritivos ao uso de
leveduras na alimentacdo humana e de animais monogastricos em geral esta relacionado
com a rigidez da sua parede celular e ao elevado teor de 4acidos nucléicos,
particularmente RNA, (WALSIEN et al., 1970, SHETTY & KINSELLA, 1982). Tem-
se que a ingestao de células de leveduras secas, acima de 30 g, ou acidos nucléicos
acima de 2 g por dia, pode elevar a concentra¢do de acido urico no sangue, resultando
em célculos renais e/ou gota, em humanos (WALSIEN et al., 1970).

Ademais, nem sempre a procura atende a quantidade de rejeito gerado, o que
acarreta em grande acumulo.

Por outro lado, considerando o volume gerado e o alto teor organico da levedura
(120.000 a 140.000 mg DBO/L), o descarte da biomassa cervejeira s6 pode ser efetuado
apds um adequado tratamento, o que representa um Onus consideravel para a cervejaria.
Por isso, ¢ de interesse desenvolver tecnologias que permitam obter produtos de alto
valor agregado a partir deste rejeito cervejeiro (FURCO, 1996).

No Brasil, o residuo cervejeiro ¢ comercializado na forma umida e, que
normalmente é estocado por periodos de 20 a 30 dias. A elevada quantidade de 4gua no
residuo umido pode resultar em outros fatores limitantes como a dificuldade no
transporte a longas distancias, dificuldades no armazenamento, ataque de
microrganismos, principalmente fungos. Uma das praticas adotadas, na maioria das
vezes, ¢ a adicdo de sal comum (NaCl) na tentativa de minimizar o ataque de
microrganismos. Outra possibilidade praticada em muitos paises ¢ a desidratagao parcial
do residuo que minimiza os problemas de contaminagdo. Entretanto, o processo para

secagem representa um custo adicional (SGARBIERI et a/, 1999).

2.5. Surfactantes

Os surfactantes constituem uma classe importante de compostos quimicos
amplamente utilizados em diversos setores industriais (NISTCHKE & PASTORE,
2002). De fato, o mercado mundial de surfactantes movimenta, anualmente, cerca de 9,4
bilhdes de dolares, com estimativa de crescimento de 35% ao ano (KIM et al., 2000).

Os surfactantes sdo moléculas anfipaticas, constituidas de uma fragcdo polar ou
hidrofilica e uma fragdo apolar ou hidrofobica (TADROS, 1987; GEORGIOU et al.,
1992). A porgao apolar ¢ freqiientemente formada por hidrocarbonetos de cadeias

alifaticas, grupos aromaticos ou policiclicos. Esta parte da molécula tem uma baixa

11
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solubilidade em agua devido ao “efeito hidrofobico”, provocado ndo tanto pela atragao
entre grupos apolares, mas principalmente pela dificuldade em romper as fortes
interagdes entre as moléculas de 4agua (HELENIUS & SIMONS, 1975;
LICHTENBERG et al., 1983).

A porcao polar pode ser idnica (anidnica ou catidnica), ndo-idnica ou
anfotérica. Alguns exemplos de surfactantes i0nicos utilizados comercialmente incluem
ésteres sulfatados ou sulfatos de 4cidos graxos (anionicos) e sais de amonio quaternario
(cationicos) (DESAI & BANAT, 1997; NISTCHKE & PASTORE, 2002).

Em fungdo da presenga de grupos hidrofilicos e hidroféobicos na mesma
molécula, os surfactantes tendem a se distribuir nas interfaces entre fases fluidas com
diferentes graus de polaridade (6leo/dgua e dgua/dleo). Essas propriedades conferem aos
surfactantes a capacidade de reduzir a tensdo interfacial e a tensdo superficial através da
formag¢dao de um filme molecular entre duas fases ndo misciveis. Esses compostos
podem ainda formar emulsdes estaveis de hidrocarbonetos em agua ou de 4agua em
hidrocarbonetos. Além da atividade emulsificante, o uso dos surfactantes ¢ garantido
por outras propriedades, tais como: formagdo de micelas, forma¢do de macro e
microemulsdes, adsor¢do, dispersdo ou agregacao de so6lidos, acdo espumante ou anti-
espumante, solubilidade, solubilizacao, molhabilidade ou detergéncia (PORTER, 1994;
DESAI & BANAT, 1997; NISTCHKE & PASTORE, 2002).

A solubilidade dos surfactantes ¢ responsavel por sua adsor¢do a superficie de
liquidos e a formagdo de micelas, que por sua vez propicia a redugdo da viscosidade e
solubilizacao de compostos no meio. Por outro lado, a adsor¢ao dos surfactantes resulta
em molhabilidade, emulsificacdo, formacdo de espumas, dispersdo de particulas e
detergéncia. Estas propriedades permitem que os surfactantes possam ter uma ampla
aplica¢ao nos mais diferentes setores industriais (DESAI & BANAT, 1997; NISTCHKE
& PASTORE, 2002).

A principal caracteristica de um agente tensoativo ¢ a de formar concentragdes
diferenciadas quando em solu¢do, sendo a concentragdo do surfactante na superficie
muito maior do que no seio do liquido (PORTER, 1994). No interior do liquido as
moléculas sdo atraidas igualmente em todas as direcdes, sendo a distancia média entre
elas resultante do balango entre forgas atrativas, que possibilitam a aproximag¢do das
moléculas, e forcas repulsivas, que impedem que duas moléculas ocupem o mesmo
espaco, conforme observado na Figura 2.5. Por outro lado, as moléculas na superficie

livre do liquido apresentam forcas diferenciadas resultando em um comportamento
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distinto. Neste caso, as moléculas praticamente ndo apresentam forgas atrativas dirigidas
para fora do liquido, conseqiientemente sendo atraidas em dire¢do ao seio do liquido.
Do mesmo modo, num sistema constituido por dois liquidos imisciveis, tem-se que as
moléculas presentes na interface sofrem forcas de atragdo para o liquido de maior

densidade (BRADY & HUMISTON, 1981).

Figura 2.5. Tlustracao das forgas atrativas intermoleculares de moléculas na superficie e

no seio do liquido (BRADY & HUMISTON, 1981).

A intensidade de adsor¢ao de um surfactante a uma superficie depende da sua
concentragdo. Conforme ilustrado na Figura 2.6, concentragdes crescentes do
surfactante ocasionam variagdo na ordenagdo das moléculas deste composto sobre
superficies. Em concentracdes muito baixas de surfactante, as moléculas se distribuem
na superficie e tendem a se orientar paralelamente a esta. Com o aumento da
concentragdo do surfactante, diminui a area disponivel para as moléculas e, por
conseguinte, tem inicio uma ligeira ordenacdo das mesmas em relacdo a superficie. A
orientacdo das moléculas depende, sobretudo, da natureza hidrofilica/hidrofébica da
superficie. Numa determinada concentracdo, denominada concentragdo micelar critica
(CMC), a quantidade disponivel de moléculas do surfactante propicia a formagado de
uma unica camada unidirecional (LUCAS, 1988).

As micelas sdo definidas como agregados moleculares, com regides estruturais
hidrofilicas e hidrofobicas, que dindmica e espontaneamente se associam em meio
aquoso, a partir de uma determinada concentragao critica (CMC - concentragdo micelar
critica), formando grandes agregados moleculares de dimensdes coloidais. Abaixo da

CMC, o tensoativo estd predominantemente na forma monomeérica (HINZEL, 1979). As
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micelas sdo termodinamicamente estaveis, mas sao destruidas pela diluigdo com agua,

quando a concentragdo do tensoativo fica abaixo da CMC (PELIZZETI, 1987).

Concentracao H,O/Superficie H,O/Superficie
Hidrofoébica Hidrofilica
Muito Baixa T —n —T

7 I,

Baixa

CMC R _JURLLAL

Acima da CMC % jﬂ M
il L)

Figura 2.6. Representagdo do efeito da concentracdo de um surfactante na adsor¢ao em

superficies (PORTER, 1994).

Segundo Rosen (1989), pequenas quantidades de material orgdnico podem
produzir mudangas significativas na CMC, em meio aquoso. Estas impurezas, que
podem estar presentes na forma de subprodutos da manufatura de surfactantes, podem
causar diferencas expressivas entre compostos comerciais supostamente similares.
Desta forma, estudar os efeitos produzidos por estes materiais na CMC ¢ de grande
importancia. Segundo o autor, ha duas classes de materiais que afetam as concentragdes
micelares criticas: classe 1, por incorporagao na micela; classe 2, pela modificagao das
interacdes solvente-micela ou solvente-surfactante.

A tensdo superficial de um liquido pode ser definida como a quantidade de
trabalho (for¢a por unidade de comprimento) necessaria para expandir o filme na
superficie liquido-gés. Esta quantidade de trabalho ¢ dependente da intensidade das
forcas das moléculas dirigidas para o interior do liquido. A tensdo superficial também
depende da temperatura do liquido, ja4 que um aumento da temperatura, que propicia um
aumento da energia cinética das moléculas individualmente, reduz as forgas atrativas

intermoleculares. Como conseqiiéncia, tem-se um decréscimo da tensao superficial com
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o aumento da temperatura (BRADY & HUMISTON, 1981). A mesma explanacao ¢
atribuida para tensdo interfacial que, no entanto, representa interagdo entre liquidos.

Estudos realizados por Parra et al. (1989) demonstraram a dependéncia dos
valores de atividade superficial de biossurfactante com relagdo ao pH do meio aquoso.
Os experimentos demonstraram que em pH 3,0, a CMC diminuiu para 5,5 ppm,
enquanto que no pH 7,0, o valor foi de 11 ppm.

As medidas de tensdo superficial e interfacial de liquidos e de solucdes aquosas
e organicas contendo tensoativos podem facilmente serem feitas utilizando um
tensidmetro Du Nouy. A adicdo de um bom surfactante na agua pode diminuir as
tensoes superficial e interfacial a 20°C de 72,8 para 30 mN/m e de 50,1 para 1,0 mN/m,
em sistema n-octano/agua, respectivamente (KOSARIC et al, 1983; DESAI &
BANAT, 1997).

Os surfactantes quimicamente sintetizados tém sido usados na industria do dleo
cru, como auxiliares no tratamento despoluente de ambientes acometidos por derrames
de petroleo, bem como na recuperagao terciaria de 6leo de reservatérios. Porém, estes
compostos nao sdo biodegraddveis e podem ser toxicos para o ecossistema (SERKER et
al., 1989 apud BANAT, 1995). Adicionalmente, os surfactantes apresentam aplicag@o
industrial, em grande escala, em produtos de uso pessoal, regularmente utilizado por
bilhdes de pessoas em todo o mundo. A ingestdo acidental, nem que seja de pequenas
quantidades destes surfactantes, ¢ impossivel evitar, uma vez que estes sdo constituintes
de produtos como cremes dentais e cosméticos, cuja utilizagdo freqiiente pode acarretar
na sua absorc¢do. Por isso, muitos dos surfactantes usados comercialmente tém sido
estudados com rigor quanto ao possivel efeito toxico a seres humanos (PORTER, 1994).

Os surfactantes apresentam diferentes graus de toxicidade, destacando-se os
compostos catidnicos como os mais nocivos. Normalmente, também apresentam
acentuada atividade bactericida. Em menor grau, encontram-se os compostos anionicos
seguidos dos ndo-idnicos, os quais apresentam variagdo de toxicidade em fun¢do de sua
estrutura quimica (KANTIN, 1980). Os compostos tensoativos agem sobre a membrana
citoplasmdtica desnaturando as proteinas celulares e, conseqiientemente, alterando o
equilibrio osmético. A toxicidade esta provavelmente relacionada a estrutura molecular,
pois moléculas contendo cadeias ramificadas, com numero de atomos de carbono maior
que 16, ou anéis aromaticos, sao as mais toxicas (KANTIN, 1980).

A grande maioria dos surfactantes comercialmente disponiveis ¢ sintetizada a

partir de derivados de petroleo (DESAI & BANAT, 1997; NISTCHKE & PASTORE,
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2002). Contudo, o custo variavel do petroleo e a possibilidade do seu esgotamento vem
estimulando a busca por tecnologias alternativas que possibilitem a produ¢do comercial
de agentes tensoativos biodegraddveis a custo competitivo. Uma possibilidade seria a
obtencdo por via microbiana, uma vez que algumas espécies sdo capazes de acumular
grande quantidade de compostos com propriedades tensoativas (KOSARIC et al.,

1983).

2.6. Emulsificantes

A emulsificagdo, formacdo de emulsdes entre duas fases liquidas imisciveis, &,
provavelmente, a propriedade mais versatil dos agentes tensoativos para aplicagdes
praticas e, por isso, tem sido extensivamente estudada (ROSEN, 1989). Emulsificacao ¢
a dispersao de um liquido em outro, consistindo em gotas microscopicas que variam de
tamanho entre 0,1 e 100 nm de diametro. Geralmente, quanto menor o didmetro das
goticulas, mais estavel serd a emulsdo formada (ZAJIC & SEFFENS, 1984)

Dois liquidos imisciveis ndo podem formar emulsdes. Neste caso, para promover
a dispersao de um liquido em outro, deve ser adicionado um terceiro componente capaz
de estabilizar o sistema. Este componente ¢ chamado de agente emulsificante e,
usualmente, ¢ um agente tensoativo. Este agente ndo precisa ser constituido por uma
unica substancia e, de fato, os emulsificantes mais eficientes sio normalmente misturas
de uma ou duas substancias (ROSEN, 1989).

Shepherd et al. (1995) estudaram a producdo de agentes emulsificantes por
microrganismos para serem utilizados no processamento de alimentos. Para tanto, um
experimento padrdo de emulsificacdo, desenvolvido especificamente para avaliar
emulsificantes de alimentos, foi utilizado para examinar 24 produtos microbianos
extracelulares de bactérias, levedura e algas. Dos 24 produtos testados, cerca de 71%
apresentaram capacidade emulsificante, dos quais 9 com atividade semelhante aos
emulsificantes normalmente utilizados em alimentos, como goma ardbica e

carboximetilcelulose; sendo que os outros 8 apresentaram um efeito ainda melhor.

2.7. Biossurfactantes

Os compostos de origem microbiana com propriedades surfactantes, isto ¢, com

capacidade de diminuir a tensdo superficial e promover a emulsificagdo de liquidos
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imisciveis, sdo denominados biossurfactantes. Em geral, esses compostos sao
subprodutos do metabolismo de bactérias, fungos filamentosos e leveduras. Esses
microrganismos produzem as moléculas de biossurfactantes utilizando varios substratos
incluindo acucares, hidrocarbonetos, e residuos agroindustriais (NITSCHKE &
PASTORE, 2002; MESQUITA, 2004).

Os biossurfactantes podem ser intra, extracelulares ou constituintes da parede
celular (BERTRAND et al., 1994). A maioria destes compostos apresenta natureza
lipidica. Ademais, os biossurfactantes apresentam propriedades semelhantes aos
surfactantes sintéticos, por apresentarem também, na mesma molécula, grupos polares ¢
apolares (COOPER & ZAJIC, 1980). Em geral, o grupo hidrofobico ¢ constituido por
longas cadeias de acidos graxos, hidroxilados ou nao, e seus derivados como acidos o-
alquil-B-hidroxi-graxos. A fragdo hidrofilica na molécula pode ser devido a presenga de
carboidratos, aminoacidos, peptideos ciclicos, fosfato, acidos carboxilicos, alcoois,
ésteres, entre outros (PARRA et al., 1989).

Muitas vezes, a célula microbiana, por si s6, pode demonstrar significante
capacidade emulsificante e se comportar como um biossurfactante. Em adi¢do, a acao
solvente do hidrocarboneto na superficie lipofilica da célula pode causar uma perda de
sua integridade estrutural, liberando componentes tensoativos no meio. Muitos autores
consideram que a célula intacta possuidora de capacidade emulsificante ¢ por si s6 um
biossurfactante, porém, apenas os biossurfactantes extracelulares t€ém o poder de reduzir
a tensdo superficial de uma fase aquosa (FRANCY et al., 1991).

Os biossurfactantes podem apresentar baixo ou alto peso molecular. Os
biossurfactantes de baixo peso molecular apresentam uma maior eficiéncia em reduzir a
tensdo superficial e interfacial de meios liquidos, enquanto os surfactantes de alto peso
molecular demonstram uma maior eficiéncia em estabilizar emulsdes o6leo/dgua
(ROSENBERG & RON, 1999). Pode-se, portanto, definir os biossurfactantes como
compostos biodegraddveis que, em muitos casos, possui propriedade emulsificante
equivalente aos compostos quimicos (SARKER et al, 1989 apud BANAT, 1995).
Assim, os biossurfactantes emulsificam hidrocarbonetos, aumentando sua solubilidade
em agua, diminuindo a tensdo interfacial e aumentando o deslocamento das substancias
oleosas agregadas as particulas do solo (BANAT, 1995; BANAT, 2000).

Os surfactantes produzidos microbiologicamente oferecem varias vantagens
sobre seus equivalentes quimicos, gerando novas possibilidades para aplicagao

industrial (PARRA et al., 1989). Entretanto, a vantagem mais importante dos
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biossurfactantes ¢ a de serem produtos ecologicamente corretos, o que esta diretamente
relacionada com a sua aceitacdo pelos consumidores. Além da biodegradabilidade, tem-
se a possibilidade de produzi-los a partir de substratos renovaveis, ou at¢ mesmo, de
rejeitos agroindustriais (FIECHTER, 1992; ROSENBERG et al., 1999; BANAT et al.,
2002; REIS et al., 2004).

Esses compostos podem possuir diferentes estruturas quimicas e propriedades de
superficie uma vez que podem ser produzidos por uma grande variedade de
microrganismos em diferentes condi¢des nutricionais e ambientais. Com base na
diversidade dos biossurfactantes ¢ razoavel que apresentem diferentes aplicagdes
especificas permitindo seu uso potencial nos mais variados setores da industria, como ja
mencionado (ROSENBERG & RON, 1999).

A produgdo destes tensoativos ainda ndo ¢ economicamente vantajosa, quando
comparada com os equivalentes sintéticos. Por isso, o interesse no emprego de matérias-
primas mais baratas, como os residuos agroindustriais ou fontes renovaveis contendo
hidratos de carbono e/ou lipideos (MERCADE et al, 1994). Porém, ha que se definir o
balango correto dos componentes do meio a fim de propiciar a obtencdo de altos
rendimentos e produtividades do processo a partir de matérias-primas de baixo valor

econdmico.

2.8. Classificacdo e natureza quimica dos biossurfactantes

Os biossurfactantes constituem uma das mais importantes classes de surfactantes
naturais, sendo classificados de acordo com sua natureza bioquimica e pela sua origem
microbiana, ao contrario dos surfactantes sintéticos, os quais s3o geralmente
classificados de acordo com a natureza do seu grupo polar. Na Tabela 2.2 estdo
descritos os principais surfactantes de origem natural e sintética.

De acordo com seus constituintes os biossurfactantes podem ser agrupados nas
seguintes classes: glicolipideos, lipopeptideos, acidos graxos, lipideos neutros,
fosfolipideos e biossurfactantes poliméricos (ZAJIC & STEFFENS, 1984; HOMMEL,
1990; GEORGIOU et al., 1992; DESAI & BANAT, 1997).
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Tabela 2.2. Principais grupos de surfactantes de origem natural e sintética (NITSCHKE
& PASTORE, 2002).

NATURAIS SINTETICOS
Alquil poliglicosideos Alcanolaminas
Biossurfactantes Alquil e aril éter carboxilados
Amidas de acidos graxos Alquil aril sulfatos
Aminas de acidos graxos Alquil aril éter sulfatos
Glucamidas Alquil etoxilados
Lecitinas Alquil sulfonados
Derivados de proteinas Alquil fenol etoxilados
Saponinas Aminooxidos
Sorbitol e ésteres de sorbitan Batainas
Esteres de sacarose Co-polimeros de 6xido de etil/propileno
Sulfatos de dlcoois graxos naturais Acidos graxos etoxilados

A seguir uma breve descricdo dos biossurfactantes mais investigados, dando

maior énfase ao biossurfactante “alvo” deste estudo:

2.8.1. Glicolipideos

Os glicolipideos sdo os surfactantes microbianos mais conhecidos. Estes
compostos sdo constituidos por carboidratos associados a uma longa cadeia de acidos
alifaticos ou hidroxi-alifaticos (DESAI & BANAT, 1997). Uma determinada espécie
microbiana ¢ capaz de produzir diferentes tipos de glicolipideos, dependendo da fonte
de carbono disponivel para seu crescimento (ZAJIC & STEFFANS, 1984). Dentre os
glicolipideos mais conhecidos, podem ser citados os raminolipideos, trealoselipideos e
soforoselipideos (DESAI & BANAT, 1997).

Considerando a sintese de glicolipideos, que constituem o maior grupo entre os
biotensoativos, quatro caminhos biossintéticos sdo possiveis, segundo SYLDATK &
WAGNER (1987): (1) sintese das metades hidrofilica e hidrofébica; (2) a metade
hidrofilica ¢ sintetizada enquanto a sintese da metade hidrofobica ¢ induzida pelo
substrato; (3) a metade hidrofobica ¢ sintetizada enquanto a sintese da metade
hidrofilica ¢ induzida pelo substrato e (4) a sintese de ambas as metades depende do
substrato. Os raminolipideos estdo entre os glicolipideos mais estudados.

Os dois principais raminolipideos produzidos por Pseudomonas aeruginosa em

culturas liquidas sdo ramnosil-b-hidroxidecanoil-b-hidroxidecanoato (Rha-C10-C10) e
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ramnosil--ramnosil--b-hidroxidecanoil-b-hidroxidecanoato (Rha-Rha-C10-C10)
(DEZIEL et al, 1999; MAIER & SOBERON-CHAVEZ, 2000).

A sintese de raminolipideos resulta de uma série de reagdes de transferéncia do
grupo glicosil, cada uma catalisada por uma raminosil transferase especifica, com a
tidiminadifosfato-L-raminose (TDP-raminose) agindo como um doador de raminose ¢
os monoraminolipideos agindo como os respectivos receptores (MAIER & SOBERON-
CHAVEZ, 2000). Na Figura 2.7 esta representada a seqiiéncia de reagdes que resultam
na sintese de raminolipideos, de acordo com OCHSNER et al., (1995).

Nos tultimos anos, algumas publicagdes tém indicado que os raminolipideos
designados por 1(R1) e 2(R2) sdo, na realidade, produzidos como parte de uma mistura
complexa de raminolipideos. Estes compostos contém uma ou duas moléculas de
raminose ligadas a uma ou duas moléculas de hidroxi acidos graxos com diferentes
comprimentos de cadeia, que podem conter uma dupla ligagdo. As diversas
combinagdes destes grupos geram um grande niimero de possiveis homoélogos (DEZIEL
et al., 1999). Novas técnicas analiticas tém sido aplicadas no estudo de raminolipideos
microbianos, ¢ mais de 28 homoélogos ja foram detectados (ABALOS et al., 2001). A
Figura 2.8 representa a estrutura geral de raminolipideos produzidos pelo género
Pseudomonas.

Enquanto os raminolipideos 1 e 2 sdo principalmente produzidos em culturas
liquidas, o raminolipideo 3, contendo duas moléculas de raminose e um 4cido graxo, € o
raminolipideo 4, constituido por uma molécula de raminose e um acido graxo, parecem

ser produzidos por células em condi¢des nao proliferantes (KOCH et al., 1991).
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Figura 2.7. Biossintese de
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Figura 2.8. Estrutura quimica da molécula de raminolipideos (ABALOS et al, 2001).

R1 = H2 (monoraminolipideos) ou a-L- ramnopiranosil (diraminolipideos).

R2 = cadeia hidrocarbonada saturada ou insaturada com C8 — C12.

Estruturas diferenciadas de raminolipideos, contendo acidos hidroxigraxos com

variados tamanhos de cadeias (Cs, C2), tém sido descritos como produtos obtidos pelo
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crescimento de linhagens de Pseudomonas aeruginosa da érea clinica (RENDELL et
al., 1990). A grande variedade estrutural dos raminolipideos estd relacionada a
variabilidade das cepas bem como as condi¢des de cultivo como, por exemplo, o
crescimento em aerobiose ou anaerobiose, imobilizagdo bacteriana, uso de resting cells,
idade da cultura e variacao de substratos (MATA-SANDOVAL et al., 1999; LANG &
WULLBRANDT, 1999).

Santos ef al. (2002) estudaram a influéncia de diferentes fontes de carbono e
nitrogénio, em distintos valores de pH na estrutura molecular dos raminolipideos, a
partir de fermentacdes empregando a linhagem Pseudomonas aeruginosa PA1l. Os
autores observaram que o emprego de glicerol, como unica fonte de carbono,
proporcionou maior quantidade de raminolipideos do tipo R2 (cerca de 80%) e do tipo
R1 (17%) em relagdo as demais fontes de carbono estudadas (etanol, e 6leos de soja e
de oliva). Por outro lado, as fontes de nitrogénio testadas (extratos de levedo, sulfato de
amonio e nitrato de so6dio), nao tiveram influéncia nas propor¢des dos raminolipideos
sintetizados. Ainda segundo os autores, a quantidade de R1 produzido foi menor do que
a quantidade de R2 em valores de pH menores que 7,0. Em valores de pH superiores a
7,0, as quantidades de R1 e R2 foram equivalentes. As diferencas nas proporgdes entre
os tipos de raminolipideos sintetizados podem afetar as caracteristicas do produto final,
como a concentragdo micelar critica (CMC) e suas propriedades surfactantes (atividade
emulsificante e tensdo superficial), o que ird definir sua posterior aplicagdo (MATA-
SANDOVAL et al., 1999; CHRISTOFI & IVSHINA, 2002). Desta forma, dependendo
da aplicacao que se queira dar ao produto, as concentragdes relativas dos raminolipideos
nele presentes poderdo ser modificadas com a escolha apropriada da fonte de carbono e
do pH do meio de cultivo.

Os raminolipideos, assim como outros biossurfactantes, favorecem o
crescimento de microrganismos a partir de fontes de carbono hidrofobicas como os
hidrocarbonetos (COOPER & ZAJIC, 1980). ITOH & SUZUKI (1971) apud DESAI &
BANAT (1997) realizaram o cultivo de duas linhagens mutantes de Pseudomonas
aeruginosa, deficientes em enzimas responsaveis pela sintese de raminolipideos, em
meio de cultura contendo alcanos como unica fonte de carbono. Nas condic¢oes
ensaiadas, o crescimento destas culturas bacterianas so foi possivel quando os cultivos
foram suplementados com raminolipideos. Posteriormente, outros autores, estudando a

degradagdo de hidrocarbonetos do solo, determinaram ser este surfactante essencial para
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mineralizacdo de hidrocarbonetos alifaticos (OBERBREMER et al., 1990; ZANG &
MILLER, 1992; JAIN et al., 1992; VAN DYKE et al., 1993).

Mercade et al. (1993) estudaram a produg¢do de biossurfactante a partir de
efluente gerado nos moinhos da extracdo do 6leo de oliva. Nas condigdes ensaiadas,
observaram que diferentes espécies de Pseudomonas foram capazes de crescer a partir
desta matéria-prima, ocorrendo também producdo de raminolipideos. Estes foram
capazes de reduzir a tensdo superficial e a tensdo interfacial de 42,0 e 30,0 para 1,0
mN/m respectivamente, indicativo da presenca de alta concentrag@o de raminolipideos.

Fernandes et al. (2005) estudaram a possibilidade de se utilizar residuos
provenientes do processamento de 6leo de girassol, agua residuaria e soapstock (produto
composto por mistura de 4cidos graxos), como matéria-prima para a obtencdo de
raminolipideos através do cultivo de Pseudomonas aeruginosa LBI. Como resultados,
encontraram uma produ¢do maxima de 12,1 g/l de raminolipideos ap6s 48 horas de
fermentagdo utilizando um meio rico em sais minerais, vitaminas e proteinas e 6,1 g/L
de raminolipideo empregando um meio com apenas soapstock, agua residudria e 4,0 g/LL
de nitrato de sodio. Os autores consideraram este ultimo como o melhor resultado
obtido.

E também possivel obter raminolipideos a partir da atividade de microrganismos
em meios contendo exclusivamente fontes de carbono soluveis (MARCADE et al,
1993; YAMAGUCHLI, et al., 1999; SANTOS et al, 2002). De fato, muitos estudos tém
sido realizados para determinar qual a melhor fonte de carbono, nitrogénio, fosfato e
ferro, quali e quantitativamente, para aumentar o desempenho do bioprocesso
(OCHSNER & REISER, 1995).

Algumas espécies de Pseudomonas produzem raminolipideos que, adicionados a
sistema Oleo/agua, sao capazes de reduzir a tensdo interfacial de 21,0 para 0,47 mN/m
(PERSSON et al., 1988; PARRA et al., 1989; PATEL & DESAI, 1997).

Trealoselipideos sdo principalmente produzidos por actinomicetos (COOPER &
ZAJIC, 1980; ZAJIC & SEFFENS, 1984; DESAI, 1987). Os trealoselipideos
sintetizados por diferentes espécies de actinomicetos diferem quanto ao tamanho,
podendo apresentar de 60 a 90 atomos de carbono, tipo de estrutura e grau de
insaturagdo do acido micélico. Por sua vez, a composi¢cdo e o grau de esterificacdo do
acido micdlico sao influenciados pelas condigdes de cultivo (COOPER & ZAJIC, 1980;
DESALI, 1987).
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Muitos tipos estruturais desse grupo de biossurfactantes t€ém sido reportados na
literatura. Estes compostos sdao constituidos de 2 moléculas de acido J-
hidroxicarboxilico de cadeia longa e ramificada (acido micdlico) ligadas, através de
ligagdo éster, aos grupamentos hidroxila dos atomos de carbono 6 e 6’ do dissacarideo
(Figura 2.9) (DESAI & BANAT, 1997; BOGNOLO, 1999; KARANTH et al., 1999).
Conforme citado por DESAI & BANAT (1997), os trealoselipideos estdo interligados
na parede celular, podendo ser facilmente extraidos com n-hexano.

CH,

(eHa.
£H,0 - CO- CH - CHOH—(CH,), -CH,
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Figura 2.9. Estrutura de trealoselipideo produzido por Rhodococcus erythropolis

(DESAI & BANAT, 1997).

Soforoselipideos sao produzidos por leveduras, principalmente por espécies do
género Torulopsis como T. bombicola, T. petrophilum e T. apicola (DESAI & BANAT,
1997). Este biossurfactante consiste do dissacarideo soforose, acetilado nos atomos de
carbono 6 e 6', ligado a uma longa cadeia de acido graxo hidroxilado, conforme
observado na Figura 2.10. Na realidade, células de Torulopsis sp. excretam uma mistura
de no minimo 6 a 9 diferentes tipos de soforoselipideos de carater altamente hidrofobico

(ITOH & INOUE, 1982; COOPER & PADDOCK, 1984).

ROH,C CH,
Qo—cCH

Figura 2.10. Estrutura do soforoselipideo produzido por Torulopsis bombicola (DESAI
& BANAT, 1997).
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COOPER & PADDOCK (1983) demonstraram a producao de soforoselipideos
por T. petrophilum em meio contendo substratos insoliiveis em 4gua, como alcanos e
Oleos vegetais. Estes compostos, embora quimicamente idénticos aos produzidos por 7.
bombicola, nao promoveram a emulsificacdo de sistemas alcano/dgua e O6leo
vegetal/agua. Entretanto, quando a levedura 7. petrophilum foi cultivada em meio
contendo glicose e extrato de 1évedo nao ocorreu producgdo de soforolipideo, mas sim de
uma proteina com potente acdo emulsificante. Estes resultados contradizem o conceito
jé& estabelecido de que biossurfactantes com agdo emulsificante sdo produzidos para
favorecer a atividade metabolica de microrganismos em substratos insoliiveis em agua.
Estes compostos ndo apresentam propriedades emulsificantes, mas sdo eficientes em
reduzir as tensdes superficial e interfacial. O emprego de soforoselipideos resultou na
reducdo da tensdo interfacial de sistema n-hexano/agua de 40 para 5 mN/m. Ademais,
destaca-se a acentuada estabilidade destes compostos em diferentes valores de pH e
temperatura (COOPER & PADDOCK, 1983; DESAI & BANAT, 1997).

Deshpande e Daniels (1995) realizaram a avaliagdo da produgdo de
soforoselipidios por Candida bombicola usando como fontes de carbono glicose e
gordura animal, e milhocina como fonte de vitaminas e sais minerais. Nas condi¢des de
fermentagdo de 0,5 vvim de aeracao, 30 °C, 400 rpm, e 72 horas, foram atingidos os

valores maximos de biomassa (38 g/L) e de soforoselipidio (129,8 g/L).

2.8.2. Lipopeptideos e lipoproteinas

Um grande nimero de lipopeptideos com propriedades tensoativas tem sido
reportado na literatura (ZAJIC & SEFFENS, 1984; FIETCHER, 1992; DESAI &
BANAT, 1997). Estes compostos sao sintetizados principalmente por bactérias, também
existindo alguns relatos de sua obteng¢do por actinomicetos e leveduras (ZAJIC &
SEFFENS, 1984).

Os lipopeptideos produzidos por diferentes espécies do género Bacillus sdo
particularmente interessantes devido a sua alta eficiéncia como agentes tensoativos,
alguns também apresentando atividade antimicrobiana (HOROWITZ et al., 1990;
ULLRICH et al., 1991; FIECHTER, 1992). Deve-se mencionar que existem
lipopeptideos cuja acdo tensoativa ainda ndo foi detectada, podendo-se citar

micosubtilisina, bacilomicina, polimixina, subsporina, polipeptina e brevistina que s
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apresentam atividade bactericida e/ou fungicida, (HOROWITZ et al., 1990; ULLRICH
etal., 1991; FIECHTER, 1992).

Os lipopeptideos ciclicos, com suas estruturas complexas, mantém vdrias
atividades biologicas como um antibactericida ou atividade antiviral, atividade
citologica entre outras (VOLLBRECHT, 1998).

A surfactina, um lipopeptideo produzido por algumas linhagens de B. subtilis,
também denominada de subtilisina ou serolisina, é um dos mais efetivos
biossurfactantes conhecidos (ARIMA et al., 1968; COOPER et al., 1981; DESAI &
BANAT, 1997, MAKKAR & CAMEOTRA, 1997; REIS ef al., 2004). Este composto
foi capaz de reduzir a tensdo superficial da dgua de 72 para 27,9 dina/cm (FOX ef al.,
1993). A caracterizagdo da surfactina demonstrou ser este composto um lipopeptideo
ciclico, formado por uma cadeia contendo 7 aminoacidos, com suas extremidades
covalentemente ligadas aos grupamentos carboxila e hidroxila de um &cido graxo B-
hidroxilado (Figura 2.11).

L-Asp — D-leu — L-Lleu— 0O CHs
/ Hﬂ‘-[EH;,I._,- CH
L- Val . " il?Ha
D-Leu — LLeu — L—Glu—!f_': =0
Figura 2.11. Estrutura da surfactina produzida por Bacillus subtilis (DESAI & BANAT,
1997).

Como outras caracteristicas importantes destes compostos, podem ser citadas a
capacidade de lisar eritrocitos e a de induzir a formacao de esferoplastos (ARIMA et al.,
1968; BERNHEIMER & AVIGAD, 1970). Por isso, a produ¢do de surfactina pode ser
detectada através de hemdlise cultivando-se a bactéria em agar sangue (DESAI &
BANAT, 1997).

Como exemplo de outros microrganismos produtores de lipopeptideos pode-se
citar Pseudomonas rubescens, que produz um composto com atividade emulsificante,
constituido de lipideo associado a um uUnico aminodcido, a ornitina. Este composto
contém um acido B-hidrocarboxilico unido a um &cido carboxilico simples através de

ligagdo éster. (WILKINSON et al., 1972 apud COOPER & ZAJIC, 1980).
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Corynebacterium lepus também produz um lipopeptideo que ¢ capaz de reduzir
a tensdo superficial da agua destilada de 72 para 52 mN/m (COOPER et al., 1984). Este
lipopeptideo ¢ constituido de 35 % de proteina, 16% de acidos graxos saturados e de 49
% de acido micdlico.

Artrofactina, composto produzido por Artrobacter sp., € um potente lipopeptideo
capaz de reduzir a tensdo superficial da dgua de 72 para 24 mN/m. Outro exemplo de
lipopeptideo ¢ a viscosina, produzida pela bactéria Pseudomonas fluorescens, que
apresenta estrutura semelhante a artrofactina e ¢ capaz de reduzir a tensdo superficial da

agua de 72,0 para 26,5 mN/m (MORIKAWA & DAIDO, 1993).

2.8.3. Acidos graxos, lipideos neutros e fosfolipideos

Normalmente, estes compostos sdao componentes estruturais das células
microbianas. Por exemplo, os fosfolipideos sdo os componentes principais das
membranas dos microrganismos. Os fosfolipideos sdo formados por uma molécula de
glicerol unida a dois acidos graxos, através de ligacdes éster, e a um grupamento fosfato
que pode apresentar diferentes substituintes (ZAJIC & SEFFENS, 1984). Na
Figura 2.12 estd representada a estrutura genérica de um fosfolipideo (COOPER &
ZAJIC,1980).

0] R1 e R2-substituintes alquil;
R'~C-0-CH, X=H; CH,NH;
, o l CH,CH(NH,)-OOH;
R=(-0-(H . CH,CHOHCH,OH;
H!l—ﬂ—l'l*-{) y CH,CHOHCH,OPOs, etc.

;

Figura 2.12. Estrutura genérica de um fosfolipideo (COOPER & ZAJIC, 1980).

Quando bactérias ou leveduras sao crescidas em meio rico em hidrocarbonetos,
o nivel de fosfolipideos nas células aumenta consideravelmente. Alguns desses
fosfolipideos tém um grande potencial biossurfactante (DESAI & BANAT, 1997,
KARANTH et al., 1999; BOGNOLO, 1999). Entretanto, algumas bactérias e leveduras
excretam grandes quantidades de acidos graxos e fosfolipideos com potentes

propriedades tensoativas, durante o crescimento na presenga de n-alcanos (DESAI &
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BANAT, 1997). De fato, os acidos graxos produzidos a partir de alcanos por oxidagao
microbioldgica tém recebido uma grande atengdo como surfactantes (DESAI E
BANAT, 1997; BOGNOLO, 1999; KARANTH et al., 1999).

Muitos exemplos de producdo de acidos graxos ou lipideos neutros envolvem
microrganismos com crescimento em hidrocarbonetos. A bactéria Micrococcus
cerificans produziu acidos graxos extracelulares quando cultivada em hidrocarbonetos,
0 mesmo ndo ocorrendo para cultivos realizados em substratos soliveis (MAKULA &
FINNERTY, 1972). Cooper & Zajic (1980) também obtiveram grande quantidade de
lipideos neutros extracelulares quando Corynebacterium fascians CF 15 foi cultivada na
presenca de alcano.

A bactéria Acidithiobacillus thiooxidans produz varios fosfolipideos, tais como
fosfatidilinositol, fosfatildiglicerol e acido fosfatidico a partir de enxofre elementar.
Estes compostos sdo importantes para o crescimento deste microrganismo (COOPER &
ZAJIC, 1980). Entretanto, Corynebacterium lepus produz uma mistura de varios
lipideos, como o fosfatildiglicerol fosfato, cardiolipina e fosfatidilinositol-manosideo
(COOPER et al., 1981). Por sua vez, a bactéria Micrococcus cerificans produz, em
diferentes condigdes de cultivo, diversas concentracdes de fofolipideos, tais como:
fosfatidiletanolamina, fosfatidiglicerol, além dos mencionados anteriormente
(MAKULA & FINNERTY, 1970 apud COOPER & ZAJIC, 1980).

A natureza e a quantidade relativa dos fosfolipideos produzidos por
microrganismos s3o influenciadas pelo tipo de substrato e pelas condigdes de cultivo.
Por exemplo, a quantidade de fosfatidiletanolamina produzida por Micrococcus
cerificans aumentou de 47,1 para 61,5% quando o substrato foi alterado de acetato para
hexadecano, ambos os cultivos realizados em pH 7. Por outro lado, nestas condi¢des, foi
verificada redugdo nos teores de cardiolipina, fosfatidiglicerol-fosfato e
fosfatidiglicerol. Enquanto que o cultivo da bactéria em hexano, em pH 2, resultou em
um aumento mais acentuado de fostidiletanolamina, correspondendo a 86,8% dos
fosfolipideos totais produzidos (MAKULA e FINNERTY, 1970 apud COOPER e
ZAJIC, 1980).

2.8.4. Biossurfactantes poliméricos

Muitos dos surfactantes microbiologicos sdo heteropolissacarideos contendo

proteinas ou acidos carboxilicos (COOPER & PADDOCK, 1983. Os biossurfactantes
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poliméricos mais bem estudados sao os de nome comercial Emulsan, Alasan e Liposan,
e mananoproteina (DESAI & BANAT, 1997; KARANTH et al., 1999).

Estes compostos sdo freqiientemente referidos como biossurfactantes, embora o
termo bioemulsificante seja o mais apropriado para sua denominag¢ao, considerando sua
principal caracteristica. Estas biomoléculas apresentam alta afinidade por interfaces
6leo/agua, desta forma propiciando a formacao de emulsdes estaveis (KOSARIC et al.,
1987).

Rosenberg et al. (1988) isolaram do solo duas linhagens de Acinetobacter.
calcoaceticus, A2 ¢ HDS, capazes de produzir compostos com atividade dispersante.
Porém, ao contrario das outras 16 linhagens desta espécie, também isoladas do solo
pelos autores, as linhagens A2 e HD5 ndo foram capazes de produzir emulsificantes.

Posteriormente, Navon-Venezia et al. (1995) -caracterizaram um novo
biossurfactante polimérico produzido por 4 radioresistens KA-53. Este biossurfactante,
denominado Alasan, apresentou atividade 2,5 a 3 vezes maior, para uso em condigdes
neutras ou alcalinas, ap6s ter sido submetido a tratamento térmico a 100 °C.

Na Figura 2.13, observa-se a estrutura quimica do Emulsan, produzido pela
bactéria Acinetobacter calcoaceticus RAG1, Este composto apresenta peso molecular
médio de 10° Da, e elevado poder emulsificante, mesmo em baixas concentra¢des, na
faixa de 0,01 a 0,1 g/L (KAPLAN & ROSENBERG, 1982; DESAI & BANAT, 1997).
Este produto ¢ um heteropolissacarideo anidnico, constituido de unidades quimicamente
repetidas, formadas principalmente por agucares aminados covalentemente ligados a

acidos graxos através de ligacdes o-ester (ZUCHERBERG et al., 1979).
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Figura 2.13. Estrutura do Emulsan produzido por Acinetobacter calcoaceticus RAG1

(DESAI & BANAT, 1997).
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Estudos realizados por Kappeli et al. (1986) mostraram que o cultivo de
Torulopsi. tropicalis em meio de cultura contendo alcanos levava a obtencdo de um
complexo manana-dcido graxo com capacidade de estabilizar emulsdes
hexadecano/agua.

Cirigliano & Carman (1984) obtiveram um outro produto extracelular pelo
cultivo de Torulopsis lipolytica em alcanos, denominado Liposan. Este composto,
constituido de 83% de carboidrato e 17% de proteina, ¢ soluvel em agua, estavel na
faixa de 70 a 100°C e apresenta atividade emulsificante maxima em valores de pH
compreendidos entre 2 e 5.

Posteriormente, Cameron et al. (1988) demonstraram que Saccharomyces
cerevisiae ¢ capaz de produzir grande quantidade de mananaproteina com acentuada
atividade emulsificante sobre vérios Oleos vegetais e minerais, alcanos e solventes

organicos. O emulsificante purificado apresentou peso molecular médio de 10.000 Da.

2.8.5. Outros tipos de biossurfactantes

Alguns trabalhos publicados na literatura reportam a existéncia de
microvesiculas extracelulares produzidas por bactérias do género Acinetobacter que
captam e dispersam os hidrocarbonetos em pequenas goticulas, formando uma emulsdo.
Estas pequenas vesiculas tém a mesma composi¢do da membrana do microrganismo,
porém contém uma quantidade cinco vezes maior de fosfolipideos e 350 vezes maior de
polissacarideos do que outras membranas do microrganismo (DESAI & BANAT, 1997,
KARANTH et al., 1999).

Células microbianas com alta hidrofobicidade, principalmente os
microrganismos degradadores de hidrocarbonetos, t€ém alta afinidade pela interface
hidrocarboneto-agua ou ar-dgua. Nestes casos, a célula microbiana ¢, por si s6, um

biossurfactante (DESAI & BANAT, 1997; KARANTH et al., 1999).

2.9. Funcao fisioldgica dos biossurfactantes

Embora a exata funcdo fisiologica dos biossurfactantes ainda nao tenha sido

completamente elucidada, algumas fung¢des tém sido atribuidas a esses compostos:

v Emulsificag@o e solubiliza¢do de hidrocarbonetos ou compostos insoltiveis em agua,

facilitando o crescimento de microrganismos nestes substratos (FRANCY et al.,
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1991; NITSCHKE & PASTORE, 2002). Porém, cepas de Bacillus subtilis
produzem surfactantes apenas em substratos hidrossoluveis (COOPER et al., 1981);

v’ Transporte de hidrocarbonetos: fungdo atribuida aos biossurfactantes ligados a
parede celular de Torulopsis tropicalis, onde um aumento significativo da porg¢ao
lipidica do polissacarideo de membrana foi detectado quando o microrganismo
crescia em alcanos, indicando que o complexo polissacarideo-acido graxo presente
na superficie celular estaria envolvido no transporte de hidrocarbonetos (DESAI &
BANAT, 1997; NITSCHKE & PASTORE, 2002);

v Aderéncia-liberagdo da célula a superficies: uma das mais importantes estratégias de
sobrevivéncia dos microrganismos ¢ sua habilidade em colonizar um nicho
ecologico onde possa se multiplicar. O elemento chave nesta estratégia sdo
estruturas da superficie celular responsaveis pela aderéncia das células as superficies
dos materiais. Os microrganismos podem utilizar surfactantes ligados a parede para
regular as propriedades da superficie celular, visando aderir ou se desligar de um
determinado local de acordo com sua necessidade para encontrar novos habitats com
maior disponibilidade de nutrientes ou se livrar de ambientes desfavoraveis
(ROSENBERG & RON, 1999);

v' Atividade antibidtica: demonstrada por varios biossurfactantes, principalmente da
classe dos lipopeptidios e glicopeptidios. Os raminolipideos de Pseudomonas
aeruginosa ¢ a surfactina de B.subtilis podem atuar como antibiodticos,
solubilizando os principais componentes das membranas celulares microbianas.
Através da excregao destes biossurfactantes no meio, os microrganismos adquirem
maior chance de sobrevivéncia e maior competitividade na busca por nutrientes

(LIN et al., 1994).

2.10. Propriedades dos biossurfactantes

Os biossurfactantes apresentam caracteristicas estruturais e propriedades fisicas
distintas, o que os torna compardveis ou superiores aos surfactantes sintéticos em
termos de eficiéncia (REISER et al., 1989). Adicionalmente, por ndo serem derivados
do petroleo, seu preco ndo depende de fatores politico-econdmicos. Outra vantagem
reside na possibilidade de modificagdao da estrutura quimica e das propriedades fisicas
dos biossurfactantes através de manipulagdes genéticas, o que permite o

desenvolvimento de produtos para aplicagdes especificas (BANAT, 2000).
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Apesar da diversidade de composicdo quimica e propriedades, algumas
caracteristicas sdo comuns a maioria dos biossurfactantes. Muitas destas caracteristicas

representam vantagens sobre os surfactantes convencionais (BOGNOLO, 1999):

¢ Atividade superficial e interfacial: os biossurfactantes sdo mais eficientes e mais
efetivos do que os surfactantes convencionais (detergentes anidnicos sulfatados),
pois produzem menor tensao superficial em menores concentracoes de
biossurfactante (COOPER & PADDOCK, 1984). A concentracdo micelar critica
(CMC) dos biossurfactantes (medida de sua eficiéncia) varia entre 1-2000 mg/L,
enquanto que a tensdo interfacial (6leo/agua) e superficial fica em torno de 1 e 30

mN/m, respectivamente (BOGNOLO, 1999);

¢ Tolerancia a temperatura, pH e forga idnica: alguns biossurfactantes apresentam
elevada estabilidade térmica e de pH podendo ser utilizados em ambientes com
condi¢des mais drasticas. O lipopeptidio de B. licheniformis JF-2 ¢é estavel a
temperaturas em torno de 75°C por até 140 h e pH entre 5 e 12 (HOROWITZ et al.,
1990). Os biossurfactantes suportam concentragdes de 10% de NaCl, enquanto que
uma concentracdo salina de 2-3% ¢ suficiente para inativar surfactantes

convencionais (BOGNOLO, 1999);

¢ Biodegradabilidade: diferentemente dos surfactantes quimicos, os biossurfactantes
sdo facilmente degraddveis na agua e no solo, o que os torna adequados para
aplicagdes como biorremediagdo e tratamento de residuos (MULLIGAN et al.,

1993);

¢ Baixa toxicidade: os biossurfactantes tém recebido maior atencdo também devido a
crescente preocupacao da populacdo com os efeitos alérgicos dos produtos artificiais
(CAMEOTRA e MAKKAR, 1998). Além disto, sua baixa toxicidade permite o uso

em alimentos, cosméticos e produtos farmacéuticos (FLASZ et al., 1998).

2.11. Producéo de biossurfactantes e parametros importantes na mesma

As inimeras vantagens, citadas anteriormente para os biossurfactantes, ndo sao
por si sé suficientes para validar sua producdo industrial. Um dos fatores que,
indiscutivelmente, contribui para o interesse na producdo de biossurfactantes estd

relacionado ao fato destes compostos apresentarem variagdes estruturais, o que lhes
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confere grande potencial para aplicagdes especificas. Até o presente momento, a

producdo de biossurfactantes ndo tem interesse comercial devido aos maiores custos do

processo em relagdo aos surfactantes quimicos. Entretanto, esses custos poderdo ser

reduzidos sobremodo, pela utilizagdo de fontes renovaveis e de baixo custo, ou ainda

melhor, pelo emprego de residuos industriais. Neste caso, havera ainda um beneficio ao

meio ambiente pela reducdo da carga de material poluente (ALMEIDA, 2002).

De qualquer modo, vale lembrar que antes que os biossurfactantes venham a ser

comercializados com sucesso, sera necessario maximizar rendimento e produtividade do

processo, bem como diminuir os custos relativos a sua recuperacdo (ALMEIDA, 2002).

1.

Diferentes possibilidades na producao de biossurfactantes (KOSARIC et al., 1987):

Crescimento celular associado a producdo de biossurfactantes:

1.1. Indugdo da producao por adigdo de substratos lipofilicos;

1.2. Aumento de produgao pela otimizagao da composicao do meio;

1.3. Aumento de producdo pela otimizacdo de fatores ambientais como pH,
temperatura, aeracdo, velocidade de agitacao, etc.;

1.4. Aumento de producdo pela adicdo de compostos que ocasionem mudangas na
permeabilidade da parede celular, como a penicilina, EDTA, etc.;

1.5. Aumento de producdo pela adi¢gdo de compostos que ocasionem uma alteragao
na ligacdo parede celular-biossurfactante em meios contendo alcanos,
querosene, EDTA, etc.

Producao de biossurfactantes em condi¢do limitante de crescimento:

2.1. Produgdo sob limitacao de nitrogénio;

2.2. Producao sob limitacao de cations multivalentes;

2.3. Aumento de producdo por estresse causado pela variagdo das condigdes
ambientais, como pH e temperatura.

Producao de biossurfactante por células em estarvagao:

3.1. Producao de células livres em estarvagao;

3.2. Producao de células imobilizadas em estarvagao;

3.3. Produgao de células imobilizadas em estarvacdo com adicao simultdnea de

matérias-primas renovaveis;

Producao de biossurfactantes pelo crescimento de células livres e imobilizadas em

estarvagdo com adigdo de precursores.
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Alguns dos fatores que interferem na producdo de biossurfactantes serao
descritos a seguir:

Estabelecer um modelo padro para a produgdo de biotensoativos ¢ muito dificil,
uma vez que estes compostos formam, como anteriormente enfatizado, um grupo
estruturalmente bastante heterogéneo, cuja composicao depende da cultura microbiana e
das condi¢des nutricionais € ambientais empregadas para seu cultivo. Desta forma, o
desenvolvimento de um processo fermentativo deve ser otimizado para cada
biossurfactante desejado, de acordo com as especificagdes pretendidas. Como em
qualquer outro processo fermentativo, o principal objetivo na producdo de
biotensoativos ¢ maximizar rendimento e produtividade, isto ¢, alcancar altas
concentragdes finais a partir da conversdo total do substrato no menor intervalo de
tempo (LIN, 1996).

No entanto, a producdo de biossurfactantes se depara com varias dificuldades de
processo. Entre os parametros que influenciam o tipo e a quantidade de produto
produzido estdo a natureza da fonte de carbono, possiveis limitagdes nutricionais e
parametros fisicos e quimicos, como aeragdo, agitacao, temperatura e pH (FIECHTER,
1992). Porém, um dos maiores empecilhos a producdo reside na formacao de espuma
em decorréncia da aeragdo, mas especialmente pela propria presenca do biossurfactante.
Isto reflete em operar o biorreator em condigdes subotimas e na utilizagdo de volumes
muito abaixo da sua capacidade nominal, resultando em baixas de produgao.

A sintese dos biossurfactantes durante o crescimento celular é freqiientemente
relacionada com a diminui¢ao da tensdo superficial ou interfacial do meio, € a emulsao
de substratos lipofilicos no caldo da cultura (KOSARIC et al., 1987). Alguns
microrganismos s6 produzem compostos tensoativos quando cultivados em
hidrocarbonetos. Entretanto, biossurfactantes podem ser produzidos a partir de
substratos simples, soluveis em agua, como os carboidratos. Tal fato tem grande
relevancia, considerando que fermentacdes com carboidratos sdo mais facilmente
conduzidas do que com hidrocarbonetos. A escolha da fonte de carbono deve ser ditada
ndo sé pelo seu custo, disponibilidade e pelas caracteristicas nutricionais do agente
fermentativo, como também pelo tipo de aplicacao que se deseja do biossurfactante a
ser produzido (ALMEIDA, 2002). Logo, a fonte de carbono ¢ um fator importante no
processo de sintese, uma vez que a alteracdo do substrato geralmente resulta em
modificacdo da estrutura quimica do biossurfactante, ocasionando variagdo das suas

propriedades fisico-quimicas.
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Alguns exemplos sdao encontrados na literatura, onde diferentes fontes de
carbono foram usadas para o crescimento do microrganismo e produ¢do dos compostos
tensoativos. Abaixo sdo descritos alguns dos resultados publicados a fim de realgar a
importancia da fonte de carbono na producdo de biotensoativos, e também demonstrar
que a matéria-prima depende diretamente da espécie microbiana, e inclusive da
linhagem empregada no processo fermentativo.

Cooper et al. (1983), trabalhando com Bacillus subtilis ATCC 21332,
observaram baixa produ¢do de surfactina quando a bactéria foi cultivada em caldo
nutriente. Porém, quando o cultivo foi realizado em meio contendo glicose e sais
minerais, foi obtido o valor de concentragdo micelar critica relativa (CMC™) de 20 mM,
correspondendo a um rendimento aprecidvel. O biossurfactante produzido foi capaz de
reduzir a tensdo superficial do meio de 62 para 27 mN/m e a tensdo interfacial com
hexadecano de 22 para 1 mN/m. A adi¢do de hexadecano ao meio de produgdo
favoreceu o crescimento celular, porém inibiu a sintese da surfactina.

Posteriormente, Cooper ef al (1984) estudaram a producdo de biossurfactante
por duas espécies de Bacillus. O crescimento da linhagem Bacillus sp. IAF343 em meio
contendo sacarose produziu um lipideo neutro com alto rendimento e com efetiva
propriedade emulsificante, entretanto ndo houve diminui¢dao significativa da tensao
superficial. Em meio de mesma composicdo, a linhagem Bacillus cereus 1AF 346
produziu dois agentes tensoativos com propriedades bem diferentes: um polimero
contendo glucosamina com capacidade de estabilizar emulsdo 6leo/dgua, e uma mistura
homologa de monoglicerideos saturados que diminuiu a tensao superficial da agua de 72
para 28 mN/m.

Do mesmo modo, a adi¢do adequada de compostos lipofilicos, com longas
cadeias de acidos, ésteres, hidrocarbonetos ou glicerideos, para crescimento de culturas
de Torulopsis (sinonimia de Candida) magnoliae aumentou a producdo de glicolipideos
de trés a cinco vezes (TULLOCH et al., 1962). De acordo com Cooper & Paddock
(1983), a espécie Torulopsis petrophilum pode produzir diferentes agentes tensoativos
dependendo do substrato utilizado. Em meio de cultura contendo dleo vegetal, a
levedura produziu uma quantidade consideravel de mistura de glicolipideos, sem a
capacidade de estabilizar emulsdes de sistemas aquosos contendo hidrocarbonetos ou
6leos vegetais. Contudo, o cultivo de 7. petrophilum em substratos soluveis resultou na
sintese de uma proteina extracelular com potente acdo emulsificante. Em outro trabalho,

0s mesmos autores obtiveram grande quantidade de glicolipideo a partir do cultivo de
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Torulopsis bombicola em meio contendo glicose e dleos vegetais, ao final da fase
exponencial de crescimento (COOPER & PADDOCK, 1984). A producdo de
glicolipideo por 7. bombicola foi também estimulada pela adigdo de dleos vegetais
durante o crescimento em meio contendo 100 g/L. de glicose, quando foi obtido
rendimento de 80% (COOPER et al., 1984). Stuwer et al. (1987), trabalhando com 7.
apicola, obtiveram rendimento de glicolipideo de cerca de 90%, utilizando meio
contendo glicose e d0leos vegetais. No entanto, em estudo desenvolvido por Gobbert et
al. (1984), ndo foi evidenciada modificagio nem da fracdo glicidica, nem da frag¢do
lipidica do biossurfactante produzido por 7. bombicola pela alteragdo da fonte de
carbono. Contudo, Hommel (1990), trabalhando com Torulopsis apicola 43747, mais
uma vez indica ser a producdo de biossurfactante dependente de compostos
hidrofébicos.

Posteriormente, Davila et al. (1992) obtiveram altas concentracdes de
soforoselipideo e meio constituido de glicose e 6leo de semente de bagago de uva. Nesta
condicdo, forma-se uma camada lipidica sobre a fase aquosa, que pode ser facilmente
separada por centrifugacdo, apresentando a vantagem de impedir a inibi¢do de
microrganismos pelo acimulo de produto. Este mesmo autor mostrou a possibilidade de
realizar a fermentagdo com a linhagem de 7. bombicola CBS6009, por processo
conduzido em batelada alimentada.

Kitamoto et al. (1993) obtiveram 40 g/L de biossurfactante quando células de
Torulopsis antartica T-34 foram cultivadas em meio contendo somente fontes de
carbono insoluveis em dgua. O produto obtido, constituido de lipideos, manose e eritrol,
foi capaz de reduzir as tensdes superficial e interfacial em n-tetradecano, para cerca de
28 e 2 mN/m, respectivamente.

Zhou & Kosaric (1995), utilizando como fonte de carbono 6leo de canola e
lactose, presente no soro do processamento de queijo, para a producao de biotensoativos
com Candida bombicola, obtiveram rendimentos de 90-110 g/L. Os autores
determinaram, ainda, uma diminui¢do da tensdo superficial (interface ar/dgua) de 72
para 33 mN/m e da tensdo interfacial (interface 6leo/agua) de 40 para 1 mN/m.

Lee & Kim (1993) observaram que em batelada simples, 37% da fonte de
carbono foram direcionados para a producdo de 80 g/L de soforoselipideo por 7.
bombicola. Entretanto, em batelada alimentada, cerca de 60% do carbono foi convertido

em biossurfactante, aumentando a produgdo para 120 g/L.
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Rufino et al. (2005) avaliaram a producao de biossurfactantes por Candida
lipolytica em meio formulado com residuo do refino de o6leos vegetais, suplementado
com acido glutdmico. A tensdo superficial do meio fermentado livre de células foi
determinada ap6s 72 h de cultivo, observando-se uma redu¢do méaxima na tensdo do
meio de 50 mN/m para 26 mN/m. O indice de emulsificacdo do 6leo de motor em agua
pelo bioproduto obtido foi de 79%, enquanto nao houve qualquer emulsifica¢do de 6leo
de milho e de n-hexadecano. Outro estudo realizado por De Luna et al. (2005)
evidenciou reducdo da tensdo superficial do meio de producdo de 56 mN/m para 31
mN/m decorridas 96 horas, pelo cultivo de Candida glabrata em 6leo de algodao e
glicose.

De acordo com alguns autores, a fonte de carbono ¢ fundamental na produgado de
raminolipideos por diferentes espécies de Pseudomonas (YAMAGUCHI, et al., 1999;
SYLDATK et al., 1985). Fontes de carbono soliveis em meios aquosos como glicerol,
glicose, etanol, entre outras, podem ser usadas para a producao de raminolipideos por
Pseudomonas sp (REISER et al., 1989).

Robert et al. (1989), testando diferentes fontes de carbono, observaram a
produgdo de raminolipideos por Pseudomonas aeruginosa 44T1 somente na presenga de
dodecano. O crescimento da bactéria utilizando como substratos succinato, piruvato e
citrato levaram a pequena formacdo de produto, embora este tenha propiciado queda
substancial da tensdo superficial do caldo fermentado. Os melhores resultados foram
obtidos para 6leo de oliva como substrato, quando foram obtidos valores de produgdo de
7,65 g/L, CMC ™" de 20 e tensdo superficial de 28,4 mN/m.

Segundo Banat et al. (1991), a sintese de biossurfactante pela linhagem
Pseudomonas Pet-1006 ¢ dependente da presenga de duas fontes de carbono no meio de
produgdo. Os autores indicam o emprego de glicose como substrato prontamente
assimilavel e um hidrocarboneto, como o acido oléico, para ser consumido apos o
esgotamento da glicose.

Patel & Desai (1997) estudaram a produgdo de glicolipideos por Pseudomonas
aeruginosa utilizando melaco como fonte de carbono. Apdés 96 horas, o fluido
sobrenadante da cultura apresentou uma concentragdo de raminose de 0,24 g/L e
diminui¢do da tensdo interfacial contra 6leo bruto de 21 mN/m para 0,47 mN/m. Outro
trabalho publicado naquele ano, mostrou a producao de 32 g/I. de raminolipideos pelo

cultivo de Pseudomonas aeruginosa IFO 3924 em meio contendo etanol como Unica
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fonte de carbono, em sistema conduzido por batelada alimentada (MATSFUII et al,
1997).

As espécies de Pseudomonas sdo conhecidas por sua capacidade de produzir
biotensoativos raminolipidicos (BABU et al, 1996), os quais ndo sdo inativados por
condigdes fisico-quimicas desfavoraveis, como pH, temperatura e salinidade (BANAT,
1995). De acordo com Mercadé & Manresa (1994), os microrganismos deste grupo sao
os mais adaptados para o crescimento e producdo de biotensoativos em substratos
complexos, como os residuos industriais. Variadas linhagens de Pseudomonas
aeruginosa foram capazes de produzir quantidades satisfatorias de glicolipideos quando
cultivadas em hidrocarbonetos aromaticos policiclicos, como o naftaleno. A producao
do tensoativo foi acompanhada pelo aumento da concentracdo do naftaleno na fase
aquosa, indicando que o microrganismo estava promovendo a solubilidade de seu
substrato (DEZIEL et al., 1996).

A producdo de raminolipideos por Pseudomonas aeruginosa UI29791 foi
examinada por Linhardt ez al. (1989). Foi utilizado meio de cultura contendo o6leo de
milho, como fonte de carbono. Na presenca de 6leo de milho foram alcancados
aumentos significativos nos niveis de massa celular e raminolipideos, 5,2 g/L e 5,4 g/L
respectivamente. A concentracdo de Oleo de milho utilizada foi de 40 g/L. Outro
trabalho realizado com 6leos vegetais (oliva, soja e girassol), na concentracao de 20 g/L,
demonstrou que o caldo apo6s fermentagdo de Pseudomonas aeruginosa 42 A2 atingia
valores de tensdo superficial de 32,0, 34,0 e 35,5 mN/m, respectivamente (ANDRES et
al., 1994).

Haba et al. (2000) determinaram a produ¢do de biotensoativos por Pseudomonas
aeruginosa 47T2 em Oleo usado para a fritura de alimentos. A produgdo de
raminolipideos obtida, expressa em concentragdo de raminose, foi de 2,7 g/L.

Wongsa et al. (2004), isolaram e identificaram duas novas linhagens WatG
(Pseudomonas aeruginosa) e HokM (Serratia marcescens sp.), as quais demonstraram
possuir alta capacidade de degradacao de hidrocarbonetos (gasolina, querosene, diesel, e
6leo lubrificante). Cerca de 90-95% do 6leo diesel e do querosene foram degradados
pela WatG entre 2 a 3 semanas. A degradac¢do do 6leo lubrificante ficou entorno de 60%
em 2 semanas. A capacidade degradativa da linhagem HokM para a querosene, 6leo
diesel e lubrificante foi de 50 a 60%.

Yu-Hong Wei et al. (2005), utilizando linhagem de Pseudomonas aeruginosa

isolada de aguas residuarias de uma fabrica petroquimica, testaram a producgdo de
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raminolipideos a partir de uma grande variedade de fontes de carbono (glicose, glicerol,
oleo diesel, querosene, e oleos de oliva, de girassol, e de semente de uva). Altos teores
de raminolipideos (1400-2100 mg/L) foram obtidos usando glicerol, glicose, 6leos de
girassol e de semente de uva, como substratos. Porém, a maior concentracdo de
raminolipideos (3600 mg/L) foi obtida pelo emprego de 6leo de oliva, com redugdo da
tensdo superficial da 4gua para 31 mN/m.

Monteiro et al. (2005), utilizando a linhagem Pseudomonas aeruginosa DAUPE
614, isolada de pocos de petroleo, apresentou melhores resultados em fermentagdo
submersa quando a tensdo superficial do sobrenadante do meio de cultivo atingiu 27
mN/m (tensdo superficial do meio inicial 45,67 mN/m). Ensaios prévios por
cromatografia em camada delgada (CCD) mostraram que o biossurfactante tratava-se de
um raminolipideo, cuja producdo maxima utilizando-se glicerol como fonte de carbono
foi de 3,9 g/L, no 8° dia de fermentacao.

Siddhartha et al. (2006) avaliaram a producdo de raminolipideos por
Pseudomonas aeruginosa LBI a partir de diferentes 6leos vegetais (buriti, cupuacu,
andiroba, babacu e noz brasileira). A maior concentra¢cdo de biossurfactante, de 9,9 g/L,
foi obtida pelo emprego do 6leo de noz brasileira.

O estudo comparativo da produgdo de raminolipideos por Pseudomonas
aeruginosa UW-1 a partir de glicose, etanol, glicerol e diferentes 6leos vegetais, na
concentragdo de 6% (v/v), definiu o dleo de canola, seguido pelo d6leo de soja, como
melhores fontes de carbono, quando foram obtidos maximos de 23,9 ¢ 22,4 g/L de
raminolipideos , respectivamente, no mesmo tempo de cultivo (13 dias). O uso dos
0leos de oliva ou de milho também favoreceu a conversdo, apesar dos rendimentos
terem sido inferiores comparativamente aos 6leos de soja e canola. Contudo, a producao
foi irrisoria nos meios preparados com glicose, etanol e glicerol (SIM et al., 1997).

Apesar da estrutura e dos rendimentos dos biotensoativos dependerem
criticamente da fonte de carbono e das espécies microbianas utilizadas, outros fatores
nutricionais podem afetar sua producdo, como as fontes de nitrogénio e de fosfato, a
presencga de ions metélicos e outros aditivos, ndo s6 quali mais quantitativamente.

Estudo realizado com Acinetobacter paraffineus ATCC19558 demonstrou que
a natureza da fonte de nitrogénio tem agdo efetiva na producdo de biossurfactante
(DUVNIJAK et al., 1983). Neste trabalho foi avaliada a influéncia de substancias
nitrogenadas, organicas e inorgénicas, como ions amdnio € nitrato, uréia, extrato de

lévedo e diferentes aminoacidos, tais como asparagina, acido aspartico e acido

39



Capitulo 2. Revisao Bibliografica

glutamico. Quando os sais inorganicos foram utilizados como fonte de nitrogénio,
houve utilizacdo preferencial dos sais amoniacais. A suplementacdo do meio mineral
exclusivamente com asparagina foi suficiente para o cultivo da linhagem em estudo,
porém, a adi¢do de extrato de 1évedo proporcionou uma producao de surfactante 6 vezes
maior.

Singer (1990) observou que Rhodococcus sp. H13-A, cultivado em hexadecano,
produziu maiores quantidades de glicolipideo quando a relagdo C/N (hexadecano/nitrato
de s6dio) aumentou de 1,7 para 3,4.

Espuny et al. (1996) trabalhando com Rhodococcus S1T7, verificaram que
dentre as concentracdes de nitrato de sédio testadas, de 2 a 7 g/L, valor maximo de
glicolipideo foi obtido para 2,5 g/ do composto. Quando sulfato de amodnio foi
empregado como fonte de nitrogénio, os autores observaram inibi¢do do crescimento
celular apos 48 h de cultivo, provavelmente em conseqiiéncia da diminuicao do pH do
meio de cultura.

De Roubien et al. (1989), estudando o efeito da fonte de nitrogénio na producao
de surfactina por Bacillus subtilis ATCC 21332, verificaram que o meio de cultura
constituido de 40 g/L de glicose e 4 g/L de nitrato de amdnio foi o mais apropriado
tanto para o crescimento celular quanto para producao de biossurfactante. A adi¢do de
aminoacidos constituintes da seqiiéncia do peptideo, como os 4cidos aspartico e
glutamico, ndo teve qualquer efeito, enquanto a presenca de glutamina ocasionou
inibigdo total da produgdo de surfactina.

Makkar & Cameotra (1997), trabalhando com uma linhagem de Bacillus subtilis,
obtiveram maximo de producao de lipopeptideo, apos cultivo a 45°C por 72 h, quando
uréia ou nitrato foi utilizado como fonte de nitrogénio, na concentragdo de 3 g/L. Por
outro lado, Palejwala & Desai (1989), trabalhando com uma bactéria Gram-negativa,
verificaram que a producdo de biossurfactante ndo foi influenciada pela concentragdo de
sulfato de amonio, nitrato de amdnio ou uréia, mas sim pela concentracao de fosfato.

Syldatk & Wagner (1987) relataram que a producdao de raminolipideos por
Pseudomonas aeruginosa cultivada em glicose como fonte de carbono aumentou de 7 a
10 vezes apds a limitagcdo de NOs”,

Em experimentos realizados com Pseudomonas UI29791, LINHARDT et al
(1989) observaram que meios contendo baixos niveis de nitrogénio, adicionados na
forma de nitrato de sodio, 1,5 a 2,0 g/L, resultaram em aumento da produgdo de

raminolipideos. Por outro lado, ao estudar o efeito de diferentes fontes de nitrogénio
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com relagdes C/N variando de 15 a 76 na producao de glicolipideos por Pseudomonas
aeruginosa CFTR-6, Ramana er al. (1989) verificaram que relagdes C/N baixas
suportam bom crescimento microbiano, mas produzem uma quantidade de
biotensoativos pequena, enquanto que a relagdo C/N de 38 mostrou-se Otima para a
producao destes compostos. Trabalhando com a mesma espécie, os autores (RAMANA
et al., (1989 b) demonstraram que a producdo de glicolipideos coincidiu com a exaustio
do nitrogénio (16 horas) e sua concentragdo aumentou linearmente com o tempo,
atingindo o nivel maximo de 0,4 g/L do tensoativo, em 96 horas. Apds este periodo
houve uma pequena diminui¢do no nivel de glicolipideo até 148 horas, quando a
fermentagao parou.

Robert et al. (1989) estudaram o efeito de diferentes fontes de nitrogénio,
(NH4),SO4, NH4NO3, NH4CI e NaNOs, em concentragdes de 2 a 5 g/L, na produgdo de
biossurfactante por Pseudomonas aeruginosa 44T1. Uma redugdo apreciavel de tensao
superficial do meio, que atingiu valor minimo de 26 mN/m, s6 foi observada pela adi¢ao
de 2 ou 3 g/L de NaNOs.

De acordo com Oshner et al. (1996), Pseudomonas aeruginosa PG201 ¢ capaz
de utilizar tanto amonia como nitrato, como fontes de nitrogénio, embora tenha sido
observada uma produgdo de biossurfactante mais elevada quando se utilizou nitrato. Os
autores afirmam que um aumento significativo na sintese de raminolipideos resulta da
limitacdo de nitrogénio e que relagdes C/N entre 15 e 23 sdo ideais para obtencdo de
altas produtividades.

O estudo da producao de raminolipideo por Pseudomonas aeruginosa GS3
utilizando 1 a 20 g/L de 4gua de milho como fonte de nitrogénio, revelou uma
concentragdo maxima para o biossurfactante de 5 g/ (PATEL & DESAI 1997). Os
autores também observaram que quantidades crescentes da fonte de nitrogénio
resultaram em menores quantidades de raminolipideo, cerca de 2 a 3 g/L, determinando
a necessidade de estabelecer uma relagdo carbono/nitrogénio 6tima para maximizar a
sintese de biossurfactante.

Mais recentemente, a publicacdao de Fernandes et al. (2005) demonstrou o efeito
da concentracdo de nitrogénio na producao de biossurfactante ramnolipidico por
Pseudomonas aeruginosa LBI, quando cultivada em residuos do refino de o6leos
vegetais. Os estudos realizados em mesa agitadora com temperatura controlada
indicaram ser a concentragdo de NaNOs de 4 g/L. a mais adequada para o bioprocesso,

proporcionando 7,3 g/L. de raminolipideos apds 72 horas.
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Durante os estudos sobre a produg¢ao de raminolipideos por Pseudomonas
aeruginosa 4712, cultivadas em 0leo de fritura, Haba et al. (2000) verificaram que além
da concentracdo de biomassa, diferentes concentragcdes de nitrato afetaram o perfil de
produgdo e o rendimento de biotensoativos. A produgdo foi maior quando o conteudo de
nitrato adicionado foi de 3 g/L, quando comparada com a obtida com concentragdes de
4, 5, ¢ 7 g/L. Além do nitrogénio, as concentragdes de outros nutrientes merecem
atencdo na producao de biotensoativos (LIN, 1996).

Guerra-Santos et al. (1984), ao cultivarem Pseudomonas aeruginosa DSM 2659
em meio contendo glicose, como fonte de carbono, verificaram que a produgdo maxima
de raminolipideos, expressa em concentracdo de raminose (0,6 g/L) foi obtida com a
adi¢do de sulfato de magnésio ao meio a concentragdo de 0,2 g/L. Com o aumento da
quantidade de magnésio adicionada, a concentracdo de biossurfactante diminuiu. Ao
estudarem a influéncia de outros elementos, como K, Na e Ca, na producdo de
raminolipideos, verificaram que a concentra¢ao final do biotensoativo ndo foi afetada
quando a quantidade adicionada destes nutrientes foi diminuida pela metade. No mesmo
trabalho foi sugerido que ¢ necessaria uma concentragdo minima de ferro e uma relacdo
deste com fosfato abaixo de 16 para obter produgao maxima de raminolipideos.

Estudos realizados por Robert et al. (1991), para as concentracdes de K;HPO4 e
KH;PO4 de 0,5a 1,0 g/l e de 1,0 a 2,0 g/L, respectivamente, apresentaram crescimento
otimo de Pseudomonas aeruginosa 44T1, assim como produgcdo Otima de
biotensoativos.  Entretanto, concentragdes superiores resultaram em inibi¢do do
crescimento € em menor acimulo de tensoativos. O emprego dos dois sais em conjunto
¢ necessario, posto que K;HPO4 estimula o crescimento bacteriano enquanto K;HPOj4
favorece a producdo. Ao estudar a influéncia da concentracdo inicial de magnésio,
adicionado na forma de MgS04.7H,0, os autores verificaram que concentragdes deste
sal inferiores a 0,5 g/L resultam em menor crescimento bacteriano e em inibi¢ao total no
acimulo de tensoativos. O mesmo foi observado quando se suprimiu do meio o sal
contendo ferro na forma de FeSO4s. A maxima producdo de raminolipideos foi
observada na concentragdo de ferro de 0,001 g/L.

A composi¢cdo de nutrientes no meio de cultura influencia a producdo de
surfactina por Bacillus subtilis. A adig¢do de ferro ou sais de magnésio no caldo nutriente
melhora a produgao do lipopeptideo (COOPER et al., 1981).

Lin et al. (1994), estudando o efeito da concentracdo de NaCl no meio de

producdo por B. subtilis JF2, observaram que nao houve diferenca na sintese de
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biossurfactante nas concentragdes estudadas de 5 a 20 g/L. Estudo semelhante foi
realizado com outra linhagem de B. subtilis, utilizando concentragcdes de NaCl de 0,1 a
40 g/L. Esta bactéria foi capaz de crescer e produzir biossurfactante, reduzindo a tensao
superficial do meio de 68 para 28 mN/m em todas as concentracdes de NaCl testadas.
Entretanto, houve decréscimo na sua produgao quando foi utilizado 40 g/l (MAKKAR
& CAMEOTRA, 1997).

No caso de Nocardia erythropolis, a produ¢do de surfactante foi maximizada
pela adicdao de 0,02% de extrato de levedura (MARGARITIS et al., 1979).Da mesma
forma, o extrato de levedura teve influéncia positiva na produ¢do de surfactante por
Arthrobacter paraffines, bem como a peptona, bactotriptona e o caldo nutriente. A
concentragdo 6tima destes compostos estd em torno de 0,2, 0,8 e 0,4%, respectivamente.
No entanto, concentracdes maiores destes compostos causaram um decréscimo na
produgdo de surfactante (LANG et al., 1998).

Ristau &Wagner (1983) demonstraram aumento na produgdo de biossurfactante
por Rhodococcus erythropolis pela incorporacdo de EDTA ao meio. J& Espuny et al.
(1996), cultivando Rhodococcus S1T7 para producao de glicolipideos, determinaram ser
benéfica a adi¢do dos ions fosfato e ferro, nas concentragdes de 1,5 a 2,5 g/l ¢ 0,01 g/L,
respectivamente.

Além das fontes de carbono, nitrogénio e a composi¢cao do meio, as condi¢des
ambientais sdo variaveis importantes uma vez que podem influenciar tanto o
crescimento celular quanto a produgdo de surfactante. As condi¢des de cultivo, tais
como temperatura, pH e tensdo de oxigénio, interferem nas velocidades das reagdes
enzimdticas, ou seja, estdo diretamente relacionadas a atividade metabodlica dos
microrganismos e, portanto, também podem influenciar acentuadamente a producao de
biossurfactantes (DESAI & BANAT, 1997).

O valor do pH, entre 6,5 a 7,0 no meio de cultivo, desempenha um importante
papel na producgdo de raminolipideos por Pseudomonas sp (DUVNJAK et al., 1985).
Persson et al. (1988) obtiveram maiores rendimentos de raminolipideo, cerca de 378
mg/L, pelo cultivo de Pseudomonas fluorescens em pH 8,0. Posteriormente, trabalho
realizado com Pseudomonas aeruginosa 44T1 determinou como Otima a faixa de pH
entre 5,5 e 7,5 para producao deste biossurfactante (ROBERT ef al., 1989).

Em pH acima de 6,5, a formagao de espuma ¢ bem mais intensa do que a valores
mais baixos (GUERRA-SANTOS et al., 1986). Segundo Wu & Ju (1998), a

propriedade tensoativa dos raminolipideos causa a formagdo de espuma durante o

43



Capitulo 2. Revisao Bibliografica

processo de fermentacdao aerada, sendo este problema especialmente agravado em pH
acima de 6,8. Por outro lado, apos realizarem diversos testes fermentativos com
Pseudomonas aeruginosa cultivada em n-hexadecano, controlando o pH em 6,5 + 1,
estes autores observaram que a sintese de raminolipideos foi extremamente baixa.

De Roubin et al. (1989) observaram que um aumento no valor de pH, de 6,7
para 8,0, no meio de produgdo resultou na diminuicdo da sintese de surfactina por
Bacillus subtilis. Em outro trabalho, também realizado com B. subtilis, foram obtidos
valores maximos e constantes de biomassa (2,19 g/L) e de biossurfactante (0,840 g/L)
na faixa de pH de 6,5 a 10,5. Entretanto, estes valores sofreram decréscimos expressivos
quando o pH do meio de cultivo foi ajustado em 4,5 (0,2 g/L biomassa ¢ 0,108 g/L de
biossurfactante) (MAKKAR & CAMEOTRA, 1997).

Kitamoto et al. (1993) estudaram o efeito do pH, pela utilizacdo de tampdes
fosfato, na produgdo de uma mistura de manosilerytriotol lipideos por Torulopsis
antartica T-34, obtendo baixos rendimentos em todos os valores de pH testados.
Conforme citagdo dos autores, esses resultados provavelmente foram resultantes da
inibi¢do da levedura pelo fosfato. Neste trabalho, também foi determinada a temperatura
otima de 25°C para sintese deste biossurfactante pelo microrganismo em estudo.

A temperatura também teve grande importancia no cultivo de Arthrobacter
paraffineus ATCC 19558 (DUVNIJAK et al., 1983), Rhodococcus erythropolis
(SYLDATK et al., 1985) e Pseudomonas sp DSM 2874 (SYLDATK et al., 1987). Em
todos os casos a produg@o do biossurfactante era dependente da temperatura.

Ohno et al. (1995), avaliando a producdo de surfactina por uma linhagem
recombinante de Bacillus subtilis M1113, em diferentes temperaturas, de 20 a 50°C,
obtiveram maximo de producdo a 37°C. Temperaturas acima ou abaixo deste valor
resultaram em diminuicdo do rendimento de biossurfactante. Comportamento
semelhante foi observado por Duvnjak et al. (1982), para Arthrobacter paraffineus
ATCC 19558, que apresentou maior producao de surfactante a 27°C.

Guerra-Santos et al. (1986) realizaram estudos de produ¢ao de biotensoativos
por Pseudomonas aeruginosa, sob temperaturas variando de 28 °C a 39 °C, verificando
que a temperatura 6tima para a producdo destes compostos estd entre 31°C e 34°C. O
crescimento bacteriano e a produ¢do de biotensoativos ndo ocorreram a temperaturas
abaixo de 28°C ou superiores a 39°C. Ao aumentarem a temperatura de 28°C para

39°C, obtiveram decréscimo no rendimento da biomassa de 0,17 para 0,12 g/L. Por
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outro lado, segundo Robert er al. (1991), a temperatura maxima de acumulo de
tensoativos ¢ independente da temperatura otima de crescimento do microrganismo.
Conforme os autores, a temperatura sob a qual a bactéria Pseudomonas aeruginosa
produz maior concentra¢do de raminolipideos é de 37°C, ao passo que sua temperatura
Otima de crescimento se situa ao redor de 27°C. Ainda, o crescimento bacteriano
diminui ligeiramente a temperatura de incubacdo de 30°C, ocorrendo um decréscimo
maior a 37°C.

No que tange a velocidade de agitagdo, a producdo do biossurfactante depende
do tipo de reator e do microrganismo usado.

Yu-Hong et al. (2005), estudaram o efeito de direfentes taxas de agitagdes (50 a
250 rpm) na produgdo de raminolipideos utilizando Pseudomonas aeruginosa J4,
isolada de 4gua residudrias de industria petroquimica, e descobriram que a agitagdo de
200 rpm foi favoravel a producao de raminolipideos, aumentando-a em cerca de 80%.

O aumento da agitagdo de 250 para 500 rpm resultou em decréscimo da
producdo de biossurfactante por Nocardia erythropolis, assim como no crescimento
deste microrganismo (MARGARITIS et al., 1979).

Javaheri et al. (1985) demonstraram que Bacillus licheniformis JF2 produz
biossurfactante anidnico, tanto em condigdo de aerobiose quanto de anaerobiose,
diminuindo a tensdo superficial do meio de 70 para 28 mN/m. Por outro lado, Lin ef al.
(1994) mostraram que a sintese do lipopeptideo JF2 ¢ afetada pela concentragdo de O,
dissolvido, sendo altamente inibido por teores de O, dissolvido de 80%.

O crescimento microbiano e a producao de biossurfactantes estdo intimamente
relacionados a transferéncia de oxigénio no meio de cultivo. Andrés et al. (1994)
estudaram diferentes graus de aeragdo e agitacdo durante a formacgdo de acido 7,10-
dihidroxi-8-decanoico por Pseudomonas sp 42A2, cultivada em 4cido oléico. Os autores
verificaram que baixos valores de Kpa, coeficiente volumétrico de transferéncia de
oxigénio, afetaram negativamente a transformacdo do acido oléico, indicando que o
oxigénio ¢ um fator determinante. A produgdo cresceu significativamente com o
aumento do coeficiente Kya para niveis superiores a 400. Valores mais altos de K;a,
entretanto, levaram a menor produgao.

A produgdo de biotensoativos, visando um processo em larga escala, vem sendo
realizada em biorreatores operando em sistemas de batelada convencional, batelada
alimentada, semicontinuo e com recirculagdo de células (CAMEOTRA & MAKKAR,
1998).
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Durante a producao em mesas agitadoras, alguns parametros como a taxa de
transferéncia de oxigénio e o pH dificilmente podem ser monitorados. Quando se realiza
a fermentagdo em biorreatores a possibilidade de monitorar estes parametros contribui
para a otimizacdo do processo. Apesar destes pontos positivos, a producdo em larga
escala apresenta sérios problemas de processo, devido principalmente, a intensa
formag¢do de espuma. Este ¢ um dos fatores que limita a producdo industrial de
biossurfactantes.

Segundo Guerra-Santos et al. (1986), o cultivo de microrganismos produtores de
tensoativos resulta numa grande formagdo de espuma, o que leva a problemas
operacionais, como transbordamento e o arraste de células e de produto.

Os riscos de formagdo de espuma podem ser minimizados pelo uso de um
sistema de controle de espuma, o qual pode ser mecanico ou, mais comumente utilizado,
um sistema envolvendo a adicdo de um agente quimico antiespumante, como por
exemplo, um composto com base em silicone ou propileno glicol (IRVINE, 1990).
Contudo, no caso de producdo de biossurfactantes, a utilizagdo de agentes
antiespumantes durante a producdo de surfactantes ¢ inadequada (FIECHTER, 1992).
Mas, segundo Linhardt er al. (1989), ndo houve diminui¢do na formacdo de
raminolipideos ou de biomassa pelo uso do antiespumante B (Sigma) ao cultivarem
Pseudomonas sp UI29791, em fermentadores.

Para evitar a formacdo de espuma durante a fermentacdo de Pseudomonas
fluorescens para produgdo de biotensoativos, Persson & Molin (1987) trabalharam com
um volume de meio de cultivo de 2,1 L em um biorreator, com capacidade de 7 L e
removeram as chicanas do equipamento. Neste experimento, a agitacdo aplicada foi de
1000 rpm e a aeracdo de 0,5 vvm. Do mesmo modo, Lang & Wagner (1987) tentando
evitar o arraste celular pela intensa formag¢do de espuma durante a produgdo de
raminolipideos, desenvolveram um sistema utilizando células imobilizadas em reator
operando em sistema continuo. Com isso, as células podem ser facilmente retidas no
seio do meio.

Durante a producdo de raminolipideos por Pseudomonas aeruginosa, em meio
contendo n-hexadecano, foi observada intensa formagao de espuma, particularmente em
valores de pH acima de 6,8 (WU e JU, 1998). No entanto, em pH 6,5 + 0,1, a produ¢do
de raminolipideos foi baixa, com formacao de grande quantidade de 4cidos graxos.

De acordo com Kosaric et al. (1983), alguns biossurfactantes podem estabilizar

uma superficie em expansao durante a formagdo de espuma (interface ar/agua) ou
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durante a emulsificacdo (interface dgua/composto organico). Assim, a coleta de espuma
e emulsdo de culturas produtoras de biossurfactantes seria um método adequado para a
recuperacdo de alguns compostos tensoativos.

Mercadé et al. (1993) utilizaram a formagdo de espuma de forma favoravel na
recuperagao de raminolipideos. Apos o cultivo de Pseudomonas sp em agua residuaria
do refino de 6leo de oliva, o mosto livre de células, apresentando 1,4 g/L. de
raminolipideos, foi armazenado em um tanque no qual foi insuflado ar. A espuma
formada foi coletada em outro tanque, onde se liquefez. Deste modo, obtiveram um
produto com 6,4 g/L. de raminolipideos.

Em alguns casos, a producao de biossurfactante ndo esta associada ao
crescimento celular, apenas ocorrendo em condi¢des limitantes do crescimento. De
modo que, a maxima produ¢do de raminolipideos por Pseudomonas aeruginosa ocorre
apenas apods a fase exponencial de crescimento. Como exemplo, tem-se a limitagdo de
nitrogénio ou de cations multivalentes (HAUSER & KARNOVSKY, 1957).

Syldatk & Wagner (1987) relatam que a produgdo de raminolipideos por
Pseudomonas aeruginosa em glicose, aumentou de 7 a 10 vezes com a limitagdo de
NOs™. A limitagio de Fe*", Mg®" ou Ca®", os quais sdo essenciais para o crescimento
desta espécie, também favoreceu a produ¢do de raminolipideos.

Outro trabalho demonstrou que a limitacdo de ions NH4" ou NO;5 induz a
méaxima producdo de raminolipideos por Pseudomonas sp DSM 2874 em n-alcanos
(SILDATK et al., 1987). Similarmente, a producdo de raminolipideos por linhagem de
Pseudomonas aeruginosa em cultivo continuo, a partir de glicose como fonte de
carbono, resultou em aumento de 7 para 10 g/L, depois da limitagdo do NOs’
(GUERRA-SANTOS et al., 1984).

A producdo de biossurfactante por Pseudomonas fluorescens 378 sé teve inicio
quando as concentragcdes de nitrogénio e oxigénio atingiram valores muito baixos
(PERSSON et al., 1988). Outros autores também demonstraram que a producdo de
biossurfactante por Pseudomonas sp so era significativa quando a cultura atingia a fase
estacionaria de crescimento, possivelmente devido as condigdes limitantes de nitrogénio
e ferro (MULLIGAN et al., 1989; RAHMAN et al., 2000).

A limitagdo dos cations Fe™, Mg™ e Ca™, essenciais para o crescimento de
Pseudomonas, ocasionou um aumento de cerca de 25% na produgdo de raminolipideo

(SYLDATK et al., 1985).
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Outros autores registraram efeitos similares na produgao de agentes tensoativos
por outros microrganismos em condi¢des limitantes de nitrogénio. Por exemplo,
Gobbert et al. (1984) observaram que células de 7. bombicola produziam
soforoselipideos em condig@o limitante de nitrogénio. Do mesmo modo, Davila et al.
(1992), cultivando 7. bombicola CBS em meio contendo como fontes de carbono
glicose e etiléster, verificaram que a producdo de soforoselipideo iniciou apos o
nitrogénio do meio de cultura ter sido incorporado em proteina celular, ou seja,
totalmente consumido.

Mulligan et al., (1989) concluiu, através de seus estudos, que a limitacdo dos
cations multivalentes poderia ser estabelecida pela adicdo de EDTA em caldo nutriente
utilizando a Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027. Neste caso, foi verificado um
aumento na producdo de biossurfactante em presenga de nitrogénio limitante. Esses
resultados indicam que o efeito limitante de nitrogénio ou de cations nao é especifico,
bem como pode estar relacionada a mudanca no estado fisiologico do microrganismo

produtor do biossurfactante.

2.12. Recuperacdo de biotensoativos

A recuperacdo e concentragdo dos biotensoativos a partir do meio de
fermentagdo sdo responsaveis pela ampla fragdo do custo total de sua producdo. A baixa
concentracdo destes produtos no meio de cultivo e, ainda, o carater anfifilico destes
compostos podem ser empecilhos para uma eficiente separacdo. Mas, segundo Lin
(1996), a maioria das aplicagdes ndo requer biossurfactantes com alto grau de pureza
final. Em alguns casos pode ser usado diretamente o meio fermentado, sendo necessario
apenas realizar a inativagdo dos microrganismos nele presentes. De fato, na maioria das
vezes, 0 que importa ¢ que o produto a ser usado apresente as propriedades tensoativas
desejadas.

A recuperagdo dos biotensoativos depende principalmente de sua carga ionica,
solubilidade em agua e localizacdo (extracelular ou intracelular) (DESAI & BANAT,
1997). Como os tensoativos, em sua maioria, apresentam carater lipofilico, podem ser
isolados por métodos classicos de extracao, precipitacdo ou cristalizagdo (SYLDATK &
WAGNER, 1987).

Em alguns casos, glicolipideos, incluindo os raminolipideos podem ser obtidos

através da acidificacdo do meio fermentado, livre de células, com acido cloridrico ou
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sulfarico até pH 2,0-3,0, seguida de refrigeracdao, normalmente por um periodo de 12 h.
Os glicolipideos sdo isolados na forma de precipitados ou cristais, podendo ser
removidos por centrifugagdo (SILDATK & WAGNER, 1987).

Parra et al. (1989) recuperaram os biotensoativos produzidos por Pseudomonas
aeruginosa 44T1 através da secagem a frio do caldo de cultura, livre de células, seguido
de acidificacdo e extragdo com CHCI3:MeOH, na razdo de 2:1. Apos recuperacio, o
produto apresentou boas propriedades tensoativas.

Para extrair glicolipideos produzidos por Pseudomonas aeruginosa, Robert et al.
(1989) promoveram a acidifica¢do até pH 2 do meio, isento de células e, em seguida,
realizaram trés extragcdes consecutivas com cloroféormio e metanol (2:1). O solvente foi
removido por evaporacdo a vacuo e o residuo analisado por cromatografia de camada
delgada em silicagel 60 G. De forma semelhante, Rocha et al. (1992) também utilizaram
cloroférmio e metanol na extragdo do surfactante produzido por Pseudomonas
aeruginosa, na propor¢ao de 2:1:3 em relagdao ao meio fermentado.

Extragdo liquido-liquido também foi adotada por Babu et al. (1996), com
algumas modificac¢des. O caldo de cultura isento de células teve seu pH ajustado para 2
e foi mantido a 4°C durante a noite e entdo extraido trés vezes com dietiléter resfriado.
O solvente foi evaporado a vacuo e o produto foi identificado como sendo um
raminolipideo, através do método do acido fenolsulfurico descrito por Dubois et al.
(1956).

A habilidade das moléculas tensoativas de formar micelas acima da
concentracdo micelar critica, em alguns casos, permite que estes agregados sejam
retidos por membranas de ultrafiltragdo para separagdo de produtos com peso molecular
relativamente alto. Desta forma, impurezas de peso molecular baixo, como sais,
aminoacidos livres, peptideos e pequenas proteinas, podem ser facilmente removidas.
Testando varias membranas de ultrafiltracdo para retengao de raminolipideos, Mulligan
& Gibbs (1990) concluiram que a membrana YM 10 ¢ a mais apropriada para a
separacdo deste glicolipideo. Os autores observaram, ainda, que a ultrafiltragdo pode
exercer um importante papel na purificacdo de biotensoativos, uma vez que grandes
volumes de meio podem ser processados rapidamente, a custo extremamente baixo.

Me¢étodos de recuperagdo de biotensoativos durante o processo fermentativo, ou
seja, enquanto vao sendo produzidos, t€ém se mostrado promissora por apresentar uma

série de vantagens, tais como evitar a inibicdo do microrganismo formado, reduzir os
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custos com solventes para posterior extracdo e gerar aguas residuarias com menor carga
organica.

Syldatk & Wagner (1987) citam um método de produgdo continua de
raminolipideos por células imobilizadas de Pseudomonas sp DSM 2874 em reator de
leito fluidizado, com recuperacao simultanea do produto, pela adsor¢do em resina de
poliestireno Amberlita XAD-2. Segundo os autores, pelos procedimento foi possivel
evitar problemas com a formagdo de espuma durante o cultivo.

Apesar das vantagens sobre os tensoativos quimicos, a utilizacdo dos
biotensoativos tem sido restringida pelo custo de sua producdo. As preocupagdes com o
meio ambiente relacionado aos tensoativos sintéticos, entretanto, tem comegado a pesar
no balango econdmico e global em favor dos compostos produzidos biologicamente.
Além disso, a diversidade quimica dos biotensoativos resulta em ampla variedade de
propriedades fisico-quimicas, sendo alguns compostos particularmente adequados para
fungdes especificas. Sendo assim, hd muitas areas de aplicacdo industrial nas quais os
tensoativos sintéticos poderiam ser substituidos pelos biotensoativos. Os surfactantes
sdo uma importante classe de produtos utilizados em todos os setores da industria na
atualidade. Os campos de aplicagdo podem ser tdo diversos quanto agricultura,
construgdo, industrias de alimentos e bebidas, industrias de limpeza, de couro, de papel
e de metal, téxtil, farmacéutica e petroquimica, entre outras (FIECHTER, 1992).

O maior mercado para os biossurfactantes ¢ a industria petrolifera, onde sdo
utilizados na producdo de petrdleo ou incorporados em formulagdes de Oleos
lubrificantes. Outras aplicagdes incluem biorremediacao e dispersao no derramamento
de 6leos, remogdao e mobilizacdo de residuos de 6leo em tanques de estocagem, e a
recuperagdo melhorada de petréleo. Porém, atualmente, as aplicacdes se distribuem

entre os mais diversos setores industriais (NISCHKE & PASTORE, 2002).

2.13. AplicacGes industriais e tecnoldgicas dos biossurfactantes

Apesar das vantagens sobre os tensoativos quimicos, a utilizagdo dos
biotensoativos tem sido restringida pelo custo de sua producdo. As preocupagdes com o
meio ambiente relacionado aos tensoativos sintéticos, entretanto, tem comegado a pesar
no balanco econdmico e global em favor dos compostos produzidos biologicamente.

Além disso, a diversidade quimica dos biotensoativos resulta em ampla variedade de
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propriedades fisico-quimicas, sendo alguns compostos particularmente adequados para
funcdes especificas.

Sendo assim, hd muitas areas de aplicacdo industrial nas quais os tensoativos
sintéticos poderiam ser substituidos pelos biotensoativos. Os campos de aplicagdo
podem ser tdo diversos quanto agricultura, construgdo, industrias de alimentos e
bebidas, industrias de limpeza, de couro, de papel e de metal, téxtil, farmacéutica e

petroquimica entre outras (FIECHTER, 1992).
2.14. Planejamento de experimentos e otimizagdo de processos

O planejamento experimental, baseado nos fundamentos estatisticos ¢ sem
davida alguma, uma ferramenta pederosa para se chegar as condi¢des otimizadas de um
processo, desenvolvimento da formulagdo de produtos dentro as especificagdes
desejadas ou simplesmente para avaliar os efeitos ou impactos que os fatores tém nas
respostas desejadas (RODRIGUES, 2005).

Para a realizacdo de experimentos significativos e confidveis, deve-se utilizar
um método cientifico de planejamento. Além disso, quando o problema envolve dados
que podem conter erros experimentais, um modo adequado de andlise ¢ por métodos
estatisticos. Em qualquer analise experimental devem-se seguir duas etapas: o
planejamento experimental e a andlise estatistica dos dados, esta ultima dependente do
tipo de planejamento realizado (OLIVEIRA, 2004).

As vantagens do uso do planejamento experimental saio (RODRIGUES, 2005):

» Redu¢do do nimero de experimentos ou repeticdes ¢ melhora a qualidade da
informacao obtida pelos resultados. Isto significa uma sensivel diminui¢ao do trabalho
e, conseqiientemente, do tempo e do custo final;

* Os fatores sdo analisados simultaneamente. Assim, pode-se verificar e quantificar
efeitos sinérgicos e antagonicos entre os fatores de interesse;

= E possivel otimizar mais de uma resposta a0 mesmo tempo. Pode-se maximizar
varidveis como rendimento, produtividade e pureza, e/ou minimizar as variaveis custo e
contaminagao, entre outras, individual ou simultanea;

» Permite calcular e avaliar o erro experimental. Isto é fundamental para que se possa
especificar o nivel de confianga estatistica o qual pode-se estimar a reprodutibilidade do
resultado desejado;

* Nao requer conhecimentos elevados em estatistica.
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A metodologia do planejamento fatorial, associada a andlise de superficies de
respostas, ¢ uma ferramenta fundamental na teoria estatistica, pois permite verificar os
efeitos individuais, as interagdes entre as variaveis, a avaliagao dos erros experimentais
e de regressdo e o equacionamento empirico dos resultados em fungdo das varidveis
escolhidas, minimizando o empirismo que envolve técnicas de tentativa erro (BOX et
al, 1978).

O processo da sintese de biossurfactante envolve diversas varidveis, assim a
analise e planejamento dos experimentos sdo mais confidveis utilizando técnicas
estatisticas para esse fim. A técnica de superficie de resposta, que tem como base o
planejamento fatorial dos experimentos, ¢ de fundamental importancia neste trabalho.

O numero de variaveis a serem estudados aliados a necessidade de se obter uma
estimativa de parametros de uma superficie de segunda ordem e ainda, a redugdo do

esforco experimental, levaram a utilizacdo do Planejamento Composto Central (PCC).
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3.1. Microrganismos

Neste estudo foram utilizadas diferentes linhagens de Pseudomonas aeruginosa:

A linhagem Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027, proveniente de Coleg¢do de
Cultura e gentilmente cedida pelo Dr. Ivano de Fillipis INCQS/FIOCRUZ);

Uma cultura isolada de Landfarming (REDUC/PETROBRAS), cedida pela Escola
de Quimica da Universidade Federal do Rio de Janeiro;

E outra cultura, isolada neste estudo, de solo de uma lagoa contaminada com 6leo
diesel e gasolina, localizada na Fazenda Rio das Pedras no Municipio de Uberlandia,
identificada como Pseudomonas aeruginosa e, posteriormente, denominada

Pseudomonas aeruginosa de lagoa contaminada (PALC).

3.2. Fontes de carbono

Foi testado 6leo de soja in natura (OSN), da marca ABC, produzido na regido de

Uberlandia;

3.2.1. Oleos vegetais residuais

Foram testados 6leos de soja de diferentes origens:

e Oleo de soja residual (OSR), correspondendo a uma mistura de 6leos,

provenientes de subseqiientes frituras de alimentos diversos, recolhidos em vérias

lanchonetes onde ¢ grande o seu descarte;

e Oleo de soja residual usado somente na fritura de carnes (OSRC),

produzido no laboratorio;

e Oleo de soja residual usado somente na fritura de salgados (OSRS),

produzido no laboratorio;

e Oleo de soja residual usado somente na fritura batatas (OSRB),

produzido no laboratorio.

Um volume de 5 L de cada tipo de dleo de soja acima descrito foi distribuido em

frascos de vidro de 1 L de capacidade e armazenado sob refrigeracao a 4°C, para
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utilizagdo durante todo o desenvolvimento do trabalho. Foi utilizada a mesma amostra

para evitar qualquer variacdo de composi¢do da matéria-prima.

3.2.2. Levedura residual cervejeira

Em alguns experimentos foi também empregada levedura inativa seca de
cervejaria na elaboracdo dos meios. Este residuo (Lote 2006-092) foi gentilmente
cedido pela AmBev (Companhia de Bebidas das Américas) e sua composicdo ¢

apresentada na Tabela 3.1.

Tabela 3.1. Composi¢do bésica do residuo seco (100% Saccharomyces cerevisiae)

Constituintes Concentracao (g/kg)
Umidade (max.) 80

Proteina bruta (min.) 400

Matéria fibrosa (max.) 30

Matéria mineral (max.) 80
Aflatoxinas (max.) 50 ppb

3.3. Meios de cultura

Os meios de cultura empregados durante a realizagdo do trabalho sdo descritos a
seguir:

3.3.1. Meio de cultura utilizado no isolamento dos microrganismos

Para o isolamento das culturas bacterianas foram utilizados os meios M1 e M2

propostos por Vecchiolli (1990), cujas composi¢des sao apresentadas na Tabela 3.2.
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Tabela 3.2. Composicao dos meios de cultura utilizados para o isolamento de

microrganismos
Concentracéo (g/L)
Componentes il 2
NaCl 5,0 5,0
K,;HPO4 1,0 1,0
NH4H,PO4 1,0 1,0
(NH4)2SO4 1,0 1,0
MgS04.7H,0 0,2 0,2
KNO; 3,0 3,0
Agar bacteriologico - 20,0

pH do meio ajustado em 7,0 utilizando NaOH 0,1N.

Esterilizag@o por calor umido a 1 atm/15 min.

3.3.2. Meio de cultura para a manutencéo das cepas

As bactérias foram conservadas por repiques mensais, em tubos de ensaio
contendo gelose nutriente (DIFCO 0003) inclinado. Apds incubagdo por 48 horas em
estufa a 30°C, as culturas foram mantidas sob refrigeracdo a 4°C, para diminuir o

metabolismo celular, até futura necessidade de uso.
3.3.3. Meio de cultura para o crescimento do microrganismo

Para o crescimento das culturas bacterianas para emprego como indculo nos
processos fermentativos foi empregado o meio proposto por Santos et al. (2002),

conforme descrito na Tabela 3.3, visto a simples composicdo quimica € o seu baixo

custo.
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Tabela 3.3. Composi¢gdo do meio de cultura utilizado para o crescimento dos

microrganismos produtores de biossurfactantes

Componente Con(zggga@ao
Glicose 10.0
Extrato de levedura 5.0
NH4NO; 1,7
MgS04.7H,0 0.2
Na,HPO4 7.0
KH,PO4 3.0

pH do meio ajustado em 7,0 utilizando NaOH 0,1N.

Esterilizag@o por calor imido a 1 atm/15 min.

3.3.4. Meio de cultura utilizado no processo fermentativo

O meio empregado nos processos fermentativos para a produgdo de
biossurfactantes (MPB) foi idealizado com base no(s) meio(s) descrito(s) por SANTOS
et al. (2002), sendo constituido de 6leo de soja residual, levedura cervejeira residual e

de compostos inorganicos, cuja composicao esta apresentada na Tabela 3.4.

Tabela 3.4. Composicdo do meio de cultura utilizado para a producdo de

biossurfactantes
Concentracéo
Componente
P (g/L)
MgS04.7H20 0,2
Na2HPO4 7,0
KH2PO4 3,0

Oleo de soja residual, nitrato de amonio e levedura cervejeira residual autolizada.
(De acordo com cada experimento).

Todos os meios foram esterilizados em autoclave a temperatura de 121°C por 15
minutos. ApoOs a esterilizagdo, os frascos Erlenmeyers contendo os meios foram
mantidos em cdmara de fluxo laminar, sob luz ultravioleta, até atingir temperatura
ambiente (em torno de 30°C). Antes do uso todos os meios foram submetidos a prova

de esterilidade por incubacao em estufa bacterioldgica por 24 horas.
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3.4. Selecao de microrganismos produtores de biossurfactantes

3.4.1. Coleta das amostras de solo contaminado

Inicialmente foram coletadas aliquotas do solo de uma lagoa contaminada com
6leo diesel e gasolina para isolamento de culturas microbianas com capacidade de
produzir biossurfactante. A lagoa esta localizada na Fazenda Rio das Pedras, que faz
divisa com o terminal de distribuicao de combustivel, situada no Distrito Industrial de
Energia e Quimica de Uberlandia, no Km 20 da Rodovia MG-497. Esta lagoa recebe
freqlientemente aguas de chuvas e de lavagens do patio do terminal, no qual ha
derrames rotineiros de gasolina e 6leo diesel durante o enchimento dos tanques dos
caminhdes de transporte. A Figura 3.1 mostra a foto da divisa entre o terminal e a
fazenda, e a Figura 3.2 mostra a foto das lagoas existentes nesta propriedade.

As amostragens do solo foram feitas conforme norma ABNT (NBR
10007/1987). Para tal, o solo de uma das lagoas contaminadas foi dividido em oito
partes imagindrias, de forma a coletar uniformemente amostras do solo do fundo e da
superficie da lagoa contaminada. As amostras coletadas das oito partes imaginarias

foram entdo misturadas formando uma tinica amostra composta.

Lagoal

Figura 3.1. Foto das duas lagoas localizadas na Fazenda Rio das Pedras, mostrando a

divisa do terminal de combustivel com a propriedade.
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As coletas foram feitas sempre usando frascos estéreis, que foram
imediatamente lacrados e mantidos a 4°C durante o transporte. O processamento da
amostra composta para isolamento das culturas microbianas foi feito dentro de um

periodo de 24 h apds a coleta.

- Canalata

Figura 3.2. Foto da lagoa mostrando a caneleta e o bocal de descarga do efluente na

mesma.

3.4.2. Isolamento das estirpes microbianas

Com este proposito, 10 g da amostra composta do solo da lagoa foram incubados
em frascos de 250 mL de capacidade, contendo 90 mL do meio M1 (Tabela 3.2) e 1%
(v/v) de 6leo de soja residual (OSR), em agitador rotatério (150 rpm) a 30°C por 72
horas. Apds este periodo 9 mL do cultivo foram transferidos para novo meio, por trés
vezes consecutivas, adotando as mesmas condigdes de incubacdo acima mencionadas,
totalizando 12 dias de adaptagao.

Para o isolamento foi utilizada a técnica de plaqueamento em superficie usando
o meio mineral M2 (Tabela 3.2) acrescido de 0,5% (v/v) de dleo de soja residual. Para
tanto, a partir do ultimo cultivo, ou seja, apos adaptacdo dos microrganismos ao 6leo de
soja, foi tomada aliquota de 1 mL, foram feitas dilui¢des decimais seriadas de 10" a 10

em solugdo fisiologica, sendo 0,1 mL de cada dilui¢do distribuida, com auxilio de alca
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de Drigalsky, na superficie do meio em placas de Petri. As coldnias formadas foram
repicadas para tubos de ensaio contendo agar M2 acrescido de 0,5% (v/v) de 6leo de
soja residual inclinado. As culturas foram sucessivamente plaqueadas, tantas vezes
quantas necessarias, até a obtengdo de culturas puras, o que foi comprovado por
observagdes morfoldgicas macroscopicas das colonias formadas e pela andlise da
morfologia microscopica pela observacao de preparagdes coradas pelo método de Gram

(MADIGAN et al., 2003).

3.4.3. Manutencéo das linhagens de Pseudomonas aeruginosa

As bactérias foram conservadas por repiques mensais, em tubos de ensaio
contendo gelose nutriente (DIFCO 0003) inclinada. Ap6s incubagdo por 48 horas em
estufa a 30°C, as culturas foram mantidas sob refrigeracdo a 4°C, para diminuir o
metabolismo celular, até futura necessidade de uso. A pureza dos cultivos durante a
manuten¢do da cultura e nos processos fermentativos foram periodicamente verificadas
por observagdes microscopicas de preparagdes coradas pelo método de Gram

(MADIGAN, MARTINKO & PARKER, 2003).

3.4.4. Avaliacao da producéao de biossurfactantes pelos microrganismos isolados

Para identificar as estirpes mais promissoras quanto a producdo de
biossurfactante, 3 al¢adas das culturas isoladas mantidas em gelose M2 inclinada foram
usadas para inocular frascos Erlenmeyers de 500 mL contendo 100 mL de meio M1
acrescido de 1% (v/v) de 6leo de soja residual. Estes meios foram incubados sob
agitacdo constante de 170 rpm a temperatura de 30 + 1°C por 48 horas. Apds este
periodo, foram retiradas aliquotas de 50 mL, que apds centrifugacao a 12.500 rpm
(correspondente a um campo centrifugo relativo de 18.900 g) por 20 min. para remogao
das células, foram avaliadas quanto a tensdo superficial. Estes experimentos foram
realizados em triplicata para garantir a confiabilidade dos resultados. Foi selecionada
para identificacdo a cultura cujo cultivo promoveu a maior reducao da tensdo superficial

do meio.
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3.4.5. Identificagéo da cultura microbiana

A linhagem bacteriana selecionada no item anterior foi identificada no
Laboratorio de Enterobactérias da Fundagdo Oswaldo Cruz (FIOCRUZ), sob
coordenacdo da Dra Daélia dos Prazeres Rodrigues, através das Provas Classicas de

Bioquimica.

3.5. Experimentos
3.5.1. Preparacao do inoculo e fermentacédo em incubadora rotativa

Inicialmente foi feita a ativagdo dos microrganismos por repiques da cultura
estoque para tubos contendo meio gelose nutriente (DIFCO 0003) inclinado. Apos
incubagdo a 30 £ 1°C por 48 h, 3 alcadas da cultura microbiana foram cultivadas em
100 mL do meio de crescimento (Tabela 3.3) em frascos Erlenmeyers de 500 mL, a 30
+ 1°C, sob agitacdo de 170 rpm, em agitador oscilatorio rotatério B. Braun — Biotech
International, por 24 h.

Apos este periodo, o meio contendo o indculo foi transferido (10% m/v) para
dez novos frascos Erlenmeyers de 500 mL contendo 50 mL de meio de produgdo
(Tabela 3.4). Em seguida, eram colocados na incubadora rotativa (430 RDB da marca
Nova Etica) por um periodo de 48 horas a 30 £1 °C e 170 rpm.

Ao final do processo fermentativo, aliquotas dos mostos fermentados foram
retiradas e centrifugadas a 13.000 x g a temperatura de 4°C para separacdo das células
(biomassa), e os sobrenadantes obtidos foram analisados quanto a concentragdo de

raminose, tensdo superficial e indice de emulsificagao.

3.5.2. Planejamentos experimentais fatoriais 2*

Para a realizacdo de experimentos significativos e confiaveis, utilizou-se um
método cientifico de planejamento. Quando o problema envolve dados que podem
conter erros experimentais, um modo adequado de analisar ¢ por métodos estatisticos.
Em qualquer experimento ha duas etapas: o planejamento de experimentos e a analise
estatistica dos dados. Estas etapas estdo intimamente ligadas, uma vez que o método a

ser utilizado para a andlise depende diretamente do planejamento realizado.
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A organizagdo de um planejamento fatorial consiste em selecionar os fatores
(variaveis independentes do sistema) e escolher os niveis (valores assumidos pelas
varidveis) que serdo estudados. A determinacdo da quantidade de experimentos ¢ feita
de acordo com a quantidade de variaveis estudadas e com os niveis estipulados para
essas variaveis. O planejamento ¢ representado na forma de poténcia, fornecendo assim
o nimero de experimentos a serem realizados.

A utilizacdo do planejamento fatorial na realizagdo dos experimentos permite
avaliar quais as variaveis afetam a resposta estudada, se ha interacdo entre as variaveis,
quais delas sdo importantes e ainda a elaboragdo de modelos empiricos que relacionam
a variavel resposta aos fatores estudados (PORTO, 2001).

Com o intuito de selecionar a linhagem de Pseudomonas aeruginosa e avaliar a
tendéncia de algumas varidveis de processo para a producao do raminolipideo, optou-se
por realizar dois planejamentos experimentais a dois niveis com quatro variaveis (2°),
estabelecendo um total de 32 experimentos, contabilizado a réplica, para cada
planejamento. No primeiro planejamento selecionou-se uma das duas linhagens
estudadas e no segundo planejamento utilizou a linhagem selecionada no primeiro e a
outra linhagem ainda ndo estudada e selecionou a linhagem a ser empregada no restante
do estudo.

As quatro variaveis escolhidas foram:

» Concentragao de dleo de soja residual (X;);

» Concentracdo de nitrato (X3);

» Concentracdo de levedura cervejeira residual (X3);
>

Linhagem do microrganismo (X4).

Como resposta, adotaram-se as seguintes analises: produ¢do de raminose, indice de
emulsificagdo, tensdo superficial e crescimento celular. Além disso, realizou-se o
acompanhamento do pH. Os célculos estatisticos foram realizados utilizando o Sofiware
Statistica 5.1.

Definido o planejamento a dois niveis, estabeleceu-se o nivel superior,
representado pelo sinal +1 das varidveis X;, X, X3 e X4 como sendo, respectivamente
concentragdo de oleo de soja residual de 15 g/L, concentragdo de nitrato de 13 g/L,
concentragdo de levedura cervejeira residual 10 g/L e linhagem do microrganismo
Pseudomonas aeruginosa PALR e o nivel inferior representado pelo sinal —1 das

variaveis Xj, Xp, X3 € X4, como sendo respectivamente, concentragao de 6leo de soja
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residual de 5 g/L, concentracao de nitrato de 1 g/L, concentracao de levedura cervejeira
residual 0 e linhagem do microrganismo Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027. Todos
os experimentos foram realizados a 30 + 1°C, com pH inicial do meio de 7,0 e o tempo
de fermentacao de 48 h.

Os niveis superiores e inferiores das variaveis: concentracdo de 6leo de soja
residual e nitrato de amonia foram selecionados através de consultas bibliograficas de
forma que os valores apresentados na literatura estivessem entre os dois niveis do
planejamento. (ZHANG et al, 1992; DESHPANDE et al, 1995; CHOUNG et al, 1999;
TURKOVSKAYA et al, 1999; ABALOS et al, 2000; RAHMAN et al, 2000;
CONTIERO et al, 2001; SANTA ANNA et al, 2001; BANAT et al, 2002; SANTOS et
al, 2002).

Com relagdo a concentracdo de levedura cervejeira residual utilizou-se 0 g/L
como nivel inferior visando verificar a contribuicdo desta variavel na producdo de
biossurfactante. Como nivel superior adotou-se 10 g/ com base na literatura,
considerando a concentragdao de extrato de levedo normalmente presente em meios de
crescimento (SANTOS et al, 2002, MORIKAWA, M., et al, 2000; FOX, S.L., et al,
2000). Ressalta-se que no inicio do processo fermentativo, em todos os ensaios
realizados, foram adicionados na ordem estabelecida de concentragdo inicial (Xo) 0,214
e 0,199 g/L células de Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 e P. aeruginosa isolada
PALR, respectivamente.

A matriz do planejamento utilizado esta representada na Tabela 3.5.
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Tabela 3.5. Matriz do planejamento experimental a dois niveis

. X1 X X3

Experimento (/L) (g/L) (/L) Xa
1 +1 +1 +1 +1
2 +1 +1 +1 -1
3 +1 +1 -1 +1
4 +1 +1 -1 -1
5 +1 -1 +1 +1
6 +1 -1 +1 -1
7 +1 -1 -1 +1
8 +1 -1 -1 -1
9 -1 +1 +1 +1
10 -1 +1 +1 -1
11 -1 +1 -1 +1
12 -1 +1 -1 -1
13 -1 -1 +1 +1
14 -1 -1 +1 -1
15 -1 -1 -1 +1
16 -1 -1 -1 -1

Experimento par utilizou-se a cultura Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 (-1).

Experimento impar utilizou-se a cultura isolada Pseudomonas aeruginosa PALR (+1).

Experimentos com menor concentra¢do adotou-se —1 e com a maior concentragdo +1.

Concentragdo inicial (Xo) 0,214 g/L células de Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 e 0,199 g/L células
P. aeruginosa isolada PALR

Como mencionado acima, foi também realizado um segundo planejamento
experimental para as mesmas variaveis independentes adotando os mesmos niveis com
as culturas Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 (experimento par +1) e a cultura
isolada Pseudomonas aeruginosa PALC (experimento impar -1). No inicio do processo
fermentativo, para todos os ensaios realizados, foi adicionado na ordem estabelecida de
concentragdo inicial (Xp) 0,28 € 0,3 = 0,02 g/L células, para a Pseudomonas aeruginosa

9027 e Pseudomonas aeruginosa isolada PALC, respectivamente.
3.5.3. Planejamento experimental composto central

Os resultados dos planejamentos anteriores, além de possibilitar a selecdo da
melhor cultura microbiana, mostraram a tendéncia das variaveis estudadas. Assim,
visando otimizar o processo em relacdo as seguintes variaveis operacionais:
concentragdo 6leo de soja residual, nitrato de amodnio e levedura cervejeira residual, fez-

se necessario realizar um planejamento composto central com 2’ mais 2 réplicas no
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ponto central mais 6 experimentos no ponto axial, com o de ortogonalidade igual a
1,287, resultando em 16 experimentos, conforme apresentado na Tabela 3.6.
Os niveis das varidveis estudadas foram colocados na forma codificada

(adimencionalizada) na matriz de planejamento.

Tabela 3.6. Matriz de planejamento experimental (PCC) com trés variaveis

Experimento Variaveis

X1 Xz X3
1 -1 -1 -1
2 -1 -1 1
3 -1 1 -1
4 -1 1 1
5 1 -1 -1
6 1 -1 1
7 1 1 -1
8 1 1 1
9 -0 0 0
10 a 0 0
11 0 -0 0
12 0 o 0
13 0 0 -0
14 0 0 o
15 0 0 0
16 0 0 0

X — Concentragdo de 6leo de soja residual (g/L);
X, — Concentragdo de nitrato de amoénio (NH4NO; em g/L);
X; — Concentragdo de levedura cervejeira residual (g/L).

Os niveis das varidveis estudadas foram colocados na forma codificada
(adimensionalizada), utilizando a seguinte equagdo geral de codificagdo (Equagdo 3.1):
Equagao geral: X, =[(X — Xo)]/(X+1 — X.1)/2 3.1)

Sendo: X ¢ o valor da variavel a ser calculado;
Xo € o valor da variavel no ponto central;
X4 € o valor da variavel no nivel superior;

X_1 € o valor da variavel no nivel inferior.

As equagdes codificadas utilizadas no experimento sdo demonstradas pelas
Equagdes 3.2,3.3 ¢ 3.4.
- Concentragao de oleo de soja residual: X; =[OSR (g/L) —22]/16 (g/L) (3.2)
- Concentragdo de NH4Cl: X, = [NA (g/L) — 5,625 (g/L)] / 4,375 (g/L) (3.3)
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- Concentragao de levedura cervejeira residual X3 = [LCR (g/L)—11,5]/8,5 (g/L) (3.4)
O valor de a adotado foi de 1,287, determinado pela Equagao (3.5), e que

conduz a um PCC ortogonal, ou seja, um planejamento onde a matriz da variancia e

covariancia ¢ diagonal e os parametros ndo sdo correlacionados (BOX et al., 1978).

a = (QG/4)" (3.5)

sendo, Q = [(G + T)"? - G'*7

G = numero de pontos fatoriais (G = 2%, se completo);

T = niimero de pontos adicionais no PCC T = 2" + namero de réplicas centrais.

A Tabela 3.7 apresenta as concentragdes empregadas em cada um dos 16
experimentos do PCC. Todos os experimentos foram realizados a 30 + 1°C, com pH
inicial do meio de 7,0 e o tempo de fermentagdo de 48 h. Utilizou-se no inicio do
processo fermentaivo a concentracdo inicial (Xo) 0,3 £ 0,02 g/L células, na fase de

crescimento exponenciais, para a Pseudomonas aeruginosa isolada PALC.

Tabela 3.7. Concentragdes empregadas para cada variavel nos 16 experimentos do PCC

OLEO NITRATRO LEVEDURA CERVEJEIRA
EXPERIMENTO  RESIDUAL DE AMONIO RESIDUAL

(9/L) (9/L) (9/L)

1 6 1,25 3

2 6 1,25 20

3 6 10 3

4 6 10 20

5 38 1,25 3

6 38 1,25 20

7 38 10 3

8 38 10 20
9 1,4 5,625 11,5
10 42,6 5,625 11,5
11 22 0 11,5
12 22 11,25 11,5
13 22 5,625 0,56
14 22 5,625 22,5
15 (C) 22 5,625 11,5
16 (C) 22 5,625 11,5

Todos os experimentos foram realizados com o microrganismo Pseudomonas aeruginosa PALC.
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Definida a matriz do planejamento e as condi¢des de cada experimento, partiu-se
para a etapa seguinte que foi a realizacdo dos experimentos, buscando a maxima
fidelidade nas condi¢des impostas pela matriz em cada corrida.

Apds a coleta das amostras, foram realizados os testes de tensdo superficial,
indice de emulsdao, producdo de raminose e biomassa. Visando uma maior
confiabilidade nos resultados obtidos, foram realizadas réplicas para cada experimento.

Realizadas todas as corridas e obtidas as suas respectivas respostas, iniciou-se o
tratamento estatistico dos dados. A Equagdo (3.6) apresenta de forma completa a
equacdo empirica de 2° ordem proposta, que representaria cada uma das respostas
estudadas.

Y= Bo + ax; + bxy + cx3 + dx4 + ex;x; + fX;X3 + gX1x4 + hxox3 + 1XoX4 + jX3X4 + 1X12 +

rnxz2 + nX32 + pX42 (3.6)
Sendo:

o Y= resposta estudada;

o Bo= valor médio da resposta;

o a,b, c,....p= constantes ou parametro da equacao;

° x;= concentracao de 6leo de soja residual;

° X,= concentragdo de nitrato de amonio;

. x3= concentracdo de levedura cerejeira residual.

Foi realizada para cada resposta uma analise de regressao multipla, pelo método
dos minimos quadrados, partindo-se da equagdo original (3.6) e feita uma aplicacao
estatistica da estimativa dos parametros através dos valores de t de Student para cada
um, sendo eliminados aqueles com nivel de significancia superior a 10%, ou seja, as
variaveis relacionadas a estes sdo consideradas nao relevantes. O valor da distribuigao t
de Student ¢ importante para o calculo da significancia dos parametros e ¢ definido
como a relacdo entre o valor do pardmetro estimado e o seu desvio padrao.

O valor de F (Ficher) ¢ determinado pela razdo entre o quadrado médio da
equacdo ajustada (QME) e o quadrado médio do residuo (QMR), como mostra a
Equagdo 3.7. O valor obtido para F pode ser usado para a realizagdo de um teste de
hipdtese para a verificagdo da adequacdo aos dados experimentais. Quanto maior o

valor de F, melhor serd o ajuste do modelo em questao.
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_ OME
F_QMR (3.7)

O quadrado médio da equacdao (QME) e o quadrado médio do residuo (QMR)

sao dados pelas Equagdes 3.8 e 3.9, respectivamente.

OME = Soma dos quadrados dos valores preditos
Numero de graus de liberdade da equagao

(3.8)

OMR Soma dos quadrados do residuo

= 3.9
Numero de graus de liberdade do residuo 39)

O coeficiente de correlagio quadratico R* ¢ a comparagio entre o F calculado
(Fc) e o F tabelado (Fr) foram utilizados para a constatagdo da significdncia ou ndo do
modelo. Eliminando os parametros nao significativos, definiu-se para cada uma das
respostas estudadas uma equagdo que representa os efeitos das variaveis do processo
nestas, ¢ a determinagcdo das varidveis que mais afetam a resposta. O residuo da
estimacdo ¢ definido como a diferenca entre os resultados experimentais e os previstos
pela Equagdo 3.10. Na andlise dos residuos, os graficos devem ser aleatdrios e

independentemente distribuidos para comprovar a validade das equagdes.

e=Y_-Y (3.10)

exp

Sendo ¢, Y.

exp

e Y correspondem a residuo de estimacdo, resultado experimental e

resultado tedrico, respectivamente.

3.5.4. Producao de biossurfactante em biorreator

Com o objetivo de estudar a importdncia da vazdo de ar e a velocidade de
agitacdo durante a fermentacdo com a cepa isolada de Pseudomonas aeruginosa PALC
na obtengdo de maiores rendimentos de raminolipideos, foi realizado um planejamento
fatorial completo com nove experimentos com variagdes nos valores de aeragdo em vvim
(0,5; 1,0 e 1,5) e agitagao em rpm (300; 550 e 800), sendo avaliados como variaveis
respostas a producdo de raminose (RM), indice de emulsdo (IE) e tensdo superficial

(TS).
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Todos os ensaios foram realizados em biorreator (modelo BIOFLO IV, New
Brunswick Scientific Co. Inc.) com capacidade para 3L, contendo 1,2L de volume de
trabalho. O volume de in6culo variou de acordo com a densidade microbiana do pré-
inéculo, sendo utilizado um valor correspondente a concentragdo inicial de células de
0,3 £ 0,02 g/L no meio de produgaio.

Durante 48 horas de processo, foram mantidas constantes a temperatura e pH em
30£1°C e 7,0 respectivamente, em mesa de agitagdo a 170 rpm. As amostras de espuma
eram periodicamente (ou continuamente) retiradas com a ajuda de um coletor de
espuma, situado na parte interna do reator, logo acima da superficie de caldo.

Os célculos da otimizagdo para as variaveis: velocidade de agitagdo e taxa de
aeracdo foram realizados a partir de um algoritmo realizado no programa Maple VIII
release 4 a partir da equacdo completa do modelo (Equagdo 3.6) que relaciona a

resposta estudada em fungao das varidveis.

A matriz do planejamento utilizado esta representada na Tabela 3.8.

Tabela 3.8. Matriz do planejamento fatorial completo a trés niveis

Experimentos A(irjﬁgo A(g;;?g? °
1 300 0,5
2 300 1,0
3 300 1,5
4 550 0,5
5 550 1,0
6 550 1,5
7 800 0,5
8 800 1,0
9 800 1,5

Os niveis das varidveis estudadas foram colocados na forma codificada
(adimensionalizada), utilizando a seguinte equagdo geral de codifica¢dao (Equagdo 3.1):
As equagdes codificadas utilizadas no experimento sdo demonstradas pelas

Equagdes 3.11 e 3.12.
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- Taxa de aeragao: X1 = [aeracdo (vvm) — 1,0] /0,5 (vvm) (3.11)
-Velocidade de agitacdo: X2 = [agitacao(rpm) — 550 (vvm)] / 250 (vvm) (3.12)

3.5.5. Regulacéo e processo fermentativo dos raminolipideos

Realizaram-se duas fermentacdes utilizando as melhores condigdes
experimentais definidas no PCC e no Planejamento Fatorial Completo. A primeira
fermentagao foi realizada sem o acréscimo de 6leo de soja residual no meio fermentado,
com o objetivo de verificar a influéncia da levedura cervejeira residual como fonte de
carbono na producdo de biossurfactantes. A segunda fermentacdo foi realizada sem a
adi¢do dos sais inorganicos MgSO4.7H,O, Na,HPO4 e KH,PO4, com o intuito de
verificar a influéncia dos mesmo na produgdo de biossurfactantes e o efeito do

tamponamento no meio de cultivo.

3.5.6. Estudo comparativo da producdo de biossurfactante a partir de 6leos

diferentemente processados

Visando a comparagdo da producgdo de raminose a partir de 6leos diferentemente
processados foram realizados ensaios utilizando como fonte de carbono 6leo de soja in
natura (OSN), oleo de soja residual proveniente da fritura de diversos alimentos (OSR)
e oleo de soja de frituras em separado de carnes (OSRC), salgados (OSRS) e batatinha
(OSRB).

3.6. Recuperacéo de biotensoativos

Para recuperagdo dos compostos biotensoativos utilizaram-se dois métodos:
extragcdo organica e coluna de adsorcao.

Os raminolipideos foram separados das células por centrifugagdo (12.500 rpm,
20 °C, 20 min), e o sobrenadante foi acidificado pH 2,0 com HCI 4,0 N, mantido sob
refrigeragao a 4 °C em overnight. O raminolipideo precipitado foi recuperado por
centrifugacdo (18,900 g, 4 °C, 30 min), ressuspendido com 5 mL de HCI 0,04 N, e
extraido com o mesmo volume (5 mL) de cloroférmio e etanol 2:1. A fase organica foi
separada (funil de separa¢do), e a solugdo foi colocada em evaporador a vacuo por 30

min a 62 °C (Rahman et al, 2002)

69



Capitulo 3. Materiais e Métodos

Foi realizado teste de extracdo de raminolipideos utilizando-se o método descrito
por Sana Anna et al (2002), onde o resultado do raminolipideo precipitado foi
recuperado por centrifugacao (18,900 g, 4 °C, 30 min), ressuspenso com HCI1 0,04 N, e
extraido com o mesmo volume de acetato de etila. A fase organica foi separada, secada
com MgSO4, e a solugao foi colocada em evaporador a vacuo por 30 min a 62 °C.

Utilizando-se o método de recuperacdo de biotensoativos por coluna de
adsor¢do, o caldo de cultivo (livre de células) foi eluido em coluna de adsorcao
contendo resina de poliestireno Amberlita XAD-2 (Supelco), como descrito por
REILING et al (1986). A coluna de vidro, contendo 200 g de resina foi primeiramente
equilibrada em tampao fosfato 0,1M com pH 6,1. Posteriormente, o material obtido do
caldo de cultivo foi eluido. A adsorcdo de compostos tensoativos foi verificada pela
medida de tensdo superficial do material retirado da coluna. Quando a tensdo superficial
era menor que 35,0 dina/cm, indicando que a coluna estava saturada, procedeu-se sua
lavagem com um volume de agua destilada igual 2 leitos. A elui¢ao do biossurfactante
foi realizada lavando-se a coluna com metanol. O metanol contendo o produto foi,
entdo, evaporado em estufa a vacuo (2 h a 60 °C), obtendo-se assim a mistura de

raminolipideos.

3.7. Cinética

A fermentacdo foi conduzida em biorreator (B. Braun Biotech Internacional) de
6L de capacidade com volume util de 3,2 L com duracdo méaxima de 96 horas, sob
agitacdo de 550 rpm e aeragdo de 0,5 vvm a 30 £1 °C. Os experimentos foram
realizados, no reator de 6 litros, nas mesmas condigdes de indculo, fontes de carbono ¢
nitrogénio, agitacdo, aeragao ¢ kpa (coeficiente volumétrico de oxigénio dissolvido)
usados para producdo de biossurfactante em reator de 3 litros para comparar a
reprodutibilidade dos resultados.

Visando a convalidacdo do modelo cinético foi realizado também o estudo

cinético em reator de 3L nas mesmas condi¢des experimentais do reator de 6L.

3.7.1. Modelagem da producéo fermentativa de raminose

A identificagdo paramétrica foi possivel a partir dos resultados experimentais de

ensaios efetuados sob condi¢gdes controladas. Os valores dos pardmetros foram obtidos
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por uma técnica de regressao nao-linear, usando um algoritmo de resposta multipla
(Marquardt, 1963).

A integracdo do conjunto de equacdes diferenciais para o calculo dos parametros
por ajuste aos dados experimentais foi realizada com auxilio de um algoritmo de Runge-
Kutta de quarta-ordem.

A identificacdo paramétrica ¢ ilustrada por uma boa correlacdo, entre os valores
experimentais e aqueles fornecidos pelo modelo. O desvio padrao do erro dos
parametros na regressao ndo-linear foi calculado, junto com a soma dos quadrados dos

residuos.

3.7.2. Construcdo do modelo cinético

As equagdes do modelo expressam o crescimento, o produto € o consumo dos
nutrientes como uma fun¢do somente da biomassa e sua evolug¢do no tempo.

As mudangas na biomassa e producdo de raminolipideos foram representadas
pelas Equagdes (3.13) e (3.14), respectivamente. A evolucdo dos trés nutrientes
avaliados com o tempo foi definida pelas Equagdes (3.15), (3.16) e (3.17).

dX

X _ 3.13
s (3.13)
dRam _ 54X, (3.14)
e di
%:_ad_X; (3.15)
di di
Pt LdX
o= 3.16
i~ Va (310
Nt dx
o 3.17
a G17

e Sendo X a concentragdo de biomassa residual (g X/L);
e Ram a concentracdo de raminolipideo (g Ram/L);

e NO; a concentragdo de nitrato (g NO3/L);

e Ptaconcentragao de fosforo total (g Pt/L);

e Nt a concentragdo de nitrogénio total (g Nt/L).
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Nestas equagdes os termos u (1/h), A(g Ram/g biomassa/h), a (g NO;/g
biomassa/h) £ (g Pt/g biomassa/h) e y (g Nt/g biomassa/h) representam a velocidade
especifica de crescimento, o rendimento de raminolipideos e os rendimentos de
consumo dos trés nutrientes (nitrato, fosforo total e nitrogénio Kjeldahl total) em

relacdo ao crescimento celular.

3.7.3. Modelagem do crescimento celular

A taxa de crescimento (u) foi expressa como uma fun¢do unicamente da

biomassa pela utilizacdo da equacdo logistica descrita por Verhulst (1844), Pearl e Reed

(1920) apud Bailey (1986). [Equacio (3.18)].

X
ﬂ=ﬂmax(1—ﬁ) (3.18)

Sendo 4. @ velocidade especifica maxima de crescimento (1/h) e X* a maxima

concentragdo celular obtida.

3.7.4. Modelagem das outras fungdes

O modelo investigado nesse estudo para a formagdo de raminose e consumo de
nutrientes foi dado pelas equagdes de Luedeking-Piret [Equacdes (3.14), (3.15), (3.16) e
(3.17)].

3.8. Analises quantitativas

3.8.1. Morfologia

O estudo da morfologia microscopica foi fundamental para a obtencdo de
culturas puras durante o isolamento e para determina¢ao da pureza dos cultivos durante
0s experimentos.

Microscopica - as células microbianas foram observadas por meio de
preparagdes coradas pela técnica de Gram (MADIGAN, MARTINKO & PARKER,
2003) em microscopio 6tico OLYMPUS modelo cover 018.

Identificacdo — algumas das células microbianas foram identificadas pelo
Laboratorio de Enterobactérias da Fundagdo Oswaldo Cruz (FIOCRUZ) através de

Bioquimica Cléssica.
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3.8.2. Concentracdo de fosforo total

As concentragdes de fosforo totais foram determinadas pela digestdo de acido
percldrico em reagdo com molibidato de amonio e acido ascorbico conforme descrito no

Standart methods 20th, 1998.

3.8.3. Concentracéao de nitrogénio Kjeldahl total (NKT)

As concentracdes de NKT foram determinadas pelo método titulométrico apos
digestdo com 4acido sulftirico e catalisados com sulfato de cobre e potassio ascorbico

conforme descrito no Standart methods 20th, 1998.

3.8.4. Concentracao de nitrato

A determinagdo de nitrato consumido foi pela adaptacio do método
colorimétrico a partir do nitrato precipitado utilizando a metodologia descrita nas

normas do Instituto Adolfo Lutz, 1985.

3.8.5. Tensdao superficial

A producdo microbiana de biossurfactante foi indiretamente determinada pela
reducdo da tensdo superficial do meio de cultura, apds o cultivo do microrganismo.
Com este fim, amostras dos meios fermentados, previamente centrifugadas a 12500 rpm
a 12°C por 25 minutos para remocao das cé€lulas, foram analisadas em tensidmetro da
marca Fisher (modelo 21).

A medida da tensdo superficial foi feita em aliquota de 10 mL utilizando
pequenas placas de Petri. As andlises foram realizadas a 25°C e o aparelho foi
previamente calibrado com pesos aferidos. Nos testes foi utilizado um anel de platina-
iridium com 2 cm de didmetro e 6,0 cm de altura que era imerso no liquido a ser
analisado. Cada experimento teve sua tensao superficial medida por trés vezes e como

resultado foi considerada a média das trés medidas.

3.8.6. Concentracao de raminose

A concentragdo de raminose foi determinada de acordo com o método descrito

por RAHMAN (2002). O teste consiste em adicionar 1 mL da amostra a 4,5 mL de
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acido sulfarico (70%). Em seguida, misturar vigorosamente a solugdo e aquecé-la a
100°C por 10 minutos, esfriando-a a seguir até atingir a temperatura ambiente, quando ¢
adicionada a mistura 0,1 mL de solugdo recém-preparada de acido tioglicolico (3%).
Apds repouso por 3 horas na auséncia de luz ¢ feita a leitura da absorbancia no
comprimento de onda de 420 nm, quando foi utilizado o espectrofotometro da marca
Genesys (modelo 10UV). O valor da absorvancia foi relacionado com a concentragdo de
raminose através de curva de calibracdo previamente construida, onde a aborvancia de

0,5 correspondeu a concentracao de raminose de 0,15 g/L.

3.8.7. Indice de emulsificagio

A atividade emulsificante foi determinada de acordo com o método descrito por
COOPER e GOLDENBERG (1987). O teste consiste em adicionar 6 mL de querosene
de aviacdo a 4 mL do caldo fermentado centrifugado, contido em tubo de ensaio (1,8 x
15 cm) e tampa de rosca.

Apos agitagdo vigorosa em vortex por 2 minutos, a emulsdo formada foi deixada
em repouso por 24 horas. O indice de emulsdo (E24), um valor percentual, corresponde
a altura da camada emulsionada dividida pela altura total do liquido, multiplicada por

100, conforme Equagao 3.19.

HEM
H,x100

E,y(%) = (3.19)

Sendo: Hgym = altura da camada emulsionada

H, = altura total do liquido

3.8.8. Biomassa

A biomassa foi determinada através da sua massa seca. Para tanto, amostras do
meio fermentado foram centrifugadas (centrifuga da marca Beckman Coulter J — 25)
12500 rpm por 15 minutos. As células precipitadas foram lavadas e centrifugadas por
mais trés vezes em agua destilada. Apds a ultima centrifugacdo, as células foram
suspensas em agua destilada e transferidas para capsulas de porcelanas previamente
taradas e levadas a estufa a 80°C por 24 horas. A determinag¢do da massa seca foi feita

pela diferenca dos pesos final e inicial das capsulas.
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3.8.9. Concentracéo de oxigénio dissolvido

Durante os cultivos realizados em biorreator, a pressdo parcial de oxigénio
dissolvido foi monitorada por eletrodo polarografico esterilizdvel METTLER

TOLEDO.

3.8.10. Procedimento de calibragéo do eletrodo

Para a calibrag¢do do eletrodo, passou-se uma corrente de nitrogénio, até todo o
oxigénio ser expulso. Isto foi verificado pela estabilizagdo da leitura da pressdo parcial de
oxigénio (pO2) em valores proximos a 0% de saturacdo em oxigé€nio. Neste momento
definiu-se 0% de saturacao de O2.

A seguir, alterou-se a corrente, passando-se ar no sistema. No momento da
saturacdo do meio com ar, considerou-se o valor obtido como 100% de saturagdo. Este
procedimento foi feito por trés vezes, na propria cuba de fermentagcdo, apds

esterilizagdo, nas condigdes de operacao (pH, temperatura e meio de cultivo).

3.8.11. Determinacéo do coeficiente volumétrico de transferéncia de oxigénio (K_a)

em biorreator contendo o meio MPB.

O coeficiente volumétrico de transferéncia de oxigénio (KLa) inicial foi
determinado com base no método “gassing-out”, descrito por WISE, citado por
RAINER (1990), que prevée a utilizagdao de eletrodos com principio polarografico para
medida da pressdo parcial de oxigénio. Este método ¢ indireto, ou estatico, por ser
realizado na auséncia de células e ter como principio, a medida da absor¢do de oxigénio
em uma solugao.

Inicialmente, o biorreator foi preenchido com o meio MPB e as condigdes de
operacdo foram ajustadas. Em seguida, a concentragdo de oxigénio dissolvido no liquido
foi reduzida a zero pela passagem de nitrogénio. As leituras das concentragdes de
oxigénio dissolvido foram realizadas em percentual de saturagdo, em intervalos de 30
segundos, com a finalidade de construir um gréafico relacionando a quantidade de
oxigénio dissolvido no meio em fun¢do do tempo, a fim de determinar os valores de K;a

(coeficiente global de transferéncia de oxigénio).
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Neste momento, foi reiniciada a aeracdo do meio e registrada a variacao da
concentra¢do de oxigénio dissolvido em relagdo ao tempo.
A Equacdo 3.20 descreve a variacdo da concentracdo de oxigénio dissolvido

com o tempo.

C \dC .
In|l-— | —=K,a(C -C 3.20
n( C ) dt La( ) ( )

Sendo C* - concentracdo de oxigénio dissolvido na saturacdo (mmol/L).

C - concentragdo de oxigénio dissolvido no instante t (mmol/L).

Sua solugdo fornece a equacao 3.21:

c]c* dc _ t

oo K (3.21)

C=0 =0

Rearranjando e integrando a Equacdo 3.21, tem-se a Equacdo 3.22 e 3.23:

In (%J =—K,at (3.22)
€
C
ln(l —FJ =-K,at (3.23)

A Equacao 3.15, mantém uma correlacao linear entre o lnil— ;j e o tempo,

onde o coeficiente angular da reta fornece o valor de Kja.
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4.1. Avaliacao da producéo de biossurfactante pelos microrganismos isolados

Este Experimento teve como objetivo selecionar dentre as 10 culturas
microbianas isoladas as que apresentavam a capacidade de reduzir a tensdo superficial
do meio, um indicativo da propria hidrofobicidade da célula ou da capacidade de
producdo de biossurfactantes. A Tabela 4.1 mostra os resultados de tensdo superficial
determinados para todas as culturas puras, isoladas de solo contaminado, apds cultivo
no meio mineral basico M1 acrescido de 1% (v/v) de o6leo de soja residual, a
temperatura de 30 £ 1 °C, sob agitacdo de 170 rpm, por 48 horas.

Dentre as 10 estirpes bacterianas isoladas, 4 foram capazes de reduzir a tensdo
superficial do meio, estabelecendo percentuais de redugcdo da tensdo superficial
superiores a 35%. Conforme citado por COOPER (1986), um microrganismo ¢
considerado promissor se produz composto tensoativo capaz de reduzir a tensdo
superficial a valores inferiores a 40 dina/cm. Contudo, um biossurfactante ¢ considerado

eficiente quando este valor for igual ou inferior a 35 dina/cm.

Tabela 4.1. Valores da tensdo superficial ap6s cultivo dos microrganismos isolados em
meio mineral (M1) acrescido de 1% de 6leo de soja residual, e respectivas percentagens

de reducao da tensdo superficial do meio

Linhagem bacteriana Tenséo_ Superficial Redugéo_ d_a tenséo
(dina/cm) superficial (%)

L1 63,7+ 0,8 6,3

L2 42,3405 37,8
L3 58,7+ 1,0 13,7
L4 66,3+ 0,5 2,5

L5 33,5+ 1,0 50,7
L6 51,9+0,8 23,7
L7 61,4+ 1,0 10,7
L8 36,7+£0,3 46,0
L9 65,9 +0,5 3,1

L10 39,4+0,8 42,1

Tensao superficial inicial do meio M1: 68 + 1 dina/cm; tempo de processo: 48 horas.
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Considerando os dados da literatura, pode-se definir a estirpe L5 como
potencialmente produtora de agente tensoativo. Por isso, o mosto resultante do cultivo
desta cultura microbiana também foi testado quanto a atividade emulsificante. Sabe-se
que uma das propriedades de interesse dos biossurfactantes ¢ sua capacidade de
emulsificar liquidos ndo misciveis formando emulsdes estaveis (PORTER, 1994;
DESAI & BANAT, 1997). Para essa estirpe foi determinado um indice de
emulsificagdo de 70%; resultado que ¢ bastante promissor de acordo com dados ja
publicados (REIS et al., 2004). Portanto, esta cultura foi selecionada.

A analise da cultura microbiana selecionada através de preparacdes coradas pelo
método de Gram revelou a presenca de formas de bastonetes retos, pequenos e finos, de
mesma morfologia, e Gram-negativos. Posteriormente, a cultura microbiana foi
identificada como pertencente a espécie Pseudomonas aeruginosa, passando a ser

denominado de linhagem PALC (Pseudomonas aeruginosa de lagoa contaminada).

4.2. Planejamento fatorial a dois niveis para Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027

e P. aeruginosa PALR

Os resultados obtidos no planejamento fatorial a partir das variaveis estudadas:
concentragdo de 6leo de soja residual (OSR), concentragdo de nitrato de amonio (NA),
levedura cervejeira residual (LCR) para as linhagens Pseudomonas aeruginosa ATCC
9027 e a PALR, encontram-se na Tabela 4.2. A partir das respostas obtidas para a
producdo de raminose (RM), tensdo superficial (TS), indice de emulsificacdo (IE) e
concentragdo final de células (Xy), foram construidos os Diagramas de Pareto,

indicados, respectivamente, nas Figuras 4.1,4.2, 4.3 e 4.4.
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Tabela 4.2. Resultados médios de produgdo de raminose, indice de emulsificacdo,
tensdo superficial e crescimento celular obtidos durante a realizacdo dos Experimentos

com Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 e P. aeruginosa PALR

Exp. OSR NA LCR oo onismo RM  IE TS Xi
_ () (L) (L) (QlL) (%) (dinalcm) (g/L)

1 15 13 10 PALR 0,16 50 3610 3,03
2 15 13 10  ATCC9027 025 50 3420 321
3 15 13 0 PALR 0,15 30 37,70 3,08
4 15 13 0  ATCC9027 031 68 3350 3,14
5 15 1 10 PALR 025 60 3390 336
6 15 1 10  ATCC9027 059 84 31,00 4,59
7 15 1 0 PALR 0,17 50 3560 295
8 15 1 0  ATCC9027 042 76 3160 444
9 5 1310 PALR 0,15 40 37,00 2,53
10 5 13 10  ATCC9027 038 70 32,00 433
11 5 13 0 PALR 0,13 30 38,00 227
12 5 13 0  ATCC9027 033 62 3280 4,05
13 5 1 10 PALR 021 54 3550 2,70
14 5 1 10 ATCC9027 0,77 100 28,00 4,22
15 5 1 0 PALR 0,13 28 3810 227
16 5 1 0 ATCC9027 046 78 3150 4,10

Concentracdo de dleo residual (OSR); Concentragdo de nitrato de amonia (NA);

Concentragdo de levedura cervejeira residual (LCR); Concentragdo de raminose (RM);

Indice de emulsao(IE); Tensdo superficial (TS); Concentragdo final de células (Xy)

Concentragao inicial de células: em torno de 0,2 g/L.

Experimento par utilizou a cultura P. aeruginosa ATCC 9027 (-1).

Experimento impar utilizou a cultura isolada P. aeruginosa PALR (+1);

Foi adotado o nivel +1 para a variavel de maior concentragao e —1 para a variavel de menor concentragao.

Tensao superficial inicial do meio de producdo 62 dina/cm + 1 (com 10 g/L de LCR) e 65 dina/cm + 1
(sem LCR).

Através da Tabela 4.2 e do grafico de Pareto (Figura 4.1), verifica-se que as
variaveis que influenciaram na sintese da raminose foram X, (concentragcdo de nitrato),
X3 (concentracdo de levedura cervejeira residual), X4 (linhagem de microrganismo),
XXy (6leo/microrganismo), X,X3 (sal de nitrato/levedura cervejeira residual) e XXy
(nitrato/microrganismo). Neste planejamento fatorial para a andlise de todas as
respostas, os parametros com nivel de significdncia maior que 10% em um teste de

hipotese utilizando t de Student foram desprezados.
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X2X3 /j//////% A 'Y

0 2 4 6 8 10 12 14
Efeito Estimado (Valor Absoluto)

Figura 4.1. Diagrama de Pareto, mostrando a contribui¢do das variaveis estudadas para

a producdo de raminose.

Observa-se, pelo diagrama de Pareto, que a variavel que mais influenciou no
aumento da concentragdo de raminose foi a linhagem microbiana. O sinal negativo
referente & Xy significa que esta variavel quando passa de um nivel + 1 (P. aeruginosa
PALR) para o nivel -1 (P. aeruginosa ATCC 9027), aumenta a resposta (produgdo de
raminose).

Como a varidvel X4 ¢ uma variavel qualitativa e a equagdo do modelo empirico
deve ser em funcdo das varidveis quantitativas, fez-se necessario a correcdo da equagao
ajustada substituindo a varidvel X4 pelo valor —1 ou +1 de forma a maximizar as
respostas de concentracdo de raminose, indice de emulsificagdo e de crescimento
celular, e minimizar a resposta tensao superficial. Este procedimento foi adotado para as
demais equagdes ajustadas para as respostas anteriormente mencionadas. Sendo assim, a
equacdo ajustada para a resposta sintese de raminose em func¢do da varidvel corre¢do X,

X2, X3 e X,5X5 pode ser representada como segue (Equagao 4.1):

Raminose= 0,574 - 0,060X; - 0,243X,+ 0,083X3 - 0,078X,X3 4.1)

O valor do coeficiente de determinagio (R*) mostram que cerca de 94% dos
dados experimentais se ajustam ao modelo.

Os sinais negativos das variaveis X; ¢ X, mostram que menores valores nas
concentragdes de Oleo de soja residual e de nitrato de amoénio promovem maiores

produgdes de raminose e, consequentemente, do biossurfactante. Esse comportamento
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pode ser comprovado pela comparagao dos resultados obtidos nos Experimentos: 1 e 13;
2 e 14; 4 e 16. O sinal positivo de X3 mostra que aumentando a concentracdo de
levedura cervejeira residual aumenta-se a producao de raminose, Experimentos 5 e 7; 13
e15;14 ¢ 16.

Pela Tabela 4.2 e grafico de Pareto (Figura 4.2), verifica-se que as variaveis que
influenciaram na reducdo da tensdo superficial foram X, (concentracdo de nitrato), X3
(concentracdo de levedura cervejeira residual), X4 (linhagem microbiana), X;X4

(6leo/microrganismo), X, X3 (nitrato/ levedura cervejeira residual).

p=1
X4 | 14,3808
X2 | 6,250482
X3 | -4,29649

X1X4 | -4,25802

X2X3 | 2,396339

X1X3 1,857836

X2X4 1,59628

X3X4 -1,12701

-2 0 2 4 6 8 10 12 14 16

Efeito Estimado (Valor Absoluto)

Figura 4.2. Diagrama de Pareto mostrando a contribui¢do das variaveis estudadas na

reduc¢do da tensdo superficial.

Verifica-se que a variavel que mais influenciou na redu¢do da tensdo superficial
foi a linhagem do microrganismo. O sinal positivo referente a X4 significa que esta
variavel, quando passa de um nivel +1 (PALC) para o nivel —1 (ATCC 9027) reduz a
tensdo superficial.

A Equacdo 4.2 apresenta a resposta ajustada para a tensdo superficial em funcdo

das variaveis codificadas quantitativas X;, X, X3 e XoXs.

Tensdo superficial = 29,477 + 1,384X; +2,031X; - 1,396X5 + 0,778X,X5 (4.2)

O valor obtido para o quadrado do coeficiente de determinacao 0,95, significa
que houve um bom ajuste dos dados experimentais ao modelo representado pela

Equacao 4.2.
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Os sinais das variaveis X; e X, mostram que menores valores das concentragoes
de o6leo de soja residual e de nitrato (Experimentos 2 e 14; 4 e 16) sdo mais indicados
visto que levam a menores valores de tensdo superficial. O sinal negativo de X3 mostra
que o aumento da concentragdo de levedura cervejeira residual também propicia a
reduc¢do da tensdo superficial (Experimentos 1 € 3;5¢ 7; 10e 12; 13 e 15; 14 ¢ 16).

A reducdo da tensdo superficial de um meio aquoso ¢ um indicativo de produgao
de tensoativo. De fato, quanto maior a quantidade de surfactante, menor a tensdo
superficial. No entanto, os valores minimos de tensdo superficial estdo na faixa de 25 a
28 dina/cm (REISER et al, 1993), posto que a partir de uma dada quantidade de
biossurfactante, que corresponde a concentragdo micelar critica, a tensdo superficial se
mantém constante. Portanto, os resultados obtidos mostram que as duas linhagens sdo
capazes de eficazmente produzir biossurfactante a partir de oleo de soja residual,
embora a linhagem isolada tenha sobrepujado a cultura de colegao.

No grafico de Pareto (Figura 4.3), verifica-se que as varidveis que influenciaram
no indice de emulsificacdo foram X, (concentracao de nitrato), X3 (concentragdao de

levedura cervejeira residual), X4 (linhagem) e X;X4 (6leo/microrganismo).

p=1
X4 | -8,44767
X2 | -4,46422
X3 | 2,953252
X1X4 | 2,40381

X1X3 -1,57965

X3X4 579646

X2X3 -1,57965

o

o
[
N

3 4 5 6 7 8 9 10

Efeito Estimado (Valor Absoluto)

Figura 4.3. Diagrama de Pareto mostrando a contribuicdo das variaveis estudadas para o

indice de emulsificagao.

Verifica-se, novamente, que a varidvel que mais influenciou no aumento do
indice de emulsificagdo foi a origem da cultura microbiana. O sinal negativo referente a
X4 significa que esta variavel quando passa de um nivel +1 para o nivel —1, aumenta a

resposta (indice de emulsificagdo).
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A Equacgdo 4.3 representa a resposta ajustada para o indice de emulsificagdo em

funcao da variavel correcao X, X; ¢ Xs:

[ndice de emulsificacdo = 73,5 - 4,375X, - 8,125X, + 5,375X5 4.3)

O valor obtido para o quadrado do coeficiente de determinacdo dessa equagao
foi de 0,87. Isso confirma que 87% da variabilidade dos dados foram explicados pela
Equagdo 4.3.

Os sinais negativos das varidveis X; e X, mostram o mesmo comportamento
analisado para a producdo de raminose, em relacdo ao indice de emulsificacdo, ou seja,
menores valores nas concentracdes de oleo de soja residual e nitrato geram maiores
indices de emulsdo (2 e 14; 4 e 16 ). O sinal positivo de X3 mostra que o aumento do
indice de emulsificacdo estd diretamente relacionado ao aumento da concentra¢do de
levedura cervejeira residual, conforme pode ser observando comparado analisando os
Experimentos 1 e3;5e7;6¢e8; 13 ¢ 15; 14 e 16.

Através da Tabela 4.2 e do grafico de Pareto (Figura 4.4), verifica-se que X4 e

XX4 foram as varidveis que mais influenciaram no crescimento celular.

p=1

X4 -8,66977

X1X4 | 3,480181

X2 | -2,62109

X1X2 | -2,42824

X2X4 | 1,972395

X3 1,463955
X1X3 -,447076

-1 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Efeito Estimado (Valor Absoluto)

Figura 4.4. Diagrama de Pareto mostrando a contribuicdo das varidveis estudadas para o

crescimento celular.

Nota-se, novamente, que a varidvel que mais influenciou no aumento do
crescimento foi a origem da linhagem. O maior crescimento celular foi observado para
Pseudomonas ATCC 9027, o que sugere que o biossurfactante ¢ um metabolito

secundario; donde quanto mais biomassa for gerada, maior a formagao do bioproduto.
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A Equagdao 4.4 do modelo ajustado para a resposta crescimento celular foi

representada por:

Crescimento celular = 4,013 — 0,248X,—0,326X, — 0,174X, X (4.4)

O valor obtido para R* foi de 0,91 indicando que 91% da variabilidade dos
dados para crescimento celular foram explicados pela Equagdo 4.4. Esta equagdo mostra
que menores valores nas concentragdes de 6leo de soja residual e nitrato de amonio
promovem aumento no crescimento celular. Esses resultados corroboram a indicagdo de
ser o biossurfactante, um produto do metabolismo secundario.

Conforme resultados apresentados pelos graficos de Pareto, a variavel que mais
influenciou nas repostas foi a origem da bactéria.

Pelos valores obtidos na Tabela 4.2 e anélise dos graficos de Pareto, conclui-se
que a linhagem Pseudomonas ATCC 9027 apresentou os melhores resultados em
termos de maior producdo de raminose, indice de emulsificacdo, crescimento celular e
menor tensdo superficial.

As Equagdes 4.1 a 4.4 mostram que entre as varidveis isoladas X, X, ¢ X3 o
maior efeito foi proporcionado pela variavel concentragdo de nitrato de amdnio em
todas as respostas analisadas. Mostrando a importancia da concentracdo de nitrato na
produgdo de raminolipideo.

A Tabela 4.2 mostra que o Experimento 14 foi o que apresentou melhores
resultados em relacdo as seguintes respostas: produ¢cdo de raminose, tensdo superficial e
indice de emulsificagdo. Este resultado era esperado, ja& que as variaveis respostas
analisadas (Equacdes 4.1 a 4.3) apresentaram os melhores niveis para menores valores
de concentracdo de 6leo de soja residual e de nitrato de amdnio e para maiores de
levedura cervejeira residual.

Vale salientar que no Experimento 16, onde as condi¢des foram idénticas ao do
Experimento 14, exceto pela auséncia de levedura cervejeira residual, foram obtidos
valores menores de raminose e indice de emulsificacdo, e maior de tensdo superficial.
Este resultado mostra a importancia da adicdo da levedura residual no meio
fermentativo em relagdo as duas linhagens estudadas. Destaca-se ainda que este ¢ um
residuo da indstria cervejeira, ou seja, de baixo custo e grande disponibilidade, além da

quantidade usada ser muito pouca.
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Em vista disso, realizou-se um segundo planejamento experimental utilizando as
linhagens P. aeruginosa ATCC 9027 e P. aeruginosa isolada PALC, com a finalidade
de descobrir entre estas duas estirpes a que apresentava maior potencial para a produgdo

de biossurfactante.

4.3. Segundo planejamento fatorial a dois niveis utilizando os microrganismos

Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 e Pseudomonas aeruginosa isolada PALC

Os resultados obtidos no planejamento fatorial a partir das variaveis estudadas:
concentragdo de 6leo de soja residual (OSR), concentragdo de nitrato de amonio (NA),
levedura cervejeira residual (LCR) para as linhagens P. aeruginosa ATCC 9027 e P.
aeruginosa PALC, encontram-se na Tabela 4.3. A partir das respostas obtidas para a
producdo de raminose (RM), tensdo superficial (TS), indice de emulsificacdo (IE) e
concentragdo final de células (Xf), foram construidos os Diagramas de Pareto (Figuras

4.5,4.6,4.7¢4.8).

Tabela 4.3. Resultados médios de producdo de raminose, indice de emulsificacdo,

tensdo superficial e crescimento celular obtidos durante a realizagdo dos Experimentos

Exp OSR NA LCR Microrganismos RM IE TS X1
(/L) (9lL) (g/L) (9/L) (%) (dina/cm) (g/L)

1 15 13 10 PALC 0,69 100 27,50 3,55
2 15 13 10 ATCC 9027 0,25 50 34,20 3,21
3 15 13 0 PALC 0,49 70 31,00 2,84
4 15 13 0 ATCC 9027 0,31 68,5 33,30 3,14
5 15 1 10 PALC 1,39 100 26,50 3,14
6 15 1 10 ATCC 9027 0,59 84 31,00 4,59
7 15 1 0 PALC 1,22 100 26,00 3,01
8 15 1 0 ATCC 9027 0,42 76,0 31,60 4,44
9 5 13 10 PALC 0,34 70 31,60 3,84
10 5 13 10 ATCC 9027 0,38 70 32,00 4,33
11 5 13 0 PALC 0,32 62 33,20 3,10
12 5 13 0 ATCC 9027 0,33 62 32,80 4,05
13 5 1 10 PALC 1,19 100 27,00 3,72
14 5 1 10 ATCC 9027 0,77 100 28,00 422
15 5 1 0 PALC 0,72 85 28,20 3,57
16 5 1 0 ATCC 9027 0,46 78 31,50 4,10

Experimento impar utilizou a cultura isolada P. aeruginosa PALC (+1).

Experimento par utilizou a cultura P. aeruginosa ATCC 9027 (-1).

Foi adotado o nivel +1 para a varidvel de maior concentragdo e —1 para a variavel de menor concentracao.
Tensdo superficial inicial do meio de produgdo 62 dina/cm * 1 (com 10 g/L de LCR) e 65 dina/cm + 1
(sem LCR). Concentragdo de dleo residual (OSR); Concentragdo de nitrato de amonia (NA);
Concentracdo de levedura cervejeira residual (LCR); Concentragdo de raminose (RM);

Indice de emulsdo(IE); Tensio superficial (TS); Concentragdo final de células (Xy)

Concentragdo inicial (X0) 0,28 ¢ 0,3 £ 0,02g/L células de fase de crescimento exponenciais Pseudomonas
aeruginosa ATCC 9027 e Pseudomonas aeruginosa isolada PALC, respectivamente.
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Na Figura 4.5, verifica-se que as varidveis que influenciaram na sintese da
raminose foram X; (concentragdo de 6leo), X, (concentragdo de nitrato de amonio), X3
(concentracdo de levedura cervejeira residual), X4 (linhagem microbiana) e as seguintes
interagoes: X;X4, XpX3 ¢ X,X4. Neste planejamento fatorial, para a analise de todas as
respostas, os parametros com nivel de significdncia maior que 10% em um teste de

hipotese utilizando t de Student foram desprezados.

p=1

X2 -11,9581

X4 9,337155

X2X4 | -5,60229

X1X4 | 5,20915

X3 | 4,357339

X2X3 | -2,98134

X1 | 2,784766

X3X4 1,277716
X1X3 -1,21219

0 2 4 6 8 10 12 14

Efeito Estimado (Valor Absoluto)

Figura 4.5. Diagrama de Pareto mostrando a contribui¢ao das variaveis estudadas para a

producdo de raminose.

Nota-se, na Figura 4.5, que a varidvel que mais influenciou no aumento da
concentragdo de raminose foi X,. O sinal negativo desta variavel significa que menores
concentragdes de nitrato de amonio promovem maiores produgdes de raminose, como
pode ser comprovado analisando comparativamente os Experimentos 1 € 5;2 e 6;3 ¢ 7,
4e8;9e13;10e 14; 11 e 15; 12 e 16. O sinal positivo referente a variavel X4 significa
que esta variavel quando passa de um nivel -1 (ATCC 9027) para o nivel +1 (PALC)
tem a resposta raminose aumentada.

Sabendo-se que a variavel X4 € uma varidvel qualitativa e a equacao do modelo
empirico deve ser em funcdo das varidveis quantitativas, fez-se necessario a correcio da
equacdo ajustada substituindo a variavel X4 pelo valor —1 ou +1 de forma a maximizar
as respostas producdo de raminose, indice de emulsificagdo e crescimento celular e
minimizar a tensao superficial. Este procedimento foi adotado para as demais equagdes

ajustadas para as respostas tensdo superficial, indice de emulsificagdo e crescimento
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celular. Sendo assim, a equacdo estimada para a resposta sintese de raminose encontra-

se em funcdo da variavel correcdo X;, X, e X3 representadas na Equagdo 4.5.

Raminose = 0,795 + 0,153X; — 0,335X,+ 0,083X3 - 0,057X2X3 (4.5)

O valor obtido para o quadrado do coeficiente de determinacdo dessa equagao
foi de 0,97, o que significa dizer que 97,0% da variabilidade dos dados producdo de
raminose foram explicados pela Equagdo 4.5. Os sinais positivos das varidveis X1 e X3
mostram que maiores concentragdes de 6leo de soja residual e de levedura cervejeira
residual promovem maiores produgdes de raminose (vide Experimentos 1 e 11; 5 e 15).

A Figura 4.6 mostra que as variaveis X2, X3, X4 e a interacdo X1X4 foram as
que influenciaram a tensdo superficial, sendo a varidvel X, a de maior relevancia. O
sinal desta varidvel significa que menores concentra¢des de nitrato de amonio levam a
valores mais baixos de tensdo superficial. O sinal negativo referente a varidvel X4
significa que quando esta varidvel passa de um nivel -1 (ATCC 9027) para o nivel +1

(PALC) a resposta tensdo superficial ¢ diminuida.

p=,1
X2 6,050518
X4 -5,46559
X1X4 -3,48618
X3 -2,33036
X2X4 1,249411
X1X3 1,052874

0,5 1,0 15 2,0 2,5 3,0 3,5 4,0 4,5 5,0 55 6,0 6,5 7,0

Efeito Estimado (Valor Absoluto)

Figura 4.6. Diagrama de Pareto mostrando a contribuigdo das variaveis estudadas na

reducdo da tensdo superficial.

A Equacdo 4.6 apresenta a resposta ajustada para a tensdo superficial em funcao

da variavel corregdo X, Xy, ¢ X3,

Tensao superficial = 28,888 — 0,931X; + 1,616X,— 0,622X; (4.6)
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O R” mostra que 88% da variabilidade dos dados de redugio da tensdo
superficial foram explicados pela Equagao 4.6.
De acordo com a Figura 4.7, verifica-se que as varidveis que influenciaram no

indice de emulsdo foram X,, X3, X4 e X X4.

p=.1

X2 -4,75075

X4 2,744566

X1X4 2,354475

X3 2,020112

X1X3 -,933431

X1X2 , 7662493

0,0 0,5 10 15 2,0 2,5 3,0 3,5 4,0 4,5 5,0 55

Efeito Estimado (Valore Absoluto)

Figura 4.7. Diagrama de Pareto mostrando a contribuicdo das varidveis estudadas para o

indice de emulsificagao.

Verifica-se, na Figura 4.7, que a variavel que mais influenciou no aumento do
indice de emulsificacdo foi X,. O sinal desta variavel mostra que menores valores na
concentragdo de nitrato de amoOnio promovem maiores resultados no indice de
emulsificagdo (Experimentos 2e 6;3e¢7;4e¢8;9¢13;10e 14; 11 e 15; 12 e 16).

O sinal positivo referente a varidvel X, significa que esta variavel quando passa
de um nivel -1 (ATCC9027) para o nivel +1 (PALC) aumenta a resposta indice de
emulsificacdo. A Equacdo 4.7 ajustada para a resposta indice de emulsificagdo pode ser

descrita como fungdo da variavel correcao X, X; ¢ Xj,

Indice de emulsificagdo = 85,875 + 5,281X; - 10,656X,+ 4,531X3 4.7)

O valor do quadrado do coeficiente de determinacdo indica que 79% dos dados
experimentais podem ser explicados pela Equacdo 4.7. Os sinais positivos das varidveis

X; e X3 mostram que aumentos das concentragdes de 6leo de soja residual e de levedura
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cervejeira residual resultam em aumentos no indice de emulsificagdo (1 e 11;2e12;5¢
15;6¢16)

Conforme observado na Figura 4.8 as varidveis que influenciaram no
crescimento celular foram X3, X4 ¢ as interagdes X X;, XXy, X2X4 ¢ X3X4. Observa-
se, pelos valores dos parametros e dos niveis de significancia, que a varidvel que mais
influenciou no aumento do crescimento foi a linhagem de Pseudomonas. O sinal
negativo referente a X4 significa que quando esta variavel quando passa de um nivel —1

(ATCC9027) para o nivel +1 (PALC) a resposta (crescimento celular) ¢ reduzida.

p=.1

X4 | 11,7617

X2X4 | 7,376503

X1X2 | -6,81269

X3 | 3,093648

X1X4 | 2,86603

X3X4 | 2,051639

X2X3 1,644443
X1 -1,26857
X2 -,830052

-2 0 2 4 6 8 10 12 14

Efeito Estimado (Valor Absoluto)

Figura 4.8. Diagrama de Pareto mostrando a contribui¢ao das variaveis estudadas para o

crescimento celular.

A Equacao 4.8, ajustada para a resposta crescimento celular, foi representada
por:

Crescimento celular = 4,012 — 0,114X; - 0,293X, + 0,078X3— 0,272X,X, (4.8)

O R? de 0,96 mostra que 96% dos dados de crescimento celular foram
explicados pela Equagado 4.8. Os sinais de X; e X, mostram que menores concentragdes
de o6leo de soja residual e de nitrato de amdnio induz a maiores produgdes de biomassa.

As Figuras 4.5, 4.6 ¢ 4.7 ¢ as Equagdes 4.5, 4.6 ¢ 4.7 mostram que a
concentracdo de nitrato de amoénio foi a variavel de maior efeito nas respostas: sintese
de raminose, tensdo superficial e indice de emulsificacdo. Este fato mostra a
importancia da concentragdo de nitrogénio neste processo fermentativo. Este resultado
sugere que apos otimizar a concentragdo dessa variavel outro fator interessante de ser

avaliado ¢ a influéncia da fonte de nitrogénio a ser empregada.
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Conforme os valores obtidos na Tabela 4.3, verifica-se que as duas estirpes
possuem um bom potencial para a producdo de biossurfactante, pois todos os valores
obtidos na reducdo da tensdo superficial foram inferiores a 35 dina/cm. Sendo que a
percentagem de redugdo da tensdo superficial maxima foi de 60% no Experimento 7.

Segundo COOPER (1984), um organismo ¢ considerado promissor produtor de
biossurfactante quando produz compostos tensoativos com tensdo superficial inferior a
40 dina/cm. Todavia, para um biossurfactante ser considerado eficiente € necessario que
este valor esteja abaixo de 35 dina/cm.

Apesar da linhagem Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 apresentar maior
crescimento celular, ela ndo apresentou melhores resultados em relagdo a producao de
raminose (RM), tensdo superficial (TS) e ao indice de emulsificacdo (IE), conforme
mostram os resultados apresentados nas Figuras 4.5, 4.6 ¢ 4.7 e Equagdes 4.5, 4.6 ¢ 4.7
e na Tabela 4.3. Nesta Tabela verifica-se, pelos Experimentos 1, 3, 5, 7, 13 ¢ 15 em
relagdo aos 2, 4, 6, 8, 14 e 16, que a linhagem isolada (PALC) foi a que apresentou
melhores resultados. Comparando as duas linhagens, nos Experimentos 9 € 11 com os
Experimentos 10 e 12, pode-se observar resultados similares para RM, IE e TS , embora
o crescimento de Pseudomonas ATCC 9027 tenha sido maior. Isto indica que esta
linhagem utilizou uma maior parte do substrato para sintese de componentes celulares
em detrimento da sintese do biossurfactante.

Analisando os experimentos impares (linhagem isolada) em comparagdo com os
pares (linhagem ATCC), isto é, Experimentos 9 e 1, 11 e 3, 13 e 5 e 15 e 7, quando
houve aumento da concentragdo de 6leo de soja residual, pode-se verificar aumentos da
concentragdo de raminose e¢ do indice de emulsificacdo e o decréscimo da tensao
superficial para ambas. Este comportamento esta de acordo com a analise das Equacdes
4.5, 4.6 e 4.7 e com os graficos de Pareto (Figuras 4.5, 4.6 ¢ 4.7). Entre os pares de
experimentos mencionados anteriormente, o que apresentou maior variagdo nas
respostas estudadas foi o 1 e 9 (aumento de 102,9% na producdo de raminose e 42,9%
no indice de emulsificagdo e reducdo de 13% na tensdo superficial), justamente quando
foram empregados as maiores concentragdes de nitrato de amoénio e de levedura
cervejeira residual. Estes fatos mostram a necessidade de se estudar uma faixa mais
ampla de concentracdo de 6leo de soja residual, visando a otimizagdo desta varidvel no
processo de produc¢do de raminolipideo.

Comparando os Experimentos 3 e 1; 7e 5; 9 e 11; e 15 e 13, verificou-se que

aumentando a concentracdo de levedura cervejeira residual ocorreu um aumento na
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concentracdo de raminose, no indice de emulsificacdo ¢ uma reducdo na tensao
superficial. Este comportamento estd de acordo com a andlise das Equacdes 4.5, 4.6 e
4.7 e com os graficos de Pareto (Figuras 4.5, 4.6 ¢ 4.7). O par de ensaios em que se
obteve uma das maiores varia¢des na porcentagem de raminose produzida, no indice de
emulsificagdo e na tensdo superficial foi 3 e 1, que também s3o os Experimentos
realizados com as méaximas concentragdes de oleo de soja residual e nitrato de amonio.
Estes resultados apontam para a necessidade de ampliar a faixa de concentracdo de
levedura cervejeira residual, objetivando a otimiza¢do desta variavel no processo de
produgdo de raminolipideo.

O Experimento 5, para o qual obteve-se maior producao de raminose (1,39 g/L),
reducdo na tensdo superficial do meio de 57,3% e indice de emulsificagdo de 100%, foi
conduzido com as concentragdes maximas de 6leo de soja residual e de levedura
cervejeira residual e menor de nitrato de amonio. Por outro lado, no Experimento 11,
onde as concentragdes de o0leo de soja residual e levedura de cervejaria residual foram
minimas e a de nitrato de amdnio foi maxima, foram obtidos os piores resultados. Este
comportamento nao sé corrobora o que foi acima mencinado, mas também embasa a
necessidade de otimizar a concentragdo de nitrato de amonio.

Os resultados da Tabela 4.3 mostram que valores superiores a 0,69 g/L de
raminose ndo tem efeito significativo na reducdo da tensdo superficial. Isto
provavelmente ocorre por ser alcangada a concentracdo micelar critica. Por outro lado,
os resultados mostram que mostos com valores de tensdo semelhantes (Experimentos 14
e 15; e 3 e 6) podem apresentar diferentes indices de emulsificagdo. Isto demonstra que
ndo existe uma relagdo direta entre a redu¢do da tensdo superficial e a propriedade
emulsificante. Resultados semelhantes foram obtidos por Kosaric (1996) e Wilumsen &
Karlon (1997). De fato, esta propriedade esta relacionada com a estrutura da molécula,
que por sua vez ¢ afetada pelas condigdes nutricionais € ambientais.

Os resultados obtidos neste planejamento sugerem que a linhagem isolada
(PALC) apresenta, além de melhor capacidade degradativa do 6leo de soja residual,
maior potencial para produzir biossurfactante, tendo, por isso, sido selecionada para
continuidade dos Experimentos. Assim foi dado prosseguimento ao estudo, realizando
outro planejamento experimental composto central, adotando uma faixa mais ampla de
concentragdo de 6leo de soja residual, de 1,4 a 42,6 g/L, enquanto os valores testados de
concentragdo de levedura cervejeira residual e de nitrato de amoénio foram de 0,56 a

22,5g/Lede0all1,25 g/L, respectivamente.
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4.4. Resultados do planejamento composto central (PCC)

Os resultados obtidos no planejamento composto central (PCC) a partir das
variaveis estudadas: concentragao de oOleo de soja residual (OSR), concentracdo de
nitrato de amonio (NA) e levedura cervejeira residual (LCR) empregando a linhagem

isolada Pseudomonas aeruginosa PALC, encontram-se na Tabela 4.4.
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Tabela 4.4. Resultados médios de produgdo de raminose, indice de emulsificagdo, tensao superficial e crescimento celular obtidos durante a

realizag¢ao dos experimentos empregando a cultura isolada PALC

. OSR NA LCR  Raminose Tensio Superficial 1ndice Emulséo Xt
SPEMENtS g1y @) @L) (9L (dinaorn) (%) i (9/L)
1 6 1,25 3 0,59 30,5 88 6,55 2,26
2 6 1,25 20 0,50 31,0 84 6,54 2,283
3 6 10 3 0,40 32,0 64 4,56 3,105
4 6 10 20 0,43 31,5 74 5,43 3,351
5 38 1,25 3 0,35 32,5 84 6,36 2,49
6 38 1,25 20 0,32 32,5 79 6,34 3,332
7 38 10 3 0,31 31,9 77 4,30 3,47
8 38 10 20 0,27 32,1 68 4,21 3,435
9 1,4 5,625 11,5 0,96 27,7 86 6,25 3,381
10 42,6 5,625 11,5 1,63 26,4 95 6,32 3,687
11 22 0 11,5 0,78 28,6 90 6,51 2,69
12 22 11,25 11,5 1,34 27,0 87 7,5 3,943
13 22 5,625 0,56 1,15 27,1 94 6,45 3,732
14 22 5,625 22,5 1,31 26,6 96 6,32 3,726
15 (C) 22 5,625 11,5 2,20 25,7 100 6,23 4,213
16 (C) 22 5,625 11,5 2,30 25,6 100 6,30 4,79

Concentragdo de 6leo residual (OSR); Concentragdo de nitrato de amoénia (NA); Concentragdo de levedura cervejeira residual (LCR);
Concentragdo inicial (Xg) 0,3 = 0,02g/L células da cultura P. aeruginosa PALC
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Analisando a Tabela 4.4 verifica-se que os melhores resultados, de todas as
respostas avaliadas, foram obtidos nos experimentos localizados no ponto central
(Experimentos 15 e 16).

Comparando o ensaio 9 com o 15 ou 16, realizados com a menor ¢ maior
concentracdo de oleo de soja residual (OSR), 1,4 e 22 g/L, respectivamente, € iguais
concentragdes de nitrato de amonio (5,625 g/L) e levedura cervejeira residual (11,5
g/L), fica evidente que a producgdo de raminose foi diretamente proporcional ao aumento
de OSR, tendo sido alcangado valor maximo de 2,3 g/L em 48 h.

Este comportamento ja foi relatado por alguns autores (OSCHNER & REISER,
1995, LANG & WULLBRANDT, 1999) que demonstraram a importancia de realizar
bioprocessos com altas concentra¢des da fonte de carbono para a obtencdo de elevadas
concentragdes de biossurfactantes por Pseudomonas sp. Marcadé et al. (1993)
obtiveram uma concentragdo maxima de 1,4 g/L de raminolipideo em 150 horas de
fermentagdo, utilizando como fonte de carbono 10% (p/v) de residuo de 6leo de milho.
Santa Anna et al. (2001) e Santos et al. (2002) investigando a influencia de distintas
fontes de carbono (n-hexadecano, etanol, glicerol, 6leo de babagu e 6leo de soja) na
produgdo de raminolipideos com uma linhagem, Pseudomonas aeruginosa PA1, isolada
de ambiente de petroleo. Os autores selecionaram o glicerol como melhor fonte de
carbono obtendo a maior quantidade de raminolipideos (7,4 g/L). Rahman et al. (2000)
também empregaram Oleo de fritura como substrato para o cultivo de Pseudomonas
aeruginosa DS10-129, obtendo 4,3 g/l de raminolipideo ap6s 288 horas de
fermentagdo. Em contrapartida, Abalos et al. (2001) obtiveram 2 g/L ¢ 9,6 g/L de
raminolipideo respectivamente apos 48 e 96 horas, para o cultivo de P. aeruginosa

AT10 a partir de 5% 0leo de soja.

4.4.1. Analise de regressdo dos resultados obtidos na producdo de raminose a
partir das variaveis estudadas

Apos a realizagdo da regressdo multipla no programa Statistic 5.1, obteve-se a

seguinte equacao geral (4.9) para a sintese da raminose (R):

R = 2218 + 0,017X; + 0,033X, + 0,008X5 — 0,550X;%> — 0,691X,> — 0,589X;3> +
0,021X;X; — 0,002X,X; + 0,013X>X;3 (4.9)
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Contudo, foram eliminadas as variaveis com nivel de significancia superior a
10%. Assim foram desprezadas as varidveis lineares X; (OSR), X, (NA), X3 (LCR) e as
interacoes X; X, X1 X3 ¢ X5X3.

A Tabela 4.5 apresenta os resultados obtidos dos efeitos significativos das
variaveis estuda, juntamente com o coeficiente de determinacdo (R?) e o valor de F da

distribuicdo de Fisher como resposta a produ¢do de raminose.

Tabela 4.5. Resultados da regressao para a producao de raminose

Fator Codificado Simbolos Parédmetro tde student . N'.V.e IAde.
significancia
Constante Bo Bo 2,218 19,074 0,0
X1X1 (OSR)? - 0,550 - 6,418 3,3.107
X2X2 (NA)? - 0,691 - 8,8,064 3,0.10°
X3X3 (LCR)? -0,589 - 6,870 1,7.10°
R’=0,92 F.=51,14 F, (0,01) = 5,95

Constata-se, na Tabela 4.5, que as varidveis isoladas ndo influenciaram
significativamente o processo, apenas suas interagdes quadraticas. Os sinais dos
coeficientes dessas variaveis indicam um ponto de méaximo na produgdo de raminose.

Os resultados apresentados na Tabela 4.4 mostram que a sintese de raminose foi
maxima nos ensaios 15 e 16 em que as concentracdes das variaveis estudadas estdo no
ponto central. Isto indica que o ponto de maximo na otimizagdo dessa varidvel foi
proéximo as condi¢des centrais do planejamento. Vale ressaltar que os melhores
resultados encontrados para o indice de emulsdo, concentracdo de biomassa e tensao
superficial estdo localizados no ponto central do planejamento (Experimentos 15 e 16).

Em geral, os meios de produ¢do apresentaram poder tamponante, visto que o pH
final manteve-se na faixa de 6,25 a 7,5. Esta condig¢do ¢ adequada para a atividade da
bactéria em estudo.

Percebe-se também que o aumento da sintese de raminose nos Experimentos
testados promoveu um aumento do indice de emulsdao nos mesmos, demonstrando que
as condi¢des propiciaram a sintese de biossurfactante com propriedade emulsificante.

A equacdo empirica ajustada que representa a sintese de raminose esta descrita

na Equacao 4.10.

Raminose = 2,218 - 0,55X,X; - 0,691X5X, - 0,589X5X3 (4.10)
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O resultado de F calculado (Fc) foi superior ao F tabelado (Fr) para um nivel de
significancia de 1%, podendo rejeitar Hy no nivel de significancia de 1%. Portanto, tem-
se 99% de confianca de que o modelo ¢ significativo. Esta andlise serd extrapolada para
as demais respostas analisadas.

O coeficiente de determinacio (R?) de 0,92, indica um ajuste adequado dos
dados experimentais para a resposta sintese de raminose, frente a equagdo empirica
proposta, ou seja, 92% da variabilidade dos dados foram explicados pela equacdo do
modelo ajustado.

A Figura 4.9 mostra a distribuicdo dos residuos em torno de zero e a Figura 4.10,
o grafico de valores predito em fungao dos observados. Observa-se que a distribui¢ao
dos residuos foi aleatdéria em torno de zero, sem nenhuma tendéncia e os valores
observados ficaram préximos dos preditos, levando a uma tendéncia, constante e a

distribuicdo normal dos mesmos.
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Figura 4.9. Distribui¢@o dos residuos relativos a sintese de raminose.
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Figura 4.10. Valores preditos em fun¢ao dos observados relativos a sintese de raminose.

A partir da equacao completa (4.9) foi utilizado um algoritmo feito no programa
Maple VIII release 4 para calcular o ponto estaciondrio para a sintese de raminose. Os
valores de A’s referentes a sintese de raminose indicaram que esta resposta possui um
ponto de maximo, pois A; = -0,6919, A, = -0,5875 ¢ A3 = -0,5482 apresentaram sinais
iguais e negativos.

As coordenadas x; = 0,0154, x, = 0,02389 e x3 = 0,0071, representam os valores
codificados que maximizam a resposta.

Utilizando as equagdes de codificacdo (3.2), (3.3) e (3.4), obtém-se os valores
reais das concentracdes das varidveis no ponto de maximizacao da sintese da raminose.
X1=22,246 g/L de dleo de soja residual;

X, =15,729 g/L de nitrato de amdnio;
X3 =11,560 g/L de levedura cervejeira residual.

A partir dos valores codificados das variaveis X;, X, e X3 no ponto de
otimizacdo, determinou-se que a concentracdo da sintese de raminose neste ponto foi de
2,218 g/L. Como era esperada, a condi¢do de otimizagdo ¢ proxima a das empregadas
nos Experimentos 15 e 16.

Para visualizar com maior facilidade o efeito das variaveis independentes
(concentragdes de o6leo de soja residual, nitrato de amodnio e levedura cervejeira
residual) sobre a sintese de raminose, foram construidas as superficies de resposta,
Figuras 4.11, 4.13 e 4.15, bem como as respectivas curvas de contorno, Figuras 4.12,

4.14 e 4.16.
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Figura 4.11. Superficie de resposta para a sintese de raminose em funcdo da

concentragdo de 6leo de soja residual e nitrato de amodnio.
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Figura 4.12. Curvas de contorno para a resposta raminose em func¢ao da concentragdo de

6leo de soja residual e nitrato de amonio.
Analisando a superficie de resposta, Figura 4.11, e as curvas de contorno, Figura

4.12, observa-se que a faixa 6tima para obtencao dos melhores resultados para raminose

esta entre 12,4 a 31,4 g/L de 6leo de soja residual e 3,4 a 8,0 g/L de nitrato de amonio.
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Figura 4.13. Superficie de resposta para a sintese de raminose em fung¢do da

concentragdo de 6leo de soja residual e levedura cervejeira residual.
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Figura 4.14. Curva de contorno para a reposta raminose em fung¢do da concentragao de

6leo de soja residual e residuo de cerveja.

Através da superficie de resposta (Figura 4.13) gerada pela equagdo do modelo
ajustado (4.10), conclui-se que o valor méximo de raminose encontra-se em uma regiao
proxima ao ponto central. Quanto as curvas de contorno, Figura 4.14, a faixa 6tima para
a concentragdo de o6leo de soja residual encontra-se entre 13,4 a 31,4 g/L e para a

concentragdo de residuo de cerveja entre 6,5 a 15,7 g/L.
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Figura 4.15. Superficie de resposta para a sintese de raminose em funcdo da

concentragdo de nitrato de amonio e levedura cervejeira residual.
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Figura 4.16. Curva de contorno para a resposta raminose em fun¢ao da concentragdo de

nitrato de amoénio e levedura cervejeira residual.

Constata-se nas Figuras 4.15 e 4.16 que a regido de maior producao de raminose
estd localizada proximo ao ponto central e a faixa 6tima para se trabalhar no processo
fermentativo encontra-se entre 3,4 a 7,9 g/L de nitrato de amonio e 6,86 a 16,46 g/L de

levedura cervejeira residual.
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4.4.2. Analise de regressao dos resultados obtidos da tensao superficial a partir das

variaveis estudadas

A equagdo geral do modelo que representa os indices de tensdo superficial em
fungdo das variaveis estudadas (6leo de soja residual, nitrato de amoénio e levedura

cervejeira residual) foi definida como (Equacao 4.11):

Tensdo superficial = 24,377 + 0197X - 0,096X; - 0,035X; + 2,2100X,% + 2,662X,* +
2,097X5% — 0,375X, Xz + 0,031X;X; - 0,094X,X; (4.11)

Na Tabela 4.6 apresentam-se os resultados obtidos dos efeitos significativos das
variaveis estudadas, o coeficiente de determinacio (R?) e o valor de F da distribuicio de

Fisher como resposta a redug@o da tensao superficial.

Tabela 4.6. Resultados da regressao para a tensao superficial

Fator Codificado Simbolos  Parametro tde student . N'.V.e IAde.
significancia
Constante Bo 24,3769 36,0061 1,35E-13
X1X1 (OSR)? 2,2098 4,4312 0,0009
X2X2 (NA)2 2,6624 5,3390 0,0001
X3X3 (LCR)? 2,0966 4,2043 0,0012
R’= 0,84 Fc=51,14 F1 (0,01) = 5,95

A Equagao 4.12 apresenta o modelo ajustado para a tensao superficial.

Tensdo superficial = 24, 3769 + 2,2098 X;* + 2,6624 X, + 2,0966 X5° (4.12)

Nota-se, através da Equacdo ajustada 4.12, que as variaveis isoladas ndo foram
significativas, influenciando apenas suas interacdes quadraticas.

Nos Experimentos 1 ao 8 (Tabela 4.4), nota-se que a alteracdo nas concentragdes
de odleo de soja residual, nitrato de amoénio e levedura cervejeira residual, ndo
promoveram uma mudanga significativa na tensdo superficial do meio. Em
contrapartida, com as concentragcdes de Oleo de soja residual e nitrato de amonio e
levedura cervejeira residual em torno de 22, 5,625 e 11,5 g/L, respectivamente, obteve-
se os menores valores para a tensdo superficial, demonstrando que estas concentracdes

estdo dentro da regido de otimizagdo do processo.
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A Figura 4.17 mostra a distribuicao dos residuos em torno de zero e a Figura
4.18, o grafico de valores preditos em funcdo dos observados. Observa-se que a
distribuicdo dos residuos foi aleatéria em torno de zero, sem nenhuma tendéncia e os
valores observados ficaram proximos dos preditos, levando a uma tendéncia constante e

a distribuicao normal dos mesmos.
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Figura 4.17. Distribuicao dos residuos relativos a tensdo superficial.
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Figura 4.18. Valores preditos em funcdo dos observados relativos a tensao superficial.

A partir do modelo completo (4.11) foi utilizado um algoritmo feito no
programa Maple VIII release 4 para calcular o ponto estaciondrio para a tensao

superficial. O A’s referentes a tensdo superficial indicaram que esta resposta possui
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ponto de minimo, pois A; = 2,092 A, = 2,141 e A3 = 2,733 apresentam sinais iguais e
positivos.

As coordenadas x; = -0,0433, x, = 0,0152 e x3 = 0,0089 representam os valores
codificados que minimizam a resposta.

Utilizando as equacdes de codificacdo (3.2), (3.3) e (3.4), obtém-se os valores
reais das concentragdes das varidveis no ponto de minimizacgao da tensao superficial.

X1=21,307 g/L de 6leo de soja residual;

X, =15,691 g/L de nitrato de amdnio;

X3 =11,575 g/L de levedura cervejeira residual.

A partir dos valores codificados das variaveis x;, X, € X3 no ponto de minimo,
determinou-se que a tensao superficial neste ponto foi de 24,372 dina/cm. Como era
esperado, este valor estd bem proéximo ao obtido nos Experimentos 15 e 16 (25,75 e
25,625, respectivamente), pois as varidveis do ponto de minimizagdo estdo proximas ao
central.

Com o intuito de obter uma melhor visualizacdo do efeito das variaveis
independentes sobre a tensdo superficial foram construidas superficies de resposta
juntamente com as curvas de contorno. As superficies estdo apresentadas nas Figuras

4.19,4. 21 e 4.23 e as curvas pelas Figuras 4.20, 4.22 ¢ 4.24.

Figura 4.19. Superficie de resposta para a tensdo superficial em fun¢do da concentragdo

de 6leo de soja residual e nitrato de amonio.
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Figura 4.20. Curva de contorno para a resposta tensdo superficial em funcdo da

concentragdo de oleo de soja residual e nitrato de amonio.

Pelas analises das superficies de respostas e curvas de contorno (Figuras 4.19 e
4.20, respectivamente), verifica-se que para minimizar a tensdo superficial deve-se
trabalhar em concentragdes de 6leo de soja residual em torno de 22 g/L e 5,625 g/L de

nitrato de amonio (condicao do ponto central estudada).
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Figura 4.21. Superficie de resposta para a tensdo superficial em fun¢do da concentragdo

de 6leo de soja residual e residuo de levedura cervejeira.
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Figura 4.22. Curva de contorno para a resposta tensdo superficial em fun¢dao da

concentragdo de 6leo de soja residual e residuo de cerveja.

Nas Figuras 4.21 e 4.22, pode-se visualizar as faixas de otimizagdo das
concentragdes do dleo de soja residual (13,5 a 31,0 g/L) e de residuo de levedura
cervejeira (6,60 a 15,56 g/L) que podem ser utilizadas para a obten¢do do menor valor

da tensdo superficial a partir do meio fermentado.
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Figura 4.23. Superficie de resposta para a tensdo superficial em fun¢do da concentragdo

de nitrato de amoénio e residuo de levedura cervejeira.
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Figura 4.24. Curva de contorno para a resposta tensdo superficial em fun¢dao da

concentragdo de nitrato de amonio e residuo de cerveja.

A partir dos resultados obtidos foi possivel identificar pelas Figuras 4.23 ¢ 4.24
as faixas de valores das concentragdes de nitrato de amonio e de levedura cervejeira
residual (6,18 a 16,56 e 3,3 a 8,0 g/L, respectivamente) que diminuem ao maximo a

variavel independente (tensdo superficial).

4.4.3. Andlise de regressdo dos resultados obtidos para o indice de emulséo a partir
das variaveis estudadas

Com a realizacdo da regressdo multipla e analise estatistica dos dados, gerou-se
a Equagdo geral (4.13) que apresenta a correlacdo encontrada para representar o indice

de emulsdo em funcao das variaveis estudadas.
fndice de emulsdo = 102,86 + 0,847X, — 4,937X, — 0,479X; — 8,745X,* — 9,952X,* —

6,029X5” + 2,00X, X, — 2,5X, X3 + 1,25X,X; (4.13)

A Tabela 4.7 apresenta os resultados obtidos dos efeitos significativos para as
variaveis estudadas, juntamente com o coeficiente de determinagdo (R?) e o valor de F

da distribui¢do de Fisher para a resposta indice de emulsao.
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Os parametros com nivel de significancia maior que 10% em um teste de
hipotese utilizando t de Student foram desprezados. Neste sentido, desprezaram-se as

seguintes varidveis lineares X; (0OQ), X3 (LCR) e as interagdes X Xz, X1X3 ¢ XoXs.

Tabela 4.7. Resultados da regressdo para o indice de emulsdo

Fator Codificado Simbolos Parametro tdestudent . N[v_e IAde .
significancia
Constante Bo 102,8600 33,8538 1,79E-12
X5 NA -4,9375 -3,6700 0,0089
XX (0Q) -8,7457 -3,9078 0,0024
XX (NA) -9,9528 -4,4472 0,0009
X3X3 (LCR)* -6,0297 -2,6942 0,0208
R?=0,83 Fc = 13,08 Fr=5,41

Nota-se através da Tabela 4.7, que a unica variavel isolada que influenciou
significativamente foi a concentracdo de nitrato de amonio.

Todos os Experimentos testados (Tabela 4.4) foram capazes de produzir
compostos que propiciaram a formacao de emulsdes estaveis por 24 horas. Esta analise
¢ uma medida pratica da utilidade de um biossurfactante, pois € sua capacidade de
emulsionar liquidos ndo misciveis, com formag¢ao de emulsdes estaveis.

Os biossurfactantes produzidos pela bactéria Pseudomonas aeroginosa nos
meios 15 e 16 foram os que tiveram uma melhor atividade emulsificante, de 100%, mais
uma vez demonstrando que as concentragdes das varidveis proximas ao ponto central
estdo dentro da regido de otimizagdo.

A equagdo empirica ajustada para representar o indice de emulsdo esta disposta

na Equacao 4.14.

Indice de emulsio = 102,86 —4,937X, — 8,745X;% — 9,952X,” — 6,029 X3 (4.14)

As Figuras 4.25 e 4.26 mostram o comportamento dos residuos para os testes de
indice de emulsdo. Da mesma forma que para os outros dois testes de sintese de
raminose e tensao superficial, a distribuicdo dos residuos foi aleatéria em torno de zero
e sem nenhuma tendéncia, e os valores observados ficaram préximos dos preditos,

indicando variancia constante ¢ uma distribui¢ao normal dos mesmos.
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Figura 4.25. Distribuicao dos residuos relativos ao indice de emulsao.
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Figura 4.26. Valores preditos em func¢ao dos observados relativos ao indice de emulsao.

Com a equagdo completa (4.13) calculou-se o ponto estacionario para o indice

de emulsdo que maximizou a resposta. Sendo eles: x;= 0,0301, x, = -0,2495 e x3 = -

0,0718.

Os valores de A’s referentes ao indice de emulsdo indicaram que esta resposta

possui ponto de maximo, pois A; = -10,8124, A, = -8,3857 ¢ A3 = -5,5302 apresentam

sinais iguais e negativos.

108

110



Capitulo 4 - Resultados e Discussao

Utilizando as equagdes de codificacao (3.2), (3.3) e (3.4), obtém-se os valores

reais das concentracdes das varidveis no ponto de maximizacao do indice de emulsdo.
X1= 22,482 g/L de 6leo de soja residual;
X, =15,515 g/L de nitrato de amdnio;
X3=10,888 g/L de levedura cervejeira residual.

A partir dos valores codificados das varidveis x;, X, € X3 no ponto de méximo,
determinou-se que o indice de emulsdo neste ponto foi de 100,0%. Comparando este
valor com os valores do indice de emulsdo nos Experimentos 15 e 16 (100%), verifica-
se que os resultados foram iguais, uma vez, que as condi¢des do ponto de maximo
foram proximas a do ponto central.

Com a equagdo do modelo ajustado (4.14), geraram-se as superficies de

respostas (Figuras 4.27, 4.29 e 4.31), com suas respectivas curvas de contorno (Figuras
4.28,4.30 ¢ 4.32).
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Figura 4.27. Superficie de resposta para o indice de emulsdo em fung¢ao da concentragdo

de oleo de soja residual e nitrato de amonio.
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Figura 4.28. Curva de contorno para a resposta indice de emulsio em fun¢do da

concentra¢do de 6leo de soja residual e nitrato de amodnio.
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Figura 4.29. Superficie de resposta para o indice de emulsdao em fun¢ao da concentracao

de 6leo de soja residual e residuo de cerveja.
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Figura 4.30. Curva de contorno para a resposta indice de emulsdo em fungdo da

concentracdo de oleo de soja residual e residuo de cerveja.

As curvas de contorno da Figura 4.28 indicam a existéncia de uma regido o6tima
para o indice de emulsifica¢do que varia de 11,4 a 31,4 g/ para o 6leo se soja residual e
de 2,0 a 7,0 g/L para o nitrato de amonio.

Com relagdo a Figura 4.30 a regido otima para 6leo de soja residual e para a
levedura cerejeira residual, encontra-se entre 13,4 a 30,0 g/L e 2,56 a 13,56,
respectivamente. Esta metodologia fornece informagdes mais adequadas pelo numero de
ensaios realizados. Evidentemente uma condi¢do de concentragdo de o6leo de soja
residual, nitrato de amonio e levedura cervejeira residual foi fixado para a maximizacao
do crescimento celular, ou seja, 22,48, 5,5 e 10,88 g/L, respectivamente. No entanto,
este resultado de faixa 6tima das varidveis ¢ muito mais interessante do que apenas um
valor pontual, pois fornece informagdes (concentragdes ideais) que mantenham o

processo nas condi¢des otimizadas.
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Figura 4.31. Superficie de resposta para o indice de emulsdo em fun¢ao da concentragao

de nitrato de amonio e residuo de cerveja.
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Figura 4.32. Curva de contorno para a resposta indice de emulsdo em funcdo da

concentra¢do de nitrato de amonio e residuo de cerveja.

A partir da Figura 4.32, observa-se que para maximizar o indice de
emulsificagdo, as concentragdes de nitrato de amodnio devem estar em torno do ponto
central e conseqiientemente dentro da faixa de otimizacdo (2,0 a 7,0 g/L). O mesmo ¢

verificado para a concentracdo de residuo de cerveja onde a faixa 6tima varia de 5,5 a
17,56 g/L.
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4.4.4. Andlise de regressdo dos resultados obtidos para o crescimento celular a
partir das variaveis estudadas.

Como nos casos anteriores, apds a realizagdo da regressdao multipla e anélise
estatistica dos dados, gerou-se a Equacdao geral (4.15) que apresenta a correlacdo

encontrada para representar o crescimento celular em fungdo das variaveis estudadas.

Biomassa= 4,240 + 0,222X; + 0,407X, + 0,094X5 — 0,355X,;% — 0,577X,% — 0,328X5> —
0,104X,X5 + 0,067X; X5 — 0,082X,X; (4.15)

A Tabela 4.8 apresenta os resultados obtidos dos efeitos significativos para as
variaveis do planejamento, juntamente com o coeficiente de determinagdo (R?) e o valor
de F da distribui¢ao de Fisher para a resposta crescimento celular.

Os parametros com nivel de significancia maior que 10% em um teste de
hipotese utilizando t de Student foram desprezados. Neste sentido, desprezaram-se as

seguintes interagdes X;Xs, X; X3 e X Xs.

Tabela 4.8. Resultados da regressao para o crescimento celular

Fator Codificado Simbolos Parametro tdestudent . N'.V.e IAde.
significancia
Constante B 4,2399 32,2621 1,93E-11
X OSR 0,2216 3,2873 0,0081
X5 NA 0,4073 6,0408 0,0001
XX (0Q)* -0,3553 -3,6707 0,0043
X0X5 (NA)2 -0,5771 -5,9620 0,0001
X3X3 (LCR)? -0,3281 -3,3902 0,0068
R2=0,91 Fc=21,56 Fr=5,64

Os sinais das variaveis isoladas X; e X, mostram que maiores concentra¢des do
0leo de soja residual e de nitrato de amonio no meio fermentativo promovem maiores
quantidades de biomassa. Os coeficientes dessas varidveis indicam um maior efeito da
concentragdo de nitrogénio no crescimento celular.

A equagdo empirica ajustada para representar o crescimento celular estd

representada na Equacao 4.16.

Biomassa = 4,239 + 0,221X; + 0,407X5 - 0,355X,% — 0,577X,% — 0,328X3> (4.16)
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Os parametros relacionados as variaveis apresentaram resultados de t de Student
satisfatorios, sendo os valores dos parametros superiores aos seus desvios padrdo. Da
mesma forma o valor do coeficiente de determinacdo R2 de 0,91 mostrou que 91% da
variabilidade dos dados foram, explicados pela equagao empirica.

As Figuras 4.33 e 4.34 mostram o comportamento dos residuos para os testes do
crescimento celular, verifica-se que a distribui¢dao dos residuos foi aleatoria, em torno de
zero e sem nenhuma tendéncia, e os valores observados ficaram proximos dos preditos,

indicando variancia constante ¢ uma distribui¢ao normal dos mesmos.
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Figura 4.33. Distribui¢do dos residuos relativos ao crescimento celular.
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Figura 4.34. Valores preditos em funcdo dos observados relativos ao crescimento

celular.
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Com a equagdo completa (4.15) foi calculado o ponto estaciondrio para o
crescimento celular, utilizando o programa Maple VIII release 4. Valores de A’s
referentes ao crescimento celular indicaram que esta resposta possui ponto de maximo,
pois A} =-0,5927, A, =-0,3761 e A3=-0,2913 apresentam sinais iguais e negativos.

As coordenadas x; = 0,2773, x, = 0,3184 e x3 = 0,1326, representam os valores
codificados que maximizam a resposta. Verifica-se que o ponto estacionario esta dentro
da regido estudada

Utilizando as equagdes de codificagdo (3.2), (3.3) e (3.4), obtém-se os valores
reais das concentracdes das varidveis no ponto de maximizacao do crescimento celular.

X1=126,437 g/L de 6leo de soja residual;

X, =7,018 g/L de nitrato de amonio;

X3 =12,629 g/L de levedura cervejeira residual.

A partir dos valores codificados das variaveis x;, X € X3 no ponto de maximo,
determinou-se que a concentracdo do crescimento celular neste ponto foi de 4,340 g/L.
Comparando este valor com a concentragdo do crescimento celular nos Experimentos
15 e 16, nos quais foram obtidos as maiores quantidades de biomassa, verificam-se
resultados similares.

A equagdo do modelo ajustado (4.16) foi altamente significativa, sendo
possivel construir as superficies de respostas (Figuras 4.35, 4.37, 4.39), as curvas de
contorno (Figuras 4.36, 4.38 ¢ 4.40) e definir as regides de interesse. Estas podem ser
observadas através da existéncia de uma regido 6tima para o crescimento celular onde
se encontram uma faixa de combinacdes de concentracdes de 6leo de soja residual e
nitrato de amoénio (15,4 a 38,4 g/l e 5,0 a 9,5 g/L, respectivamente - Figura 4.36), 6leo
de soja residual e levedura cervejeira residual (17,4 a 36,4 g/L e 6,56 a 16,56 g/L,
respectivamente — Figura 4.38) e nitrato de amonio e levedura cervejeira residual (2,5 a
8,5 g/L e 14,56 a 22,5 g/L, respectivamente — Figura 4.40). Para se obter a maximizacao
do crescimento celular a concentragdo do dleo de soja residual deve estar em 26,44 g/L,

nitrato de aménio em 7,02 g/L e levedura cervejeira residual em 12,63 g/L.
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Figura 4.35. Superficie de resposta para a biomassa em func¢ao da concentragdo de 6leo

de soja residual e nitrato de amonio.
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Figura 4.36. Curvas de contorno para a resposta biomassa em fungdo da concentracdo

de o6leo de soja residual e nitrato de amonio.
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Figura 4.37. Superficie de resposta para a biomassa em fun¢do da concentragdo de 6leo

de soja residual e residuo de cerveja.
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Figura 4.38. Curvas de contorno para a resposta biomassa em fun¢do da concentracao

de o6leo de soja residual e residuo de cereja.
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Figura 4.39. Superficie de resposta para a biomassa em func¢do da concentragdo de

nitrato de amonio e residuo de cerveja.
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Figura 4.40. Curvas de contorno para a resposta biomassa em fun¢do da concentragao

de nitrato de amonio e residuo de cerveja.

A Tabela 4.9 apresenta os resultados obtidos no ponto central do planejamento
de experimentos (PCC) e os valores reais das concentragdes das variaveis independentes
OSR, NA e LCR nos pontos de maximizacdo para as respostas raminose, tensao

superficial, indice de emulsificagao e crescimento celular.
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Tabela 4.9. Comparativo dos resultados obtidos no ponto central do planejamento
(PCC) com os valores reais resultantes das concentragdes das varidveis independentes

OSR, NA e LCR

Experimentos OSR NA LCR

(9/L) (9/L) (9/L)

Ponto central 22,0 5,625 11,5
Ponto otimizagao - raminose 22,246 5,729 11,56
Ponto otimizacio - tensdo superficial 21,307 5,692 11,575
Ponto otimizagdo - indice emulsdo 22,482 5,515 10,888
Ponto otimizagao - concentragao celular 26,437 7,018 12,629

Concentracdo de dleo residual (OSR); Concentragdo de nitrato de amonia (NA);
Concentragao de levedura cervejeira residual (LCR).

A otimiza¢do das respostas analisadas mostrou que os melhores resultados
encontrados para a concentragdo de raminose, tensdo superficial, indice de emulsdo e
biomassa estdo localizados muito proximos ao ponto central do planejamento
(Experimentos 15 e 16). Portanto, adotou-se o ponto central como ponto de otimizagdo,
j& que este ponto encontra-se na regido de otimizagdo, conforme mostrou as curvas de

contorno de cada resposta avaliada.

4.5. Reprodutibilidade do processo fermentativo realizado com as melhores

condic¢des experimentais definidas no PCC

Objetivando confirmar a veracidade dos melhores resultados obtidos para as
variaveis dependentes (raminose, tensdo superficial, indice de emulsdo e biomassa) que
foram encontrados nas duas réplicas do ponto central realizados no planejamento
experimental composto central, Tabela 4.4, (ensaios 15 (C) e 16 (C)), item 4.4, testou-se
a reprodutibilidade do processo fermentativo. O comparativo dos resultados encontrados
no PCC com a sua respectiva reprodutibilidade (repeti¢do) estdo apresentados na Tabela

4.10).
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Tabela 4.10. Comparativo dos resultados de producdo de raminose, tensao superficial,
indice de emulsificacdo e crescimento celular obtidos no PCC (ensaios 15 (C) e 16 (C)),

com a sua respectiva reprodutibilidade (repeti¢ao)

: Tenséo indice
OSR NA LCR Raminose . ~
Exp. WL @l @L) /L) Superficial ~ Emulsdo (g/If_)
(dina/cm) (%)
15C) 22 5625 115 220 957 100 421
16 (C) 22 5,625 11,5 2,30 25,6 100 4,79
repeticdo 22 5,625 11,5 2,34 25,6 100 4,87

De acordo com os resultados encontrados, percebe-se a reprodutibilidade entre
as trés fermentagdes. Este resultado era esperado, uma vez que este experimento
(repeti¢ao) foi realizado em condigdes idénticas ao Experimento 15 e 16 (Tabela 4.4 -

item 4.4), ou seja, nas mesmas condi¢gdes otimizadas obtidas nestes ensaios.

4.6. Determinacdo do coeficiente volumétrico de transferéncia de oxigénio (K_a)

Os ensaios de determinacao dos valores de Ka foram realizados em meio MPB
(item 3.3.4) em biorreator e tiveram por objetivo estabelecer diferentes condi¢des de
aeracao a serem utilizas no processo de fermentativo para a producao de raminolipideos
com a cepa Pseudomonas aeruginosa PALC. Além disso, proporcionar maior
reprodutibilidade dos dados experimentais em reatores com outras geometrias € outros
sistemas de distribui¢ado de ar.

Os ensaios com agitagdo mecanica com inje¢ao de ar resultaram em absorcao
significativa de oxigénio no sistema, isto €, observou-se um aumento imediato da
quantidade de oxigénio dissolvido, sendo a taxa de dissolucao de oxigénio proporcional
a velocidade de agitagdo ¢ a taxa de aeragdo.

A Figura 4.41 apresenta um grafico tipico de correlagdo da quantidade de
oxigénio dissolvido com o tempo para velocidade de 550 rpm e com taxas de aeragdo de
0,5, 1,0 e 1,5 vvm. Ressaltando que os valores apresentados na Figura 4.41 foram

calculados a partir do ajuste da Equacao 3.21.
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Figura 4.41. Transferéncia de oxigénio em fun¢do da taxa de aeragao com velocidade de

agitacdo de 550 rpm e taxas de aeragdo de 0,5, 1,0 e 1,5 vvm.

A observacao da Figura 4.41 e os valores da Tabela 4.11 mostram a importancia
dessas duas variaveis (agitagdo e aeragdo) na transferéncia de massa de oxigénio da fase
gasosa para a fase liquida. Verifica-se que quanto maiores os valores de agitacdo e
aeracdo, maiores serdo os valores de Kra, que variaram na faixa de 7,6 a 33,5 (Tabela
4.41). Isso se deve ao fato de que os aumentos da aeragdo e da agitagdo levam a uma
maior turbuléncia do sistema liquido, conduzindo a uma reducdo da espessura da
pelicula liquida ao redor da bolha gasosa e, conseqilientemente, diminuindo a resisténcia

oposta a transferéncia de massa (Santa Anna, 2005).

Tabela 4.11. Variacao dos valores de K;a em fungdo da taxa de acracdo e velocidade de

agitacdo em meio MPB

Velocidade de agitagao Vazio de ar Taxa de aeracao Valores de K;a
(rpm) (L/h) (vvm) (h™)
300 36 0,5 7,6
300 72 1,0 14,6
300 108 1,5 22,2
550 36 0,5 10,2
550 72 1,0 16,8
550 108 1,5 27,7
800 36 0,5 12,8
800 72 1,0 19,7

800 108 1,5 33,5
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4.7. Otimizacao da relacédo aeracdo/agitacao

A Tabela 4.12 apresenta os resultados em valores médios obtidos dos 9

experimentos realizados de acordo com o planejamento fatorial adotado.

Tabela 4.12. Resultados médios da sintese raminose, indice de emulsificagdo, tensao

superficial e crescimento celular a partir da variagdo do KLa apds 48 horas de

fermentacgao

Ex Aeragdo Agitacdo Kia RM TS IE Xe

p.  (wm) (rpm)  (h?) (g/L)  (dinalem) (%) (g/L)
1 0,5 300 7,6 1,5940,01 27,5+0,5 10010 3,79+ 0,25
2 0,5 550 10,2 3,2610,02 26,0+0,5 10010 4,61+0,15
3 0,5 800 12,8 2,02+0,02 26,51+0,5 100£0 3,96+0,44
4 1,0 300 14,6 0,71£0,03 30,0+0,5 7012 3,5310,21
5 1,0 550 16,8 0,814+0,04 29,0£1,0 800 4,32+0,14
6 1,0 800 19,7 0,37£0,05 29,5+0,0 5712 3,71+0,08
7 1,5 300 22,2 0,31+0,01 29,0+1,0 6712 3,2040,25
8 1,5 550 27,7 0,50+0,034  28,5+0,5 7010 4,2240,21
9 1,5 800 33,5 0,26+0,095  30,0+0,5 5040 3,9140,30

Coeficiente volumétrico de transferéncia de oxigénio (K;a); Concentragéo de raminose (RM);
Tensao superficial (TS); Indice de emulsdo (IE); Crescimento celular final (Xg).

Observa-se na Tabela 4.12 que o aumento do K;a esta relacionado ndo somente
a0 aumento da taxa de aeragdio, mas também ao aumento da velocidade de agitacio. E
ainda possivel estabelecer que os processos fermentativos conduzidos nas condigdes de
menor valor de Kia (7,6; 10,2 e 12,8 h') propiciaram a produgio de maiores
quantidades de raminose (1,59; 3,26 e 2,02 g/L, respectivamente). Entretanto, os valores
de K;a nao apresentaram correlacdo com o crescimento celular.

O suprimento de oxigénio freqiientemente ¢ limitante para a atividade de
microrganismos aerdbicos, devido a baixa solubilidade de oxigénio em meio aquoso.
Além disso, espécies de Pseudomonas sdao capazes de realizar respiragdo anaerobia
usando nitrato. Assim, pode-se concluir que, dentro da faixa estudada de aeracdo
(Tabela 4.12), a baixa disponibilidade de oxigénio estimulou a sintese de raminose.
Conforme observado nos Experimentos 1, 2 e 3.

O Experimento 2 propiciou a sintese de maior concentracdo de raminose (3,26
g/L), ou seja, da maior quantidade de biossurfactante produzido. O valor minimo de
tensdo superficial (26,0 dina/cm) ¢ mais um indicativo de que a relagdo 0.5 vvm/ 550

rpm foi a mais favoravel para produ¢do de raminolipideo a partir de 6leo de soja
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residual. Ademais, o biossurfactante produzido apresentou intensa caracteristica
emulsificante, sendo capaz de formar emulsdes totais de QAV (querosene de aviacdo)
em agua, estaveis por 24 horas. Nesta condi¢do, também foi maxima a producdo de
biomassa, em torno de 4,0 g/L.

Haba et al. (2000) obtiveram 2,7 g/L. de raminose pelo cultivo de P. aeruginosa
47T2 NCIB 40044 em residuo de 6leo de soja, com meio ndo aerado. Porém, esta
mesma linhagem produziu apenas 6,4 g/L de raminose em residuo de 6leo de oliva, com
aeracdo de 1,0 vvm (MERCADE et al., 1993). Benicasa et al. (2002) obtiveram valores
ainda menores de raminose, 1,41 g/L, pelo cultivo da linhagem P. aeruginosa LBI em
biorreator contendo 6leo de soja in natura como fonte de carbono, com aeracao de 2,5
vvm. Baixas produgdes de 1,75, 1,66 e 1,06 g/L de raminolipideos também foram
obtidas por Rahman et al. (2002) a partir de 288 horas de fermentacdo de 6leo de soja,
0leo de girassol e glicerol, respectivamente por P. aeruginosa GS9-119. Nestas
condigdes, as tensdes superficiais foram reduzidas a 28, 30 e 29,1 dina/cm,
respectivamente.

Ressalta-se que no presente estudo a aeragdo foi a varidvel de processo mais
importante, ja que na condigdo de 0,5 vvm (Kpa 10,2 h™") foram obtidos os valores
maximos de concentra¢ao de raminose ¢ indice de emulsificag¢do, ¢ os valores minimos
de tensdo superficial, independente do nivel de agitacdo. No entanto, praticamente ndo
houve variagao da concentracao final de biomassa nos diferentes combinagdes ensaiadas
de aeracdo e agitagdo.

Verifica-se, também, uma relacao direta entre a sintese de raminose ¢ indice de
emulsdo, visto que quanto maior a concentracdo de biossurfactante no meio, maior foi a
sua capacidade emulsificante. Essa propriedade ¢, provavelmente, a mais versatil dos
agentes tensoativos para aplicagdes praticas e, por isso, tem sido extensivamente
estudada (ROSEN, 1989).

Na industria de alimentos, os biotensoativos sdo utilizados como emulsificantes
no processamento de matérias-primas. A emulsificagdo exerce um papel importante na
formacao da consisténcia e textura exatas, assim como na dispersao de fases (BANAT
et al, 2000). Cremes, manteiga, maionese, molho de saladas, salsichas, sorvetes, entre
outros sao exemplos de emulsdes em alimentos processados (NITSCHKE et al, 2002).

Na Tabela 4.12, verifica-se que no Experimento 9, onde a velocidade de agitacdo
e o valor do KLa foram maiores, houve menor producdao de raminose. Como previsivel,

o intenso borbulhamento de ar em associa¢dao a uma elevada agitacdo, intensificaram a
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formacgdo de espuma, resultando na drenagem de meio fermentado. Aproximadamente
50% do volume de meio foi retirado do reator logo nas primeiras 24 horas de
fermentacdo, o que levou a problemas experimentais, pois com a drenagem da espuma,
ocorreu o arraste de células e do produto formado afetando, conseqilientemente, a sintese
de raminose. Fatos semelhantes ocorreram com Santos (2002) utilizando a cepa
Pseudomonas aeroginosa PA1l. O autor ndo conseguiu conter a formacdo de espuma

utilizando o mesmo sistema de aerac¢do por borbulhamento.

4.8. Resultados do planejamento fatorial completo realizado em biorreator

Nesta etapa foi realizada a otimizagdo das varidveis taxa de aeracdo e velocidade
de agitacdo no processo de producao de biossurfactante.

A determinacao dos parametros significativos foi realizada através de um teste
de hipotese utilizando uma t de Student com nivel de significancia de 10%, sendo
desconsiderados, para todos os resultados obtidos: produ¢do de raminose, indice de
emulsdo, tensdo superficial e biomassa, os parametros que apresentam nivel de
significAncia maior que este valor. O coeficiente de correlagio quadratico R%, também
foi utilizado para todas as respostas, a fim de constatar a significancia ou ndo do modelo
ajustado.

A seguir, serdo apresentados os resultados obtidos para as seguintes respostas:

concentragdo de raminose, tensao superficial, indice de emulsificacao e biomassa.

4.8.1. Analise de regressdo dos resultados obtidos na producdo de raminose a

partir das variaveis estudadas

Através da regressdo multipla no programa Statistic 5.1, obteve-se a equagado

completa (4.17) para a sintese da raminose:

Raminose = 1,065 — 0,962X; + 0,008X, + 0,692X,> — 0,652X,” — 0,122X, X,  (4.17)

Contudo, foram eliminadas as varidveis com nivel de significancia superior a 10%, ou
seja, a variavel linear X, (agitacdo) e a interagdo X;X; (aeragao/agitacio).

A Tabela 4.13 apresenta os resultados obtidos dos efeitos significativos das
variaveis estudas, juntamente com o coeficiente de determinagdo (R*) como resposta a

producdo de raminose.
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Tabela 4.13. Resultados da regressdo para a produgao de raminose

Fator Codificado Parametro tstudent Nivel de significancia

Constante 3o 1,0654 3,5273 0,0166

X, -0,9628 -5,8362 0,0020

X, 0,6928 2,4246 0,0597

X5? -0,6522 -2,2823 0,0713
R*=0,90

Nota-se, na Tabela 4.13 que a variavel isolada X; bem como, as variaveis
quadraticas X, e X,” influenciaram significativamente no processo.

O coeficiente de determinagdo (R*) de 0,90, indica um ajuste adequado dos
dados experimentais na resposta producdo de raminose, frente a equacdo empirica
proposta.

Observa-se, que em todos os ensaios onde se utilizou a agitagdo de 550 rpm,
obtiveram-se os melhores valores para a sintese de raminose. Isto indica que esta
condicdo esta situada na regido de otimizac¢do do processo fermentativo para a produgdo
de raminose.

Verifica-se, nos ensaios 2, 5 e 8, que com o aumento da aeragdo (0,5; 1,0 e 1,5,
respectivamente) sob agitagdo constante (550 rpm), ocorreu diminui¢do da sintese de
raminose.

A equagdo empirica ajustada que representa a sintese de raminose esta descrita

na Equagdo 4.18.

Raminose = 1,065 — 0,963X, + 0,693X,* — 0,652X,° (4.18)

A partir da equacdo completa (4.17) foi utilizado um algoritmo de otimizagao,
implementado no software Maple VIII release 4, para calcular as coordenadas do ponto
estacionario para a sinese de raminose, sdo elas: x; = 0,6897 e x, = - 0,0583. No ponto
estacionario as coordenadas x; e X, estdo dentro da regido experimental.

Os pontos estacionarios e os respectivos A’s (A; -0,6849 e 1,=0,6956) referentes
a producdo de raminose indicaram que esta resposta possui um ponto de sela.

Ainda usando o algoritmo feito no programa Maple VIII release 4, calcularam-se
os X’s correspondentes a maximizacdo da resposta para a sintese de raminose,
utilizando a forma canoénica Y =y, + Mwlz + 7\,2W22. Sendo assim, os pontos de cela sdo:

x1 =-0,9985 e x, = 0,0181
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Com as equagdes de codificagdao (02) e (03), obteve-se os valores reais para as
varidveis X; ¢ Xz no ponto de otimizagao.

X;=0,5007 vvm

X5 =555 rpm

A partir da equagdo 4.18, obteve-se a superficie de resposta e as curas de

contorno, as quais estdo respectivamente apresentadas nas Figuras 4.42 e 4.43.
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Figura 4.42. Superficie de resposta da concentracdo de raminose em fun¢ao da agitagao

e aeracao para a producdo de raminose.
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Figura 4.43. Curvas de contorno em funcdo da agitagdo e aeracdo para a producdo de

raminose.
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Constata-se na Figura 4.42 que aumentando a vazao de ar no meio fermentativo
acarreta uma diminuicdo da sintese de raminose. Nota-se, também, que a maxima
producdo de raminose foi obtida com a velocidade de agitacdo a 550 rpm e taxa de
aeracdo a 0,5 vvm. Além disso, pelas Figuras 4.42 e 4.43, verifica-se a existéncia de
uma regido Otima para a producdo de raminose onde se encontra uma faixa de
combinagdes de aeragdo (0,5 a 0,55 vvm) e agitacao (400 a 700 rpm). A partir desta
analise, sabe-se qual a variacdo de agitacdo (+ 150 rpm) que pode ser admitida ao redor
de 550 rpm (valor 6timo) e da taxa de aeragdo 0,5 vvm (+ 0,05 vvm) que manterd o

processo na condi¢do otimizada.

4.8.2. Andlise de regressdo dos resultados obtidos na tensao superficial a partir das

variaveis estudadas

Apos a realizacao da regressao multipla no programa Statistica 5.1, obteve-se a

Equacao completa (4.19) para a tensdo superficial (Ts):

Tensdo superficial = 28,888 + 1,25X — 0,083X; — 1,583X,* + 0,916X,* + 0,5X,X; (4.19)

Eliminadas as varidveis com nivel de significancia superior a 10%, desprezou-se
a variavel linear X, (agita¢do).

A Tabela 4.14 apresenta os resultados obtidos dos efeitos significativos das
varidveis estudas, juntamente com o coeficiente de determinacio (R?) tendo como

resposta a tensdo superficial.

Tabela 4.14. Resultados da regressdo para a tensao superficial

Fator Codificado Parametro t student Nivel de significancia

Constante By 28,88 198,3202 6,3E-08

X, 1,25 15,6670 0,000097

X, -1,58 11,4574 0,000331

X5? 0,91 6,6332 0,002680

XX, 0,50 5,1168 0,006901
R?=10,98

Nota-se, na Tabela 4.14, que a variavel isolada X; bem como, as varidveis
r . 2 2 . ~ ~ . ~ . .
quadraticas X;” e X, e a interagdo X;X, (aeragdo/agitacao) influenciaram

significativamente no processo.
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Observam-se, nos resultados que com o aumento da concentragdo da raminose
ha uma diminuicao da resposta tensdo superficial.

Nos experimentos realizados (Tabela 4.12), percebe-se que a alteracdo na vazao
de ar e no nivel de agitacdo ndo promoveram uma mudanga significativa da tensdo
superficial do meio. Contudo, a aeragdo e agitacdo em torno de 0,5 vvm e 550 rpm,
respectivamente, obteve-se o menor valor para a tensdo superficial, demonstrando que
estes parametros adotados estdo possivelmente dentro da regido de otimizagdo do
processo.

A equagdo empirica ajustada que representa a tensdo superficial esta descrita na

Equacao 4.20.
Tensdo superficial = 28,888 + 1,25X, — 1,583X,> + 0,916X,* +0,5X,X, (4.20)

A partir da equacdo completa (4.19) foi utilizado um algoritmo, implementado
no software Maple VIII release 4, para calcular os pontos estaciondrios para a tensdo
superficial. Sendo eles:

x1=0,4357

X2 =-0,0307

Os pontos estaciondrios e os respectivos A’s (A=-1,4441 1,=0,8607) referentes a
tensdo superficial indicaram que esta resposta possui um ponto de sela.

Com o programa Maple VIII release 4, calculou-se os valores as varidveis
codificadas (X’s) correspondentes & minimizac¢ao da resposta para a tensdo superficial,
utilizando a forma candnica Y = y, + MwiZ + Aowy. Neste caso, os pontos de cela
encontrados foram: x; =-0,9985 e x, = 0,0181.

Utilizando as equagdes de codificacdo (1) e (2), obtém-se os valores reais para as

variaveis:
X;=0,502 vvim;
X, =581,16 rpm.

Os efeitos das varidveis independentes (aeragdo e agitagdo) sobre a tensdo
superficial estdo representadas pela superficie de resposta (Figura 4.44) e curvas de

contorno (Figura 4.45).
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Figura 4.44. Superficie de resposta da tensdo superficial em funcdo da agitacdo e

aeracgdo para a tensdo superficial.
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Figura 4.45. Curvas de contorno em funcdo da agitagdo ¢ aeragdo para tensdo

superficial.

Verifica-se na Figura 4.45 que menores valores de tensdo superficial sdo obtidas
para menores taxas de aeragdo no meio fermentado (entre 0,5 a 0,55 vvm) e utilizando

velocidades de agitacdo dentro da regido Otima encontrada neste estudo (470 a 750

rpm).
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4.8.3. Andlise de regressdo dos resultados obtidos para o indice de emulsificacédo a

partir das variaveis estudadas

Com a realizacdo da regressdo multipla, gerou-se a Equagdo geral (4.21), que
apresenta a correlacdo encontrada para representar o indice de emulsao em funcao das

variaveis estudadas.

fndice de emulsdo = 75,22 — 18,83X, — 5,00X, + 12,16X,> — 9,33X,% — 4,25X,X, (4.21)

Eliminadas as variaveis com nivel de significancia superior a 10%, desprezou-se
a variavel linear X, (agitagdo) e a interacao X; Xy,

A Tabela 4.15 representa os resultados obtidos dos efeitos significativos das
variaveis estudas, juntamente com o coeficiente de determinagdo (R*) como resposta a

tensao superficial.

Tabela 4.15. Resultados da regressao para o indice de emulsificagdo

Fator Codificado Parémetro tstudent  Nivel de significAncia

Constante 3o 75,22 12,528 0,000057

X -18,83 -5,726 0,002272

X, 12,16 2,136 0,005750

X,? 9,33 -1,638 0,002227
R*=10,82

Nota-se, na Tabela 4.15, que a variavel isolada X; bem como, as varidveis
quadraticas X,* e X,” influenciaram significativamente no processo.

O maior valor do coeficiente da varidavel X; mostra que o efeito da mesma sobre
a resposta foi muito significativo, isto justifica os valores de 100% no indice de
emulsificagcdo obtida para o nivel de aeragao de 0,5 vvm.

A equagdo empirica ajustada que representa o indice de emulsdo esta descrita na

Equacao 4.22.

fndice de emulsdo = 75,22 — 18,83X; + 12,16X,% — 9,33X,* (4.22)

A partir da Equagdo completa (4.21), calculou-se os pontos estacionarios para o
indice de emulsificacdo. Sendo eles: x; = 0,8764 e x, = -0,2868.
Os pontos estaciondrios e os respectivos A’s (A1=-10,5724 e A2=11,0724)

referentes a emulsificacdo indicaram que esta resposta possui um ponto de sela.
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Calcularam-se os valores de X’s correspondentes a maximizacdo da resposta
para o indice de emulsificacdo, empregando o software Maple VIII release 4.
Determinado os pontos de sela em variaveis codificadas x1 = -0,9903 e x2= 0,1787,
utilizou-se as equacdes de codificagdo (1) e (2), obtendo-se os valores reais para as
variaveis:

X;1=0,505 vvm

X5 =505,32 rpm

Na superficie de resposta e curvas de contorno, Figuras 4.46 e 4.47
respectivamente, verifica-se o efeito das variaveis independentes sobre o indice de

emulsificagao.
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Figura 4.46. Superficie de resposta do indice de emulsificacdo em fungdo da agitacdo e

aerac¢do para o indice de emulsdo.
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Figura 4.47. Curvas de contorno em funcdo da agitacdo e aeracdo para o indice de

emulsdo.
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Analisando a superficie de resposta e as curvas de contorno, Figuras 4.46 ¢ 4.47,
observa-se que os valores maximos para o indice de emulsificacdo (100 %)
correspondem a taxa de aeracdo em 0,5 vvm, ou seja, no nivel inferior do planejamento,
enquanto que para a velocidade de agitagdo variou entre 400 a 700 rpm, tendo seu ponto

otimo em 505 rpm.

4.8.4. Andlise de regressdo dos resultados obtidos para o crescimento celular a

partir das variaveis estudadas

Como nos casos anteriores, ap6s a realizacdo da regressao multipla, obteve-se a
Equacdo geral (4.23) que apresenta a correlacdo encontrada para representar o

crescimento celular em fungdo das variaveis estudadas.

Biomassa = 4,32 — 0,328X, + 0,038X; + 0,088X,* — 0,933X,” + 0,091X, X, (4.23)

Eliminadas as variaveis com nivel de significancia superior a 10%, desprezou-se
a variavel quadratica X % (aeragdo).

A Tabela 4.16 apresenta os resultados obtidos dos efeitos significativos das
variaveis estudas, juntamente com o coeficiente de determinacdo (R2) como resposta o

crescimento celular.

Tabela 4.16. Resultados da regressdo para o crescimento celular

Fator Codificado Parametro tstudent Nivel de significancia

Constante 3o 4,383 58,217 1,0E-06

X, -0,328 -6,135 0,0035

X, 0,038 0,726 0,0078

X, -0,933 -10,077 0,0005

XX, -0,090 -1,386 0,0380
R?=0,94

Percebe-se, na Tabela 4.16, que as variaveis isoladas X; e X,, a varidvel
quadréatica Xzz, bem como a interagdo X;X, influenciaram significativamente no
processo.

A Tabela 4.12 mostra que os maiores resultados para o crescimento celular

foram encontrados nos Experimentos 2, 5 e 8 onde a agitacdo permaneceu constante em
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550 rpm, alterando a aeracao (0,5; 1,0 e 1,5 rpm). Isso indica que provavelmente esta
variavel propiciou condi¢cdes mais adequadas para o crescimento do microrganismo.
A equagdo empirica ajustada que representa a biomassa (Cc) esta descrita na

Equagdo 4.24.

Biomassa = 4,4016 — 0,328X + 0,038X, — 0,933X,* + 0,091X,X, (4.24)

A partir da Equag¢dao completa 4.23, calcularam-se os pontos estacionarios
(x; =0,7514 e x, = 0,1978) para o crescimento celular.

Os pontos estacionarios e os respectivos A’s (-0,7050 e 0,1010) referentes a
biomassa indicaram que esta resposta possui um ponto de sela.

Através do algoritmo (Maple VIII release 4), calcularam-se os X’s
correspondentes a maximizacdo da resposta para o crescimento celular, utilizando a
forma canonica Y = yo+ MwiZ + Aow,> . Entdo foram obtidos os valores codificados das
variaveis no ponto de maximizacao da resposta: x; =- 0,979 e x, = 0,3427.

Através das equacdes de codificacdo (3.11) e (3.12), determinaram-se os valores reais
das concentragdes das variaveis:

X;=0,51 vvin

X, =570 rpm.

Utilizando a equacao do modelo ajustado (4.24), construiram-se as superficies
de respostas (Figura 4.48) e as curvas de contorno (Figura 4.49) definindo-se, entdo, as

regioes de interesse.

Figura 4.48. Superficie de resposta da concentracao de biomassa em fun¢ao da agitacao

e aeragdo para a biomassa.
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Analisando as Figuras 4.48 e 4.49, percebe-se a existéncia de uma regido otima
para o crescimento celular que se encontra uma faixa de combinagdes para a velocidade
de agitagdo (450 a 650 rpm) e para a taxa de aeragdo (0,5 a 0,73 vvm). No ponto de
maximizacdo do crescimento celular a taxa de aeracao deve estar em 0,51 vvm ¢ a

velocidade de agitagdo em 570 rpm.

4.9. Estudo da taxa de aeracdo para valores menores do que o minimo utilizado no

planejamento experimental fatorial completo

Como o ponto de otimizagdo para a aeragdo foi o menor valor estudado no
planejamento, foi necessario verificar se para valores de aeracdo menores do que 0,5
vvm a produgdo de raminose seria maior do que o valor obtido no planejamento
experimental.

Assim, realizaram-se os experimentos utilizando taxas de aeracao de 0,25 e 0,35
vvm e velocidade constante de agitagdo, em ambos ensaios, a 550 rpm. Como o
presente trabalho tem como objetivo principal produzir raminolipideo adotou-se o valor
de agitacao obtido a partir da andlise de regressao para a sintese de raminose. Na Tabela
4.17, estdo apresentados os valores da sintese de raminose, tensdo superficial, indice de

emulsificagdo ¢ biomassa em fung¢ao da aeragao.
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Tabela 4.17. Variagdo da sintese de raminose, tensao superficial, indice de

emulsificagcdo e biomassa em fun¢ao da aeragao

« . Tensdo indice .
Aeracao K,a Raminose - ~ Biomassa
Exp. (vwm) (hh) (g/L) Superficial Emulsdo (/)
(dina/cm) (%)
1 0,25 3,8 2,21 27,0 100 3,892
2 0,35 6,3 2,76 26,5 100 3,912
3 0,5 10,2 3,26 26,0 100 4,61
4 1,0 16,8 0,81 29,0 80 4,32
5 1,5 27,7 0,50 28,5 70 4,22

Analisando os resultados apresentados na Tabela 4.17, observou-se que a maior
producdo de raminose 3,26 g/L. e a menor tensdo superficial 26,0 dina/cm foram obtidas
para o Kya de 10,2 h™'. Contudo, nota-se também que para aeragdo do meio fermentado
de 0,25 e 0,35 vvm, obteve-se melhores resultados para as varidveis dependentes
(raminose, tensdo superficial e indice de emulsdo) quando comparado aos valores
obtidos utilizando aera¢do de 1,0 e 1,5 vvm.

Com os dados apresentados percebe-se que o aumento do K;a taxa de aeragdo
no meio fermentado a partir de 0,5 vvm promove uma diminui¢do na concentragdo de
raminose produzida. Isso indica que acima de 0,5 vvm o aumento da taxa de aeragdo no

meio fermentado promove uma limitag¢do para a produgdo de raminose.

4.10. Reprodutibilidade da fermentacdo nas melhores condigdes experimentais

definidas no PCC e no planejamento experimental fatorial completo

Visando verificar a reprodutibilidade do processo foram realizadas duas
fermentagdes nas melhores condi¢cdes experimentais obtidas nos dois ultimos
planejamentos experimentais. Sendo empregadas as seguintes condi¢des otimizadas do
PCC para maximizagdo na producdo de raminose: 5,625 g/L de nitrato de amonio, 22
g/L de o6leo de soja residual e 11,5 g/ de levedura cervejeira residual e as melhores
condi¢des de aeracdo e agitacdo encontrada no ultimo planejamento fatorial 0,5 vvm e

550 rpm, respectivamente. Os resultados encontram disponiveis na Tabela 4.18.
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Tabela 4.18. Resultados médios de producdo de raminose, indice de emulsificacao,
tensdo superficial e crescimento celular obtidos durante a realizagdo do experimento

utilizando as melhores condi¢des obtidas nos dois ultimos planejamentos experimentais

Tempo Raminose  Tensdo Superficial Indice Emulsdo Biomassa

(horas) (o/L) (dina/cm) (%) (o/L)
24 1,51240,05 28,0+ 0,0 70 £0,0 2,84 +0,35
48 3,392+0,02 26,0 £ 0,0 100 + 0,0 3,59+0,51

Os resultados mostram que houve reprodutibilidade entre as duas fermentacdes
realizadas e entre os valores obtidos nas condi¢des do Experimento 2 do planejamento
fatorial completo (Tabela 4.12). Sendo que os resultados de tensdo superficial e indice
de emulsificacdo para 48 horas de fermentagdo foram os mesmos, a producdo de
raminose neste experimento foi 4% maior e a quantidade de biomassa de 22% menor.
Este resultado era esperado, visto que estes experimentos foram realizados em
condi¢des idénticas ao Experimento 2 (Tabela 4.12), porque as condi¢des otimizadas

foram as mesmas obtidas neste experimento.

4.11. Regulacao e processo fermentativo dos raminolipideos

A produgdo de raminolipideos por Pseudomonas aeroginosa depende de varios
fatores nutricionais (fontes de carbono, nitrogénio e sais inorganicos) e ambientais
(temperatura, aeracao ¢ pH), (OCHSNER et al., 1995). Em virtude disso, realizaram-se
duas fermentagcdes: A primeira fermentacdo utilizou as melhores condigdes
experimentais definidas no PCC e no Planejamento Fatorial Completo, sem o acréscimo
de dleo de soja residual no meio fermentado, com o objetivo de verificar a influéncia da
levedura cervejeira residual como fonte de carbono na producao de biossurfactante. A
segunda fermentagdo utilizou as melhores condi¢des experimentais definidas no PCC e
no Planejamento Fatorial Completo, sem a adi¢cdo dos sais inorganicos MgS0O,4.7H,0,
Na,HPO4 e KH,POy4, com o intuito de verificar a influéncia dos mesmo na produgdo de
biossurfactantes e o efeito do tamponamento no meio de cultivo.

Os resultados da producdo de raminose, indice de emulsificagdo, tensdo
superficial e biomassa obtida durante a realizagdo do experimento utilizando as
melhores condigdes obtidas nos dois ultimos planejamentos experimentais, sem a

presenca do 6leo de soja residual encontram-se disponiveis na Tabela 4.19.
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Tabela 4.19. Resultados médios de producdo de raminose, indice de emulsificacao,
tensdo superficial e biomassa obtida durante a realizagdo do experimento utilizando as
melhores condi¢des obtidas nos dois ultimos planejamentos experimentais, sem a

presencga do 6leo de soja residual

) Tensado Indice
Tempo Raminose C ~ Xo X
(horas) (/L) Superflmal Emulséo (g/L) (/L)
(dina/cm) (%)
24 0,0 61,0£2,0 0,0 0,84 £ 0,01
48 0,0 61,0 +2.0 0.0 0.3£0.06 1941 0.01

Nesta fermentacdo, observou-se que a falta da fonte de carbono (6leo de soja
residual) no meio fermentado ndo propiciou a formacao de biossurfactante durante as 48
horas de processo, bem como a formagdo de emulsdo. Quanto a tensdo superficial o
valor encontrado 61,0 £ 2 dina/cm foi equivalente ao do meio de produgdo 62 dina/cm.
O que sugere a nao producdo de raminose no meio. Apesar do meio fermentativo
possuir outra fonte de carbono (levedura cervejeira residual), o crescimento celular foi
pouco expressivo durante as 48 horas de processo, 1,24 g/L (Xf). Isso, provavelmente,
se deve a auséncia do 6leo de soja residual no meio em questao.

Lang & Waullbrandt (1999), afirmaram que para a obtengdo de altas
concentragdes de raminoses o meio de cultivo de Pseudomonas aeruginosa sao
necessarias, altas relacdes de carbono e nitrogénio, isto €, excesso da fonte de carbono.

Waullbrandt et al. (1994) com a finalidade de obtencao de L-raminose, realizaram
fermentagdes com mutantes de Pseudomonas aeruginosa DSM 7107 e 7108 e
alcancaram a produg¢do de 78 g/L de raminolipideos, em sete dias de processo,
utilizando 125 g/L de 6leo de soja, como fonte de carbono. Este fato demonstra a
preocupacdo do autor em utilizar grande concentracdo de substrato para obter maior
produgdo de biossurfactante.

Na Tabela 4.20 encontram-se os resultados obtidos da producdo de raminose,
indice de emulsificacdo, tensdo superficial e biomassa obtida durante a realizacdo do
experimento utilizando as melhores condi¢des obtidas nos dois ultimos planejamentos

experimentais, sem a presenga dos sais inorganicos.
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Tabela 4.20. Resultados médios de producdo de raminose, indice de emulsificacao,
tensdo superficial e biomassa obtida durante a realizagdo do experimento utilizando as
melhores condi¢des obtidas nos dois ultimos planejamentos experimentais, sem a

presenga dos sais inorganicos

. Tensdo Indice
Tempo Raminose o ~ Xo X
(horas) (9/L) SuperﬁCIaI Emulséo (/L) (/L)
(dina/cm) (%)
24 0,98 31,0+0,5 60,0 1,25 +0,01
48 1.86 29.5+0.5 74.0 030,02 5551 0.01

Através da Tabela 4.20, percebeu-se que a falta dos sais inorganicos
constituintes do meio de produgdo provavelmente prejudicou o crescimento do
microrganismo, ocasionando uma baixa produ¢do do raminolipideo.

Segundo Syldatk et al. (1985) a limitaco de cations (Fe™, Mg™ e Ca™) no meio
fermentado, os quais sdo todos essenciais para o crescimento de Pseudomonas,
acarretaram um aumento na produ¢do de raminolipideo, cerca de 25%.

A importancia dos ions PO, na produgdo de raminolipideos foi demonstrada
por Mulligan et al, (1989) que comprovaram uma mudanga no metabolismo deste ion,
quando ocorria um aumento na producdo de raminolipideos por Pseudomonas
aeruginosa ATCC 9027.

Nesse ensaio, constatou-se um intenso gotejamento de hidroxido de sodio
(NaOH 0,01N) durante o processo fermentativo. O que indica que na presenca dos sais
tem-se um efeito tampao no meio em questdo. O volume utilizado nas fermentagdes em
geral foi de 20 mL de base e nessa fermentacdo consumiu aproximadamente 130 mL da
mesma.

Os estudos de Santos (2003) determinaram uma concentragao de 62 mmol/L de
PO4-3 como o6tima para garantir o tamponamento do meio de cultivo, bem como

nutriente essencial.
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4.12. Ensaios realizados para a producdo de raminose utilizando como fonte de
carbono 6leo de soja in natura (OSN), 6leo de soja residual proveniente da fritura
de diversos alimentos (OSR) e 6leo de soja de frituras em separado de carnes
(OSRC), salgados (OSRS) e batatinha (OSRB)

A Tabela 4.21 mostra, nas condi¢cdes otimizadas (PCC e planejamento
experimental fatorial completo), os valores obtidos na sintese de raminose, tensdo
superficial e indice de emulsdo utilizando como fonte de carbono OSN, OSR, e

oriundos de frituras em separado OSRC, OSRS ¢ OSRB.

Tabela 4.21. Resultados obtidos para a sintese de raminose, tensao superficial e indice
de emulsdo utilizando como fonte de carbono OSN, OSR, e oriundos de frituras em

separado OSRC, OSRS e OSRB.

Oleo de Soja Raminose Tensdo superficial ~ Indice de emulsdo
(g/L) (dina/cm) (%)
OSN 4,35 26,0 100
OSRC 3,60 28,0 100
OSRS 3,70 27,5 100
OSRB 3,90 27,5 100
OSR 3,26 26,0 100

Na Tabela 4.21, observa-se a diminui¢cdo da concentragdo de raminose quando
se utilizou OSRC, OSRS e OSRB, bem como, OSR, quando comparados ao OSN.

Os valores obtidos para as concentragdes de raminose foram proximos para os
OSRC, OSRS e OSRB.

Utilizando OSR a sintese de raminose foi 25 % menor em relagdo ao OSN. A
concentragdo de raminose foi maior empregando OSN provavelmente devido ao fato de
que, nos 6leos vegetais reutilizados, parte dos triglicerideos foram hidrolisados a 4cidos
graxos livre (de cadeia curta e média, 4 a 10 carbonos, proporcionando menor valor
energético que os triglicerideos) e a acidos graxos oxidados, pois, as condigdes que
propiciam a ocorréncia de hidrolise de 6leos sdo também responsaveis pela formagao de
perdxidos, que por sua vez sdo responsaveis por processos de oxidacdo que resultam na
degradagdo de vitaminas lipossoluveis (A, D, E K) e de 4acidos graxos com producao de
substancias toxicas (malonaldeido) ou indesejaveis (aldeidos, acidos graxos ciclicos,
cetonas, acidos, 4lcoois, epodxidos, hidrocarbonetos, etc.) que trazem como

conseqiiéncia final a redug@o no valor nutricional da gordura (Dobraganes, & Marquez-
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Ruiz, 1998) que seria possivelmente utilizada pela linhagem isolada Pseudomonas
aeruginosa PALC.

Billek (1985), em seus estudos com 06leos aquecidos por longos periodos, sob
temperaturas extremamente elevadas, demonstraram que os produtos resultantes contém
mais de 50% de compostos polares, que sdo os produtos de degradacdo dos triglicéridios
(polimeros, dimeros, acidos graxos livres, diglicerideos e 4cidos graxos oxidados).

Segundo Jorge (1997) e Sanibal et al (2002) durante o processo de fritura, dleos
e gorduras estdo expostos a acdo de trés agentes que contribuem para diminuir sua
qualidade e modificar sua estrutura, sendo eles: a umidade proveniente dos alimentos,
que ¢ a causa da alteragao hidrolitica (o aumento da acidez indica o desenvolvimento de
reacoes hidroliticas, com a producdo de acidos graxos livres, e conseqiientemente, de
diglicerideos, que ocorreu devido a presenga de dgua e da alta temperatura, pois, quanto
maior o percentual de 4gua no alimento, mais rapidamente ela ocorre), o oxigénio do ar,
que entra na massa de 6leo através da superficie do recipiente possibilitando a alteracao
oxidativa e, finalmente, a elevada temperatura em que ocorre a operacdo, por volta de
180 °C, que provoca a alteragdo térmica

O mecanismo das alteragdes termoxidativas e hidroliticas de um 6leo usado para
fritura ¢ complexo, pois depende de uma série de parametros, tais como tipo de 6leo,
tempo e temperatura de fritura, relagdo superficie/volume do o6leo, tipo de aquecimento
e natureza do alimento a ser frito. A degrada¢do durante um processo de fritura sera
tanto maior quanto mais prolongado for o periodo de utilizagdo do 6leo e/ou da gordura
e quanto maior for sua insaturacdo (DOBARGANES et al, 1989; LOLOS et al 1999).

As alteragdes na composicdo quimica do dleo de soja apds a fritura de alimentos
podem promover diferentes mecanismos de atuagdo do microrganismo e

conseqlientemente interferir na produgao de raminolipideo.

4.13. Extracao e purificacdo de raminolipideos

Para realizar a extracdo e a purificacdo dos raminolipideos foi necessério
recupera-los do caldo de cultura. Para isso, utilizaram-se os métodos de extragdo
organica (cloroféormio/etanol) e de purificagdo por coluna de adsor¢do (troca idnica).

Tanto para a extragdo quanto para a purificagdo dos raminolipideos as analises

realizadas foram determinadas a partir do meio de cultivo proveniente da fermentacao
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obtida da melhor condi¢do experimental definida no PCC e no planejamento
experimental fatorial completo.

Na Tabela 4.22, encontram-se os resultados de producdo de raminolipideos,
indice de emulsificacdo e tensdo superficial obtidos da extragdo e purificacdo do meio

fermentado apos 48 horas de processo.

Tabela 4.22. Resultados de produg¢do de raminolipideos, indice de emulsificacdo e
tensao superficial obtidos a partir da extracdo organica e coluna de adsor¢ao do meio

fermentado ap6s 48 horas de processo

Métodos Analiticos Raminose Tensdo Superficial Indice Emulséo

(g/L) (dina/cm) (%)
Extracdo Organica 5,29 26,0 100
Coluna de Adsor¢ao 6,8 26,0 100

Através da Tabela 4.22 observa-se que recuperagao de raminolipideos através da
coluna de adsor¢do (troca idnica) se mostrou mais adequada, pois, obteve-se maior
concentragdo de raminose (6,8 g/L). De acordo com Reiling et al (1986), a recuperagao
de tensoativos puros por este método, estd em torno de 75%. Verifica-se, também, que a
maior concentracao de raminolipideos encontrada, apresentou os mesmos valores para a
tensdo superficial (26,0 dina/cm) e o indice de emulsificacdo (100 %), quando
comparado ao método de extracdo organica. Isso, possivelmente, deve-se ao fato que a
partir de determinadas concentragdes de raminolipideos ndo ocorre mais influéncia da
tensao superficial e do indice de emulsao do meio fermentado.

Os estudos de Santa Anna (2005) com a cepa Pseudomonas aeruginosa PA1
através de fermentacdo em batelada alimentada de nitrato de sodio, utilizando 3% v/v de
glicerol obteve 13,2 g/l de raminolipideos com reducdo da tensdo superficial para 29
dina/cm. Urum et al. (2004) determinaram a tensdo superficial com oOleo cru, com
medida de 28 dina/cm, a partir de uma solu¢do aquosa de raminolipideo do produto
comercial da Jeneil INC.

Haba et al (2002) estudaram as propriedades fisico-quimicos da mistura de
raminolipideos extraidos e purificados da fermentacdo com a cepa de Pseudomonas
aeruginosa 4712, crescida de borra oleosa e encontraram em meio aquoso o valor de

32,8 dina/cm para a tensdo superficial.
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4.14. Cinética e modelagem da producdo de raminose, crescimento celular e

consumo de nutrientes

Na Figura 4.50, observa-se um intenso crescimento celular até 48 h de
fermentagdo quando a fase estacionaria ¢ estabelecida, alcancando uma taxa de
produgdo celular (Y,x) experimental de 0,8 g raminose/g células enquanto o Ypx
calculado pelo modelo foi de 0,73 g raminose/g células. Na 54 hora, a linhagem isolada
atingiu maximos de crescimento (5,04 g/L) e de sintese de raminose (3,34 g/L).

Entre 12 h e 48 h de processo, percebe-se um grande consumo do nitrogénio e
fosforo, que aparentemente ndo influenciaram apenas a producdo de biomassa, mas
também a sintese de biossurfactante.

E de conhecimento que estas fontes estimulam o crescimento microbiano
(Santos, 2002), o que pode indiretamente ter influenciado na produgdo de
raminolipideo. No final do processo fermentativo foi detectado um consumo de nitrato
de aproximadamente 65%. Assim, a interrupg¢ao do processo de crescimento e produgdo
de raminose, observados na Figura 4.50, pode ser atribuida a uma limita¢do de carbono
para metabolismo bacteriano. Normalmente, a relacdo de carbono/nitrogénio ¢
importante ao rendimento de qualquer producao de moléculas bioativas (REIS et al,
2004; OCHSNER et al, 1996; SANTOS et al, 2002; MERCADE et al, 1993 ¢ DESAI et
al, 1993). A fonte de nitrogénio, em associacdo com disponibilidade de carbono,
favorece a manutencao do processo enzimatico necessario para a sintese de raminose
(Ochsner et al., 1995). Além disso, o final do processo fermentativo pode estar
relacionado a formacdo de subprodutos toxicos, ou seja, pela solubilidade de
componentes toxicos constituintes do 6leo de soja residual pela acumulacdo de
biossurfactante no meio.

De acordo com a Figura 4.50, a sintese de biossurfactante findou no inicio da
fase estaciondria, sugerindo ser a producdo associada ao crescimento celular. Rahman et
al.(2002) verificaram que inicialmente a producdo de biossurfactante acompanhava a
fase de crescimento microbiano. Porém, quando o crescimento microbiano cessou,
entrando na fase estacionaria, houve continuidade da sintese da raminose caracterizando
uma producdo de biotensoativos semi-associada ao crescimento microbiano, em tempo
de fermentacdo de 260 horas, ou seja, muito superior as 96 h determinadas neste

trabalho.
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Figura 4.50. Evolugao ao longo do tempo das concentragcdes de biomassa (LJ), nitrato
(<), Fosforo total (A), Nitrogénio Kjeldahl total (V), e Raminose (®) durante o cultivo
da Pseudomonas aeruginosa PALC em biorreator usando uma taxa de aeragdo 0,5 vvm
e velocidade de agitacdo de 555 rpm. Os simbolos representam os resultados
experimentais ¢ as linhas, os dados resultantes do modelo cinético descrito pelas

equacdes de (3.11) a (3.15).

A identificagdo paramétrica foi obtida utilizando os dados experimentais e
seguindo o procedimento descrito em 3.7.1 em materiais ¢ métodos. O modelo foi
constituido pelas Equagdes de (3.13) a (3.18), sendo uma equacdo algébrica e cinco
equacgdes diferenciais. Os valores dos paramentos estdo apresentados na Tabela 4.22.

Nas equagdes que descrevem a producgdo de raminose (3.14) e os consumos de
nitrato (3.15), fosforo (3.16) e nitrogénio total (3.17) os termos de manutenciao e de
produto ndo associado ao crescimento foram desprezados, pois, o ajuste dos parametros
do modelo indicou valores despreziveis para os mesmos, demonstrando que o processo
de produgdo de biossurfactante por esta linhagem nas condi¢des nutricionais testadas foi
associada ao crescimento celular.

O ajuste paramétrico apresentou boa correlagdo entre os valores experimentais e
os fornecidos pelo modelo como mostram os desvios (menores que 4,23%) calculados

para os parametros ajustados e apresentados na (Tabela 4.23).
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Tabela 4.23. Valores dos parametros obtidos pelo ajuste paramétrico

Parametros de consumo e Valor Parémetros de Valor
producao + (desvio) crescimento + (desvio)
a (g NO;/g biomassa/h) 0,321 £ (0,012) Umax (1/h) 0,114 £ (0,002)

B (g Pt/g biomassa/h) 0,299 +(0,012) X* (g X/L) 4,986 + (0,060)
v (g NKt/g biomassa/h ) 0,265 £ (0,012) -
A (g Ram/g biomassa/h ) 0,734 £(0,014) - -

Os valores dos rendimentos determinados pelo modelo (Y mod) foram
comparados com os rendimentos experimentais (Yexp) e os resultados indicaram
valores de rendimentos de conversdo dados pelo modelo, foram proximos aqueles

obtidos experimentalmente como podem ser verificados na Tabela 4.24.

Tabela 4.24. Comparagdo dos rendimentos experimental (Yexp), e rendimento dado
pelo Modelo (Ymod) para a conversdao de nitrogénio Kjeldahl total, fosforo total, e

nitrato em biomassa (X)

. ; (g X/g NKjeldahl (g Ram/g

Rendimento (g X/g NO3) (g X/g Ptotal) total) células)
Yexp 3,178 3,496 3,869 0,73
Ymod 3,311 3,345 3,802 0,8

O modelo obtido permite estimar o desempenho do processo nas condigdes
estudadas experimentalmente e predizer o nivel provavel de producdo de raminose. O
dominio de validade define os limites de utilizagdo deste modelo que sdao as condigdes
realizadas no experimento. Com os parametros do modelo, estudos de simulacdo podem
ser realizados para verificar o consumo seqiiencial da composicao de nitrato, fosforo e

de nitrogénio.
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4.15. Validacao do modelo cinético realizado em reator de 3 litros

O modelo com parametros estimados utilizando dados obtidos no reator de 6
litros foi utilizado na predicdo dos valores experimentais obtidos no reator de 3 litros,

apresentando uma boa concordancia conforme demonstrado nas Fig.4.50 e Fig.4.51..
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Figura 4.51 - Evolugdo ao longo do tempo das concentragdes de biomassa (L), nitrato
(<), Fosforo total (A), Nitrogénio Kjeldahl total (V), e Raminose (®) durante o cultivo
da Pseudomonas aeruginosa PALC em biorreator (3 litros) usando um a taxa de aeragao
0,5 vvm e velocidade de agitacdo de 555 rpm. Os simbolos representam os resultados

experimentais ¢ as linhas, os dados resultantes do modelo cinético descrito pelas

equacdes de (3.11) a (3.15).

A evidéncia de que a condicdo otimizada no reator de 6L pudesse ser
reproduzida no reator de 3L foi devida a utilizacdo das mesmas condi¢des de
concentragdes de inoculo, substrato, nutrientes, agitagdo, aeragdo e transferéncia
volumétrica de oxigénio dissolvido em ambos os reatores. O experimento cinético ndo
foi realizado no reator de 3 litros, pois a retirada de amostras poderia comprometer o

volume do meio reacional e conseqiientemente o desempenho do processo.
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A transferéncia de oxigénio para as mesmas condi¢cdes experimentais nos dois
reatores foram equivalentes (Kpa=10,2 h' noreatorde 3L e Kra=10,4 h™! no reator de 6
L) o que levou a realizacdo do experimento cinético no reator de 6 L. Além disso, os
parametros descritos pelo modelo para as equagdes 3.13 a 3.17 obtidas no reator de 6 L,
foram usadas na validacdo dos valores experimentais obtidos no reator de 3L,
verificando-se que o modelo prediz com boa acuidade os resultados nestas condigdes,
conforme mostra a Figura 4.51.

Nota-se nas Figuras 4.50 e 4.51 e na Tabela 4.12 que para o mesmo tempo de
reacdo (48horas — tempo utilizado para a determinacdo da condi¢do de otimizagdo) os
valores de crescimento celular (4.61 g/L no reator de 3L e 4.8 g/L no reator de 6L) e de
producdo de raminose (3.26 g/L no reator de 3L e 3.24 g/L no reator de 6L) sdo
proximos. Assim o modelo estudado teve bom desempenho, conseguindo retratar os

resultados na diferente condicao de escala estudada.
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A partir dos resultados obtidos neste trabalho podem-se enunciar as seguintes

conclusoes:

¢ A metodologia do planejamento experimental apresentou-se como uma ferramenta
muito util e aplicdvel para determinar o comportamento das varidveis independentes
sobre a producao de raminose, tensao superficial, indice de emulsificagao e crescimento
celular, evitando andlises excessivas e apresentando informacdes generalizadas sobre a

influéncia dos parametros independentes no processo;

e As linhagens de Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 e PALC apresentaram

potencial para produzir biossurfactante;

e Os resultados obtidos neste trabalho sugerem que a Pseudomona aeruginosa isolada
PALC proporcionou melhores respostas em termos de produgdo de raminose, tensdo
superficial e indice de emulsificagdo, sendo, portanto, selecionada para os demais

experimentos realizados neste estudo;

e Todos os experimentos testados foram capazes de produzirem compostos que

propiciaram a formagdo de emulsdes estaveis por 24 horas;

e A otimizagdo das respostas analisadas mostrou que os melhores resultados
encontrados para a concentracdo de raminose, tensdo superficial e indice de emulsdo
foram em torno de 22,0 g/L para o 6leo de soja residual, 5,7 g/L. para o nitrato de

amonio e 11 g/L para a levedura cervejeira residual,

e A Pseudomonas PALC, a partir das condi¢des otimizadas, 0,5 vvm (Kra 10,2 h'l) e
555 rpm, produziu 3,26 g/L. de raminose, 26 dina/cm para tensdo superficial e 100 % de

emulsificagao;

e Através da recuperagdao e purificacdo de raminolipideos utilizando a coluna de

adsorc¢ao (troca idnica), obteve-se maior concentracao de raminose (6,8 g/L);

e Os parametros descritos pelo modelo cinético para a produgdo de raminose,
consumo de fosforo e nitrogénio total obtidas no reator de 6 L, foram usadas na

predicdo dos valores experimentais obtidos no reator de 3L, verificando-se que o
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e Modelo se ajustou aos dados experimentais;

e O estudo demonstrou ser possivel utilizar matéria prima que sdo langadas ao meio

ambiente, como residuo, na produgdo de biossurfactante.
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e Sabe-se pelos estudos bibliograficos que a linhagem de Pseudomonas aeruginosa
mantém-se ativa em uma faixa muito ampla de pH (4 a 10) e que o mesmo influéncia
significativamente na producdo de biossurfactante (HOROWITS et al., 1991,
MAKKAR & CAMEOTRA, 1997, PERSSON et al. 1988, DEL'ARCOS, 1999,
FERREIRA, 1999). Em virtude disso, propde-se realizar ensaios no reator, variando o
pH em 5,0, 6,0 e 8,0 mantendo-se constante as demais varidveis (temperatura, agitacio e

aeracdo). Este estudo podera ser realizado nas condi¢des operacionais otimizadas.

e Neste estudo foi determinada a importancia da adi¢do de nitrogénio no meio de
producdo (2° planejamento), para sintese de biossurfactante por Pseudomonas
aeruginosa PALC. Assim, propde-se testar outras duas fontes de nitrogénio, sendo elas:
NaNO; e (NH4),SO4 encontradas na literatura (MERCADE et al., 1992, MAKKAR et
al., 1996, TURKOVSKAYA et al., 1999, KIM et al., 1999, ABALOS et al., 2000,
SANTA ANNA et al., 2001, SANTOS et al., 2002). Podera ser mantidas as condi¢oes
operacionais selecionadas anteriormente, ¢ estas fontes serdo testadas na mesma

concentracdo de nitrogénio otimizado.

e (aracterizar a estrutura molecular do raminolipideo e determinar sua quantidade

produzida;

e Determinar a cinética de consumo de substrato durante as 48 horas de processo

fermentativo;

e Aplicar o biossurfactante produzido em planta de recuperacdo de petrdleo ou em

processo de biorremediacao.
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