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“A diferenca entre possivel e impossivel estéa na vontade humana.”

(Louis Pasteur)



RESUMO

Estudos com microrganismos encontrados no ambiente tém demonstrado grande
importancia nos processos biotecnolégicos que buscam a sustentabilidade. Neste
trabalho foi isolada a Aureobasidium pullulans, uma levedura do filoplano de Ricinus
communis e estudado a sua potencialidade de utilizagdo para producdo de
biossurfactantes, lipase e exopolissacarideo (pululano). A producéo de lipase foi
realizada por fermentacdo submersa; a producdo de pululano foi realizada em
diferentes meios contendo sacarose e glicerina; e a producéo de biossurfactante foi
realizada em meio contendo biodiesel, querosene, glicerina e glicose. Apds a
producao realizou-se a analise de cada produto. Apds os testes constatou-se que a
levedura em estudo apresenta potencial para desenvolvimento da cadeia
oleoquimica, permitindo a utilizacdo de derivados dos 0Oleos vegetais na producao
limpa de compostos de interesse industrial, por processo biotecnolégico. A lipase
produzida apresentou atividade de 0,2 Ul apés 4 dias de incubacao. Na producéo de
biossurfactante também foi alcancado éxito na aplicacdo de derivados oleoquimicos
na inducéo da producéo pela levedura. Com base nisto, observou-se que o emprego
de derivados oleoquimicos como fonte de carbono para A. pullulans apresenta um
grande potencial para o desenvolvimento regional empregando processos mais

limpos.

Palavras-Chave : Biodiesel; biossurfactantes; impactos ambientais; pululano,

lipase, Aureobasidium pullulans.



ABSTRACT

Application of Aureobasidium pullulans isolated from the phylloplane of
Ricinus communis L. for use in biotechnology products and byproduct s of
processes oleochemicals - Studies with environmental microorganisms have
shown great importance in the biotechnological processes that seek sustainability.
This work was isolated Aureobasidium pullulans that is an yeast from phylloplane of
Ricinus communis and also was studied its potential use for production of lipase,
biosurfactants and exopolysaccharides (pullulan). The lipase production was carried
out by submerse fermentation, the production of pullulan was performed in different
media containing sucrose and glycerin, and the biosurfactant production was
performed in medium containing biodiesel, kerosene, glycerine and glucose. After the
production carried out the analysis of each product. It was found that the yeast in this
study has potential for development of the oleochemical chain, allowing the use of
derivatives of vegetable oils in the cleaner production of compounds of industrial
interest by biotechnological process. The lipase activity was 0.2 1U after four days of
incubation. Biosurfactant production was also achieved success in the
implementation of oleochemical derivatives in inducing the production by yeast. On
this basis, it was observed that the use of oleochemical derivatives as a carbon
source for A. pullulans has great potential for regional development using cleaner
processes.
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INTRODUCAO

O ser humano tem utilizado de forma indiscriminada os recursos naturais
disponibilizados pelo planeta, sem se preocupar com as consequéncias
advindas de tais atitudes. Os reflexos sdo cada vez mais frequentes e visiveis
em Nosso meio.

Atualmente, no Brasil, estd se pretendendo diversificar a producédo de
combustiveis com o0 uso de matérias primas renovaveis, como 0s Oleos
vegetais. Além disso, os processos de producdo também tendem a producao
mais limpa, podendo incluir reducdo de solventes, novos catalisadores,
aproveitamentos de residuos e, emprego de processos biotecnologicos, todos
voltados a reducdo dos impactos ambientais e consequentemente a
sustentabilidade dos sistemas.

Com relacdo aos processos biotecnologicos, ja no final do século
passado em torno de 20% de todas as biotransformacdes publicadas utilizavam
lipases (GITLESEN et al.,1997). Mais recentemente, ocorreu um aumento na
aplicacao de enzimas ( amilases, proteases, lipases) como biocatalisadores em
diversos processos nas industrias alimenticias, téxteis, de papel e celulose,
detergentes, Oleos e gorduras, na sintese de intermediarios de farmacos,
herbicidas e substancias quimicas finas (HASAN et al., 2006).

Isso se deve ao desenvolvimento tecnolégico mundial que a cada dia
avanca no sentido dos processos biotecnologicos terem uma tendéncia de
prevalecer nas politicas ambientais, pois 0s processos enzimaticos visam a
substituicAo dos processos quimicos convencionais, 0 que torna o
desenvolvimento e o aprimoramento desta tecnologia de suma importancia.

Estudos referentes a capacidade enzimatica de leveduras do ambiente
tém demonstrado um potencial consideravel para uso na industria, 0s quais
produzem menor quantidade de residuos durante o0 processo, por serem
biodegradaveis e passiveis de renovacdo por métodos de fermentacdo. A
maioria destas enzimas sao importadas e representam alto custo, tornando
inviavel sua utilizacdo na producao de biodiesel nas pequenas propriedades da

regido, a partir de Oleos vegetais extraidos de plantas oleaginosas como



girassol, mamona, tungue, entre outras. Diversos microrganismos apresentam
capacidade de assimilar derivados de petréleo e, esta capacidade esta
associada as suas adaptacoes, entre elas a secre¢do de biossurfactantes, a
resisténcia a substancias quimicas como detergentes e a secrecao de enzimas
hidroliticas.

Neste sentido este trabalho vem propor a avaliacdo da capacidade de
producdo de enzimas por leveduras isoladas do filoplano da mamona,
coletadas na regido do Vale do Rio Pardo (Candelaria e Santa Cruz do Sul,
RS) e seu potencial na producdo de biodiesel e na secrecdao de
biossurfactantes, pois o conhecimento de espécies ambientais de leveduras
produtoras de moléculas surfactantes e a otimizacdo de sua producéo,
principalmente a partir de subprodutos como o glicerol, que sobra da producéo
do biodiesel, podera agregar valor ao glicerol, aumentando a viabilidade
econdmica da cadeia produtiva do biodiesel.

Entre os produtos secretados de interesse deste trabalho, produzidos por
leveduras destaca-se também a producdo de exopolissacarideos, como o
pululano, empregado na producao de alimentos, cosméticos e outros.

Para tanto, também objetivou-se otimizar e avaliar os processos de
producdo visando a producdo mais limpa derivada do uso de processos
biotecnoldgicos.
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1 FUNDAMENTACAO TEORICA

1.1 Produtos e subprodutos de processos oleoquimico S

Os estudos em oleoquimica, inseridos numa proposta de sustentabilidade
e de conscientizagcdo ambiental, ttm buscado alternativas ao uso de derivados
de petréleo, como combustiveis, ceras, resinas e lubrificantes, uma vez que,
estdo intimamente ligados a poluicdo ambiental.

No Brasil, existe uma grande disponibilidade de matéria-prima para a
producdo de biodiesel, e sua produgcdo esta acelerada devido a adi¢cdo de
biodiesel ao diesel derivado de petréleo, assim sendo, a quantidade de glicerol
gerada, também estd aumentando. Por isso, € necessario buscar alternativas
para o uso do glicerol bruto gerado nesta producédo. Na forma pura, o glicerol
tem varias aplica¢des industriais (RIVALDI et al., 2007).

Segundo Rivaldi et al. (2007), os processos para a purificagéo do glicerol
incluem varias etapas, representando um custo bastante alto para pequenos e
meédios produtores de biodiesel. A utilizacdo de processos biotecnolégicos na
conversao do glicerol, pode agregar maior valor a sua producéao.

A producdo de biodiesel, a partir de sementes oleaginosas como o
girassol e 0 amendoim que representam uma fonte renovavel, produz como
subprodutos a torta (sementes compactadas depois da retirada do 6leo) e o
glicerol, ambos com potencial, pois a torta serve de fonte protéica, podendo ser
utilizada na alimentacdo de animais, e o glicerol, como matéria-prima para a
producao de glicerina e resinas (SCHNEIDER, 2010).

1.2 Leveduras

S&o organismos pertencentes ao Reino Fungi, que possuem as seguintes
caracteristicas: parede celular rigida, nucleo delimitado por membrana,
aclorofilados, de nutricdo heterotrofica por absorcdo dos nutrientes e néo

formam corpo de frutificacdo. Geralmente s&o encontrados em frutos, folhas,



sementes e em outros substratos que apresentam acucares (FUENTEFRIA,
2004).

Leveduras “sdo fungos com certas caracteristicas em comum,
unicelulares, com formas tipicas variando entre esféricas, ovais e de perfil
eliptico. Comumente sua reproducao é feita por brotamento, embora haja as
gue apresentam cissiparidade” (BORZANI et al., 2001).

As leveduras presentes no filoplano colonizam as folhas desde o inicio de
seu desenvolvimento, formam uma barreira na superficie foliar e sé&o
responsaveis pelo controle biolégico natural de diversas doencas. Diversas
leveduras (Aureobasidium pullulans, Cryptococcus albidus, Pantoea
agglomerans e Metschnikowia fructicola) sédo registradas, em muitos paises,
como agentes de biocontrole de fitopatdgenos (Botrytis, Penicillium, Rhizopus,
Monilia, Sclerotinia e Erwinia amylovora). As leveduras agem principalmente
por competicdo de nutrientes e indugdo de resisténcia. Por serem eficientes
colonizadoras de superficies foliares, sdo capazes de consumir nutrientes mais
rapidamente do que os fungos fitopatogénicos. Além da competicdo por
nutrientes, as leveduras interagem diretamente com as hifas fangicas e
produzem enzimas liticas da parede celular (MACHADO e BETTIOL, 2010).

Quanto ao acumulo de 6leo as leveduras normalmente, sdo capazes de
produzir lipideos, no entanto o acumulo é pouco. Isto se modifica quando os
nutrientes disponiveis diminuem (principalmente a fonte de nitrogénio) e desta
forma a levedura passa a ter uma produc¢do de lipidios mais elevada. Afonte de
carbono é exigida sempre em quantidade elevada (BORZANI et al., 2001).

Com o controle dos nutrientes é possivel alcancar um maior teor de
lipidios como ocorre com a Apiotrichum curvatum, uma levedura com
capacidade de produzir lipideos intracelulares quando cultivadas em meio com
condi¢des limitadas de nitrogénio, conforme YKEMA et al. (1990).

Segundo Meesters, Huijberts e Eggink (1996), os microrganismos
considerados com potencialidade para a producdo de lipidios sdo os que
acumulam mais de 20 % de lipidios em relacéo ao peso seco das células.

“As leveduras sédo capazes de modificar gorduras por fermentacéo, por

alteracdo da composi¢do em acidos graxos. Essa acdo, que é benéfica quando
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se trata de matéria graxa de menor qualidade, € realizada por leveduras
sintetizadoras de gordura” (BORZANI et al., 2001).

1.3 Levedura Aureobasidium pullulans

A levedura A. pullulans é classificada como: Filo Ascomycota, Classe
Dothideomycetes, Ordem Dothideales, Familia Dothioraceae e Género
Aureobasidium (NATURDATA, 2010).

Ela € comumente encontrada associada ao filoplano de algumas plantas,
sendo responsavel pelo controle bioldgico de varias doengas, principalmente as
causadas por fungos (MACHADO e BETTIOL, 2010).

De acordo com Chi et al. (2009), varios isolados de A. pullulans,
apresentam capacidade de produzir varias enzimas, como amilase, lipase,
celulase, protease, entre outras. Foi constatado que a lipase bruta produzida,
possui alta atividade hidrolitica para azeite, 6leo de amendoim, 6leo de soja e
banha de porco. Constatou-se também que a lipase purificada tem maior
atividade hidrolitica para 06leo de amendoim. Segundo Liu et al. (2008), as
lipases produzidas, tém grande potencial na digestdo de varios lipideos,
podendo assim, ser empregadas na producdo de biodiesel a partir de 6leos
saturados excedentes, como € o caso do Oleo de amendoim utilizado nos
restaurantes da China.

Pesquisas revelam que A. pullulans apresenta um potencial significativo
na producdo de uma glicana, chamada pululana. Cepas de A. pullulans
aubasidani produziram aubasidana utilizando-se preferencialmente nitrato de
sodio, enquanto cepas de A. pullulans pullulans produziram pululana utilizando
sulfato de amonio. Portanto, cepas de A. pullulans podem ter preferéncias
diferentes por fontes de nitrogénio, levando a producdo de diferentes
exopolissacarideos (YURLOVA e HOOG, 1997).

Segundo Liu et al. (2009), a levedura A. pullulans é amplamente

distribuida em ambientes marinhos com condigbes ambientais variadas, e
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mesmo apresentando caracteristicas fisiologicas diferentes, podem ser
aplicadas em diversas biotecnologias industriais.

O A. pullulans é uma levedura capaz de demonstrar tolerancia
significativa em ambientes contaminados com metais pesados, sendo
encontrado com frequéncia em superficies vegetais contaminadas com cadmio,
chumbo, entre outros. As moléculas extracelulares por ela produzida, como o
pululano e outros polissacarideos, aumentam a resisténcia da levedura em
relacdo a estes metais (CERTIK et al., 2005).

De acordo com Parawira (2008), uma vez que 0 microrganismo A.
pullulans é limpo, ele pode ser usado para produzir enzimas que sao
potencialmente Uteis, nas aplicagcdes em produtos farmacéuticos,

alimentos, detergentes e transformacdes bio-organicas.

1.4 Lipases

As lipases sdo enzimas classificadas como hidrolases e atuam sobre a
ligacdo éster de varios compostos, sendo os acilglicerois seus melhores
substratos. Sao encontradas na natureza a partir de fontes animais, vegetais e
microbianas. A producdo de lipases estd amplamente distribuida entre os
microrganismos. Entretanto, as lipases fungicas apresentam maior interesse
em virtude de sua maior estabilidade a maiores temperaturas ou variacdes de
pH (CASTRO et al., 2004).

O interesse em utilizar estes biocatalisadores (lipases) na modificacao
estrutural de Oleos e gorduras tem recebido consideravel atencédo devido, em
especial, a sua especificidade em relacdo ao substrato (CARVALHO et al.,
2003).

Embora atualmente as aplicagcdes industriais das lipases estejam
concentradas nas industrias de detergentes, novas aplicacbes vém se
estabelecendo nos mais diversos campos, tais como, industria farmacéutica,
quimica fina, cosméticos, oleoquimica, couros, polpa de celulose e papel e no
tratamento de residuos industriais e, particularmente, na industria de 6leos e

gorduras. Os compostos mais expressivos dos 6leos e gorduras sdo 0s
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triacilglicerdis. A reorganizacdo dos acidos graxos na cadeia principal do
triacilglicerdis (interesterificacdo e glicerdlise) e a sua alcodlise sdo as
transformacdes de maior interesse industrial por melhorar a sua qualidade
fisico-quimica como viscosidade e ponto de fuséo, para fins alimenticios ou
para adequar a sua utilizagdo como combustivel renovavel — biodiesel — em
substituicao ao diesel convencional (CASTRO et al., 2004).

As lipases catalisam uma série de reacfes que incluem a hidrélise de
ligacdes éster de triacilglicerdis a sintese de uma ligacéo éster entre um alcool
e um acido carboxilico bem como a reacdo de transesterificacdo, que engloba
estes dois processos (CASTRO et al, 2004). Os estudos mais recentes
destacam a aplicacdo de lipases na geracdo de biodiesel, a partir de 6leos
vegetais como alternativa ao 6leo diesel.

A transesterificacdo particularmente com monoalcoois (alcoolise),
especificamente com metanol ou etanol, € a melhor escolha para diminui¢do da
viscosidade de triacilglicerdis, por gerar mistura de ésteres metilicos ou etilicos
dos acidos graxos correspondentes, liberando glicerina como co-produto. O
peso molecular destes monoésteres € proximo ao do diesel. Os ésteres de
acidos graxos obtidos sdo conhecidos como biodiesel e apresentam
caracteristicas fisicas semelhantes as do 6leo diesel, podendo ser utilizados
em motores do ciclo diesel sem nenhuma adaptacdo (COSTA NETO et al.,
2000).

1.5 Producéo de biossurfactantes

Os compostos de origem microbiana que exibem propriedades
surfactantes, isto é, diminuem a tensédo superficial e possuem alta capacidade
emulsificante, sdo denominados biossurfactantes e consistem em subprodutos
metabdlicos de bactérias, fungos e leveduras (FONTES et al., 2008).

Os biossurfactantes possuem uma estrutura comum: uma porc¢ao lipofilica
usualmente composta por cadeia hidrocarb6nica de um ou mais acidos graxos,
gue podem ser saturados, insaturados, hidroxilados ou ramificados, ligados a

uma por¢cdo hidrofilica, que pode ser um éster, um grupo hidréxi, fosfato,
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carboxilato ou carboidrato. A maioria dos biossurfactantes sdo neutros, ou
anibnicos variando desde pequenos acidos graxos até grandes polimeros
(NITSCHKE e PASTORE, 2002).

A maioria dos biossurfactantes microbianos relatados na literatura
(FONTES et al., 2008) € de origem bacteriana. As bactérias produtoras mais
reportadas sdo dos géneros: Pseudomonas sp., Acinetobacter sp., Bacillus sp.
e Arthrobacter sp. Entretanto, a grande maioria dos biossurfactantes de origem
bacteriana ndo é adequada para utilizacdo na industria alimenticia, devido a
sua possivel natureza patogénica. As leveduras também tém sido estudadas
para a producdo de emulsificantes. Entre as leveduras, espécies de Candida e
Yarrowia tém sido largamente estudadas e empregadas com sucesso na
producédo de biossurfactantes.

Estes microrganismos sao também indicados para a biorremediacédo de
solos contaminados por produzirem bioemulsificantes, como os resultados
obtidos com a Gordonia sp. (ANISZEWSKI et al., 2010).

Os biossurfactantes também apresentam a vantagem de poderem ser
sintetizados a partir de substratos renovaveis e possuirem grande diversidade
quimica, possibilitando aplicagbes especificas para cada caso particular. Além
disto, possuem caracteristicas estruturais e propriedades fisicas distintas, o
gue 0s torna comparaveis ou superiores aos surfactantes sintéticos em termos
de eficiéncia. Outra vantagem reside no fato de serem compostos que n&do séo
derivados de petréleo, fator importante & medida que os precos do petréleo
aumentam. O maior mercado para os biossurfactantes é a indastria petrolifera,
onde sao utilizados na producao de petroleo ou incorporados em formulacdes
de o6leos lubrificantes. Outras aplicagdes incluem biorremediacdo e disperséao
no derramamento de 6leos, remocao e mobilizacdo de residuos de éleo em
tanques de estocagem, e a recuperacdo melhorada de petréleo. Porém,
atualmente, as aplicagbes se distribuem entre os mais diversos setores
industriais (NITSCHKE e PASTORE, 2002) (Tabela 1).

Os biossurfactantes apresentam como caracteristica, a detergéncia,
que permite quebrar as moléculas dos 6leos, tornando-os assimilaveis pelo

microrganismo e assim influenciando na producdo de biomassa e
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consequentemente numa expressiva producdo de biomoléculas, havendo a
liberacao extracelular do mesmo (BARBOSA e PAZ, 2007).

O meio de producdo destes biossurfactantes, comumente, exige a
presenca de glicose ou sacarose, 0s quais podem ser substituidos por outras
fontes de carbono como a glicerina, que tem crescido em producdo em funcao
da intensificacdo da producdo de biodiesel no Brasil e em outros paises
(FONTES et al., 2008). Os precos deste co-produto da industria do biodiesel
estdo diminuindo, e tendem a diminuir ainda mais, porque o mercado da
indUstria de cosmeéticos, alimentos e de outros processos quimicos tém uma
capacidade limitada de absor¢céo de quantidades maiores da mesma.

Estudos de producdo de biossurfactantes também foram realizados
empregando linhagens de Pseudomonas aeruginosas. Estes microrganismos
apresentaram capacidade de produzir biossurfactantes, levando a resultados
de até 100% de IE,4 (VIEIRA et al., 2005).

Em estudo realizado por Barbosa e Paz (2007), a producdo de
biossurfactantes por Chromobacterium violaceum utilizando como substrato
Oleo de pequi foi satisfatério com resultados de 40% de IE,.

Estes mesmos autores citam bactérias, leveduras e fungos filamentosos
em geral como capazes de produzir agentes de superficie ativa, denominados
bioemulsificantes e biossurfactantes em meios contendo glicose, sacarose,
etanol, glicerol e outros substratos hidrossollveis ou hidrocarbonetos que séo
substratos hidrofébicos, ambos como fonte de carbono (BARBOSA e PAZ,
2007).
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TABELA 1 -

Funcdes e aplica¢bes industriais dos biossurfactantes

Funcdes

Aplicagbes

Emulsionantes e dispersantes

Solubilizantes

Agentes molhantes e penetrantes

Detergentes
Agentes espumantes

Agentes espessantes
Sequestrantes de metais

Formadores de vesiculas

Fator de crescimento microbiano

Demulsificantes

Redutores de viscosidade
Dispersantes
Fungicida

Agente de recuperagao

Cosmeéticos, tintas, o0leos, alimentos e
biorremediacao

Produtos farmacéuticos e de higiene
Produtos farmacéuticos, téxteis e
tintas

Produtos de limpeza, agricultura
Produtos de higiene, cosméticos e
flotacdo de minérios

Tintas e alimentos

Mineracéo

Cosmeéticos e sistemas de liberacdo
de drogas

Tratamento de residuos oleosos
Tratamento de residuos, recuperacao
de petroleo

Transporte em tubulagdes, oleodutos
Misturas carvdo-agua, calcario-agua
Controle bioldgico de fitopatdgenos

Recuperacéo terciaria de petréleo

Fonte: NITSCHKE e PASTORE (2002).
Os biossurfactantes ganharam importancia nos campos de

biorremediacdo  ambiental, recuperacdo aprimorada de  petréleo,
processamento de alimentos e produtos farmacéuticos, devido as suas
propriedades Unicas, como biodegradabilidade e menor toxicidade. No entanto,
a producdo em larga escala destas moléculas, ndo acontece devido aos baixos

rendimentos nos processos de producdo, recuperacao e purificacédo e de altos
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custos. E necesséario, conforme Muthusamy (2008), adotar processos de
producdo economicamente atrativos, com 0 uso de matérias-primas mais

baratas e otimizar os bioprocessos, para a obtencdo da méaxima produtividade.

1.6 Producéo de biodiesel

De um modo geral, biodiesel foi definido pela “Nacional Biodiesel Board”
dos Estados Unidos como o derivado monoalquil éster de acidos graxos de
cadeia longa, proveniente de fontes renovaveis como Oleos vegetais ou
gordura animal, cuja utilizagdo esta associada a substituicdo de combustiveis
fésseis em motores de ignicdo por compressao (motores do ciclo Diesel) (USA,
2008).

No Brasil a Agéncia Nacional do Petréleo (ANP) define biodiesel da
mesma forma: “O biodiesel B100 é um combustivel composto de alquil ésteres
de &cidos graxos de cadeia longa, derivados de Oleos vegetais ou de gorduras
animais”.

O Biodiesel € sintetizado a partir da transesterificacao (Figura 1) de 6leos
vegetais ou animais com metanol ou etanol na presenca de um catalisador
acido ou basico. E uma alternativa atraente, pois é produzido a partir de
recursos renovaveis e € reconhecido mundialmente por ser um combustivel
com caracteristicas ndo toxicas e biodegradaveis. Assim, a partir da
transesterificacdo reduz-se a viscosidade dos triacilglicerois, melhorando as
propriedades fisicas dos combustiveis para motores a ciclo diesel (CLARK et
al., 1984).

O biocombustivel produzido destas matérias-primas apresenta
consideravel reducdo na emissado de gases poluentes e material particulado,
qgquando comparado com o combustivel fossil, 6leo diesel que atualmente
domina o mercado (AGRAWAL et al., 2006; SIDHU et al., 2001; ROPKINS et
al., 2007; CORREA e ARBILLAB, 2008).
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H3C< /ﬁ\/\H/E/E/\H/CH3
° 4 3 OH
Catalisador
O—J'I\/\H/\/E/\H,CH3 + 3 CHZOH —_— HaC~ o CH; 4 OH
6 © 4 6

Triacilglicerideo
"Principal componente dos 6leos vegetais” Esteres Metilicos Glicerol
"Biodiesel" "Co-produto”

Figura 1 - Reacao de transesterificacdo de Oleos vegetais.

Melhorias no processo de produgcdo de biodiesel tém sido feitas e a
projecdo de novas rotas de producgdo, consideram aspectos tecnoldgicos,
sustentabilidade do processo e a reducédo de residuos (HUO et al., 2009;
SALIS et al., 2005; ROSSI et al., 2008; GARCIA et al., 2008; HERNANDO et
al., 2007).

Assim ocorrera uma maior disponibilidade de tecnologias tornando o

preco deste combustivel cada vez mais competitivo.

No que se refere a producdo de biocombustiveis, os processos de
transesterificacdo com utilizacdo de catalisadores quimicos sdo 0s mais
utilizados, no entanto, o emprego de biocatalisadores tem sido, cada vez mais,
explorado (GRANADOS et al.,, 2007; ALONSO et al., 2007; ISO et al., 2001;
MARTIN e OTERO, 2008). Isto se deve ao fato de a grande maioria dos
processos produtivos de biodiesel serem realizados com a utlizacdo de
catalisadores acidos ou basicos homogéneos, exigindo um eficiente sistema de
remocdo destes apds a reacdo, tornando os processos relativamente mais
caros e ambientalmente mais impactantes (KAERCHER, 2009).

Muitos aspectos, tais como, o tipo de catalisador, propor¢cdo molar entre a
matéria graxa e o alcool, temperatura, pureza dos reagentes e o contetudo de
acidos graxos livres, tém influéncia no curso da reacdo de transesterificacao e
devem ser otimizados. Assim, em geral, na transesterificacdo de 6leos vegetais

€ importante que sejam controlados a quantidade de catalisador; presenca de
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agua no meio, relacdo molar entre os reagentes ou substratos, tempo e
temperatura de reacao e sistema de agitacao (KAERCHER, 2009).

O percentual de agua nos reagentes quando é usada a catélise quimica é
um fator determinante para o rendimento da reacdo, o que pode nao ser
limitante na reacdo com biocatalisador (BRADSHAW e MEULY, 1944;
FREEDMAN et al., 1984; FEUGE e GROSE, 1949).

Como a reagéo € reversivel, faz-se necessario o excesso de alcool para
forcar o equilibrio para o lado do produto desejado, aumentando o rendimento
e também para permitir a posterior separacdo dos ésteres do glicerol. A
estequiometria da reacdo de transesterificacdo requer trés mols de alcool por
mol de triacilglicerol, para render trés mols de ésteres e um mol de glicerol

como mostrado na Figura 1.

Os alcoois apropriados sdo de cadeia curta como, metanol, etanol,
propanol, butanol ou &alcool amilico. O metanol e o etanol sdo utilizados
comercialmente e, a nivel mundial o metanol detém um lugar de destaque
devido a seu baixo custo, propriedades quimica e fisica, e ser facilmente
disponivel como alcool absoluto (FUKUDA et al.,, 2001). Assim, alta relacéo
molar 6leo-alcool resulta numa maior conversdo em ésteres em menor tempo
de reagdao.

Na reacdo de transesterificacdo, os triacilglicerois sofrem reacdes
consecutivas e reversiveis. A primeira etapa € a conversao dos triacilgliceroéis
em diacilglicerdis, seguida pela conversdo dos diacilgliceréis em
monoacilgliceréis e, sucessivamente, dos monoacilgliceréis ao glicerol,

rendendo uma molécula de éster em cada etapa (FUKUDA et al., 2001).

1.7 Exopolissacarideos

Os exopolissacarideos (EPS) sao definidos como polissacarideos
extracelulares, também chamados glicanas, macromoléculas naturais
encontradas em todos 0s organismos vivos, constituindo um grupo de
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compostos dos mais abundantes e importantes da biosfera, como por exemplo,
celulose e amido nas plantas (GLAZER e NIKAIDO, 1995) e glicogénio nos
animais.

Dependendo do sistema microbiano, alguns exopolissacarideos formam
capsulas ao redor da célula tornando-se parte da parede celular, enquanto
outros formam limos fora da parede celular e tém habilidade para se difundirem
dentro da fase liquida durante o processo de fermentacéo.

Nos fungos, os EPS constituem uma importante percentagem da
biomassa, participando com mais de 75% dos polissacarideos constituintes da
parede da hifa (GUTIERREZ et al., 1996).

O polissacarideo mais importante, obtido por fermentacéo, foi o dextrana,
cujo processo de fabricacdo foi descrito somente no século XX (LIMA et al.,
1992). E, foi a partir da dextrana que os estudo dos exopolissacarideos
microbianos se desenvolveu, inicialmente de bactérias e posteriormente, por
fungos, dentre os quais 0 mais estudado tem sido o A. pullulans (SEVIOUR et
al., 1992).

O pululano €é um exopolissacarideo produzido pelas células
leveduriformes de A. pullulans no final exponencial e no inicio da fase
estacionaria das culturas. Ele pode formar filmes que séo transparentes,
resistentes ao 0leo e impermeaveis ao oxigénio, podendo ser usados como
material de revestimento de embalagens, agente de dimensionamento de papel
ou um substituto do amido nas formulacdes de alimentos de baixa caloria,
emulsBes cosmeéticas e outras aplicagdes industriais, como a farmacéutica e
quimica. O processo de preparacdo de pululano varia conforme a aplicacéo
pretendida (WU et al., 2009).

Uma caracteristica indesejavel da maioria das cepas de A. pullulans € a
producdo de pigmento escuro, que € um composto de melanina aparecendo a
cor preta, sendo um dos principais obstaculos na producéo de pululano (SILVA
et al., 2008).

Para uso como adesivos industriais, dispersantes e coagulantes, o caldo
de fermentacéo é simplesmente concentrado, seco e pulverizado. Para uso em

aplicagcbes de alimentos, a cultura & descolorida usando carvdo ativado,
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concentrada, seca e pulverizada. Para uso farmacéutico, o caldo de
fermentacao € purificado por filtracdo, descolorida usando carvao seguido por
dessalinizacdo, concentracdo, secagem e pulverizacdo. Apesar de os métodos
citados acima produzirem pululano, eles ndo sado as formas mais adequadas
para a sua producdo, porque € importante a remocao das proteinas produzidas
durante a fermentagdo. A secagem, também ndo é um processo adequado
para a producéo de pululano devido a retencdo da maioria das impurezas no
produto final, enquanto que na precipitacdo com etanol pode resolver
parcialmente esse problema, porque algumas das impurezas podem ser
dissolvidas no sistema agua-etanol e podem ser separadas do produto apos
precipitacdo de etanol. Além disso, descolora¢do com carvao, pode resultar em

significativa perda de pululano (WU et al., 2009).

1.8 Avaliacao de impactos ambientais

Sendo os impactos ambientais uma cadeia de efeitos que se produzem
no meio natural e social, como consequéncia de uma determinada acao, as
avaliagbes de impactos sdo consideradas uma dimensdo politica de
gerenciamento, educacdo da sociedade e coordenacdo de agbes impactantes,
pois permite a incorporacdo de opinides de diversos grupos sociais (MOTA,
2003; SILVA, 1996).

A partir do melhor entendimento da cadeia de geragcdo de residuos, as
politicas de controle de poluicdo evoluiram dos métodos conhecidos como de
“fim-de-tubo” para as tendéncias mais recentes, baseadas no principio de
prevencado, que modificou a abordagem convencional de “O que fazer com os
residuos?” para “O que fazer para ndo gerar residuos?”. Sobre este Ultimo
principio fundamenta-se a Produg¢do mais Limpa (CNTL, 2003).

Esta nova abordagem sobre a questdo dos residuos levou a uma
mudanca de paradigma. O residuo, que antes era visto apenas como um
problema a ser resolvido, passou a ser encarado também como oportunidade
de melhoria. Isto sé foi possivel apds a percepcao de que o residuo ndo era

inerente ao processo, mas pelo contrario, era um claro indicativo da ineficiéncia
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deste. Portanto, € a identificacdo e andlise do residuo que dara inicio a
atividade de avaliacado de Produgao mais Limpa.
Neste contexto, 0 emprego da biotecnologia ainda é pouco explorado em

funcdo do custo da modificacdo mais drastica dos processos.

1.8.1 Matriz de Leopold

A Matriz de Interagcdo (LEOPOLD et al., 1971), utilizada neste trabalho
qualifica os impactos seguindo critérios com caracteristicas de valor, ordem,
espaco, tempo, dinadmica e plastica. ApO0s lancados na matriz, as acdes
impactantes sdo multiplicadas pelos fatores ambientais resultando em impactos
identificados, os quais apresentam subsidios para adocdo de medidas
ambientais minimizadoras ou potencializadoras.

Os impactos aos meios fisicos, bidticos e antropicos provenientes das
etapas do processo produtivo sdo plotadas na matriz de interagdo e
correlacionados com cada elemento do meio.

Para qualificar os impactos, adotam-se os critérios apresentados por Silva
(1996), que estdo caracterizados a seguir.

- Caracteristicas de Valor:

a) Impacto positivo: quanto uma acdo causa melhoria da qualidade de um
parametro;

b) Impacto negativo: quando uma acdo causa dano a qualidade de um
parametro.

- Caracteristicas de Ordem:

a) Impacto direto: quando resulta de uma simples relacdo de causa e
efeito;

b) Impacto indireto: quando € uma reacdo secundaria em relacdo a acao.

- Caracteristicas Espaciais:

a) Impacto local: quando a acdo circunscreve-se ao proprio sitio e suas
imediacoes;
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b) Impacto regional: quando um efeito se propaga por uma area além das
imediacoes;

c) Impacto estratégico: o componente € afetado coletivo, nacional ou
internacional.

- Caracteristicas Temporais:

a) Impacto em curto prazo: quando o efeito surge no curto prazo (a
determinar);

b) Impacto em médio prazo: quando o efeito se manifesta no médio prazo
(a determinar);

c) Impacto em longo prazo: quando o efeito se manifesta no longo prazo
(a determinar).

- Caracteristicas Dinamicas:

a) Impacto temporario: quando o efeito permanece por um tempo
determinado;

b) Impacto Ciclico: quando o efeito se faz sentir em determinados
periodos;

c) Impacto permanente: executada a acao, os efeitos ndo cessam de se
manifestar num horizonte temporal conhecido.

- Caracteristicas Plasticas:

a) Impacto reversivel: a acdo cessada, o fato ambiental retorna as
condicOes originais;

b) Impacto irreversivel: quando cessada a acao, o fator ambiental néo
retorna as suas condi¢cdes originais, pelo menos num horizonte de tempo

aceitavel pelo homem.
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2 METODOLOGIA

2.1 Delineamento da pesquisa

A metodologia

do presente trabalho parte da coleta de folhas de Ricinus

communis, isolamento, selecédo, caracterizacdo e bioampliagédo de leveduras,

como mostra a Figura 2.

Coleta de folhas Ricinus communis

A\ 4
Isolamento de leveduras

;

Selecéo de leveduras com acdo lipolitica

A 4

A 4

e Tween 80

Tubo com agar lipase 1 Placa com agar lipase mais Rodamina

A 4

Selecdo meio de cultura com levedura selecionada

v

Manutencéo e caracterizagéo

\ 4

Bioampliacdo de biomassa

Figura 2 - Fluxograma de metodologia adotada na primeira etapa da

pesquisa.



Apés bioampliacdo de biomassa, andlise de secrecdo e aplicacdo de

lipases para producdo de biodiesel, de exopolissacarideos

biossurfactantes, como mostra a Figura 3.

Biomassa de Aureobasidium pullulans ampliada

e de

A 4

A 4

Producdo de lipase em caldo

lipase com e sem PPp

Producéo de exopolissacarideos l/

Producéo de biossurfactantes

\ 4

atividade

Determinacéo

lipase

da

4
Ensaio de producéo de biodiesel

Figura 3 - Fluxograma da metodologia adotada na segunda etapa da

pesquisa.

2.2 Coleta das folhas de mamona ( Ricinus communis)

As folhas foram coletadas em Candelaria (Centro e interior) e em Santa

Cruz do Sul (Bairros Verena e Universitario), conforme Tabela 2, e colocadas

em sacos plasticos individuais e levadas ao laboratorio de microbiologia da

UNISC, onde foram lavadas com agua destilada estéril para retirada da poeira

acumulada e outras substancias eventualmente presentes.
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TABELA 2 - Pontos de coleta das folhas de mamona.

Amostra Local Cidade
1 Rua Borges de Medeiros Candelaria
2 Pinheiro Candelaria
3 Rua Boa Esperanca Santa Cruz do Sul
4 Rua Liberato V. da Cunha Santa Cruz do Sul
5 Rua Augusto Spengler Santa Cruz do Sul
6 Rodoviaria Santa Cruz do Sul
Rua Borges de Medeiros Candelaria
7 (Arroio Laranjeiras)
Rua Julio de Castilhos Candelaria
8 (Arroio Laranjeiras)

Estes pontos estdo apresentados nos mapas do ANEXO A, bem como os

registros fotograficos dos locais de coleta, no ANEXO B.

2.3 Isolamento de leveduras

Pedacos de aproximadamente 10 cm? do filoplano da mamona foram
cortados assepticamente com bisturi estéril, colocados em erlenmeyers com 50
mL de agua destilada estéril e mantidos em agitador Shaker com agitacao
orbital, por 10 minutos. Em seguida, a agua foi descartada e foram realizadas
duas lavagens consecutivas com 30 mL de uma solucédo de 0,5% Tween 80,
mantendo-se os erlenmeyers em agitador mecanico por 30 minutos em cada
lavagem. Diluicdes decimais seriadas da ultima lavagem foram semeadas em
duplicata pela técnica de espalhamento em superficie (“spread-plate”) em meio
YM acidificado (1% glicose, 0,3% extrato de malte, 0,3% extrato de levedura,
0,5% peptona, 2% &gar, pH 4,0) acrescido de 0,04% de cloranfenicol. Apos a
incubacdo a 25°C por 7 dias, coldnias representativas dos microrganismos
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foram selecionadas e isoladas em agar GYP (2% glicose, 0,5% extrato de
levedura, 1% peptona, 2% &agar).

Foram considerados como leveduras verdadeiras os isolados que
apresentaram crescimento leveduriforme durante todo o tempo de cultivo
(LANDELL et al., 2005).

As amostras que demonstraram maior crescimento foram utilizadas na

etapa seguinte.

2.4 Manutencao e caracterizacao das leveduras

As culturas foram estocadas em agar GYMP (2% glicose, 2% extrato de
malte, 0,5% extrato de levedura, 0,2% fosfato de sédio monobasico e 2% agar),
cobertas por uma camada de 6leo mineral estéril e mantidas na geladeira.

Nova repicagem das primeiras amostras foram feitas em tubos de ensaio
com tampa, contendo 5 mL de meio GYP, mantidas na estufa a 35T e,
posteriormente enviadas para a caracterizacdo na Universidade Federal do Rio

Grande do Sul no Laboratério de Fungos.

2.5 Selecédo de leveduras com acéao lipolitica

2.5.1 Em agar lipase com Tween 80

As amostras foram semeadas em caldo lipase (Tween 80 10 g L™,
peptona 10 g L, NaCl 5 g L™ MgS0..7H,0 1 g L) e ficaram incubadas na
estufa a 30C por 7 dias. Nestes tubos foi inoculad o em triplicata, 10 puL de

caldo de cada amostra, em tubos com 4 mL de agar lipase.

2.5.2 Em agar lipase com rodamina

Os microrganismos foram inoculados na superficie de placas de Petri

contendo &gar lipase (Tween 80 10 g L™, peptona 10 g L™, NaCl 5 g L, CaCl,
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anidro 0,5 g L™, 4gar 20 g L™, adicionado de solucdo de rodamina (10 mL L' a
0,001%). As amostras foram incubadas por 7 dias a 30C e visualizadas sob

luz ultravioleta.
2.6 Manutencao dos isolados e preparacao do indculo

Foram feitas repicagens das amostras mantidas em meio GYMP, em
tubos de ensaio com tampa contendo 5 mL de meio GYP, que ficaram na
estufa a 30T por 7 dias.

Uma amostra foi inoculada em erlenmeyer contendo 5mL de caldo
Sabouraud e incubada sob agitacado de 200 rpm por 7 dias & 30<C. Apés, foram
feitas 10 diluicbes. A partir da 52 diluicao foi feito o plaqueamento em triplicata

pela técnica “pour plate”. O indculo escolhido foi o da diluigéio 1.10°.
2.7 Producao de lipase em presenca de Polipropileno poroso (PPp)

A producédo do PPp foi realizada conforme Roehrs (2009). Em um baldo
de fundo redondo de 250 mL foram misturados 5 g de PP comercial e 100 mL
de tolueno (Nuclear®). A mistura foi aquecida em banho de 6leo sob agitagcéo e
refluxo até solubilizacdo completa do polimero (cerca de duas horas). A
solucédo foi resfriada a temperatura ambiente (25-30°C) obtendo-se um gel. Em
seguida foram adicionados, de uma s6 vez, 50 mL de hexano (Nuclear®) sob
forte agitacdo mecanica. Apos filtracdo a vacuo foi feito novo tratamento com
lavagem com 50 mL de hexano e filtracdo a vacuo. O residuo (PP poroso, PPp)
foi seco em estufa a 60 °C por 24 h, para diminuir residuos de solvente. Apds,
foi liquidificado e peneirado, recolhendo-se a fragdo com granulometria menor
gue 1 mm conforme peneira ABNT 18 — mesh 16.

O processo de imobilizagéo consistiu na incubacéo de 24 erlenmeyers de
125 mL contendo 25 mL de caldo lipase e 1 mL de in6culo, por 7 dias a 37 °C e
150 rpm com recolhimento de triplicatas a cada 24 h. Simultaneamente foi
realizado processo semelhante acrescido de 500mg de PPp. O contetdo de

cada frasco foi separado por filtracdo recolhendo-se o PPp. Os caldos foram
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armazenados a -5°C até o processamento, sendo submetidos a determinacéo

de atividade lipase.

2.8 Determinacao da atividade lipase

Aliguota de 1 mL do inoculo foi misturado a 19 mL de substrato,
constituido por emulsdo 5% Tween 80 em tampéao fosfato de potassio pH 7,0
0,1 mol L™, mantido a 37°C por 30 min no shaker com 150 rpm.

A quantidade de acidos graxos produzidos ao término da reacdo de
hidrolise foi titulada por potenciometria até o ponto final (pH = 9,5), utilizando
uma solucdo de NaOH (Vetec) 0,05 mol L™ previamente preparada. O controle
deste ensaio foi obtido incubando 1 mL da amostra e 19 mL de substrato

separadamente, misturando-os imediatamente antes da titulagao.

2.9 Ensaio de biodiesel

Para os testes de producéo de biodiesel com a biomassa de levedura
selecionada, inicialmente foi realizada a producdo de uma maior quantidade de

biomassa e depois conduzido todo o material para as rea¢des de etandlise.

2.9.1 Ampliacdo de biomassa

Amostra de A. pullulans cultivada em meio GYP caldo, foi inoculada em
10 erlenmeyers com 200 mL de caldo Sabouraud cada, mantidos durante 10
dias na estufa, a temperatura de 30C e agitados es poradicamente. Um litro
deste material foi distribuido em 5 tubos, centrifugado e, apos descartado o
sobrenadante, foram adicionados 5 mL de caldo lipase. Uma das replicatas foi
armazenada na geladeira para servir de controle e as outras foram levadas
para a estufa onde ficaram a temperatura de 30C. Duas replicatas foram

retiradas depois de 24h e as outras duas, apos 48h sendo armazenadas a 4°C
36

UNISC - Dissertacao do Mestrado em Tecnologia Ambiental — Betina Klafke Mahl



até imediatamente antes da centrifugacao e determinacdo da atividade lipase.
A biomassa restante foi liofilizada e pesada.

Um outro volume de 1 L, foi centrifugado e, apdés descartado o
sobrenadante, foi distribuido em 2 tubos que foram liofilizados e 0 peso seco

determinado.

2.9.2 Reacao de etanolise do 6leo de mamona

Para a reacdo de etandlise do 6leo de mamona, foi utilizada a biomassa
na integra, referente a producdo de 2 L no meio Sabouraud. Primeiro foram
utilizadas as seguintes condi¢des: 0,5 g de 6leo de mamona, biomassa total da
levedura, 20 mL de hexano, proporc¢do 6leo: metanol de 1:10, temperatura de
37°C, e tempos de 48h e 96h. As reacOes foram conduzidas em shaker com

250 rpm e monitoradas por cromatografia em camada delgada.

2.9.2.1 Analise por cromatografia em camada delgada

A analise qualitativa do produto da reacdo de etandlise foi realizada
por cromatografia em camada delgada, onde 1 gota das amostras foram
diluidas em 1mL de hexano (Nuclear®), da mesma forma que o 6leo de partida
e o biodiesel (B100), em 3 diferentes frascos. Aplicou-se o 0leo, o biodiesel e a
amostra na placa de CCD e eluiu-se com hexano (Nuclear®): acetato de etila
(Vetec®) (9:1 vl/v). As placas cromatograficas de silica utilizadas no
experimento apresentavam medida de 4 cm x 5,5cm (Macherey Nagel®). A
revelacdo das substancias separadas foi realizada em camara de iodo, que
reage com muitos compostos organicos formando complexos de cor café ou

amarela.
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2.10 Ensaio de producao de biossurfactantes

Foram realizados dois ensaios para a producao de biossurfactante.

Primeiro ensaio :

Uma alcada da biomassa de A. pullulans cultivada em caldo lipase, foi
inoculada em dois conjuntos de triplicata de tubos de ensaio contendo 5 mL de
caldo com a seguinte composicdo (g L™): nitrato de aménio 1,0; di-hidrogeno-
fosfato de potassio 0,2; sulfato de magnésio hepta-hidratado 0,2; extrato de
levedura 1,0; indutor 10,0; agua destilada 1L, os quais foram incubados a 37C
por 7 dias. Num conjunto de triplicatas foi utilizado querosene e no outro
biodiesel de girassol como indutor. Junto foi incubado um controle sem o
inoculo.

No segundo ensaio, os experimentos foram repetidos utilizando 1mL do
indculo diluido (1.10°%), em triplicata no mesmo meio do primeiro ensaio
contendo querosene como indutor e em quintuplicata no meio de Kurosawa
(??) com a seguinte constituicdo: extrato de levedura 0,2 g L™, glicose 12 g L™
ou glicerol 6,13 g L, KH,PO, 0,05 g L™, MgS0,4.7H,0 0,2 g L™, nitrato de
s6dio 1,5 g L™, nitrato de potassiol g L™

Para analisar a capacidade de secretar biossurfactante foram colocados 2
mL de cada amostra em novos tubos, adicionados de 2 mL de querosene e
agitados no vortex durante 2 min. Depois de 5 min em repouso foi medida a
altura da camada emulsificada e a altura total da camada liquida para calcular
o indice de emulsificagéo (IE) (eq. 1).

_ altura da camada emulsificada x 100
altura total

IE

(1)

2.11 Producéao de exopolissacarideo pululano

Para a producdo do exopolissacarideo pululano foi utilizado o meio de

Youssef (1999), com a seguinte constituicdo (g L™): sacarose 50,0; extrato
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levedura 2,0; K;HPO, 5,0; (NH4)2.S0O,4 0,6; MgS0,4.7H,0 0,2; NaCl 1,0 em 1L de
agua destilada, pH 5,0.

Apés a producgdo da biomassa, o pululano foi separado da seguinte forma:

- a biomassa em meio aquoso foi centrifugada a 10.000 rpm durante 20
min;

- a biomassa, foi separada do sobrenadante;

- no sobrenadante, foram adicionados dois volumes de etanol e o material
foi transferido para um ambiente resfriado a 7°C, até a precipitacéo (Figura 4).

- O precipitado formado foi separado por centrifugacédo a 3000 rpm e seco

a 37°C por 72 h. A massa obtida foi registrada.

Figura 4 - Precipitacdo do pululano em ambiente resfriado, apos adicao de

etanol ao sobrenadante.

2.12 Analise dos Impactos Ambientais

Para identificacdo dos impactos ambientais decorrente da utilizacdo da
biomassa para producdo de exopolissacarideo e biossurfactante foi adotado
como ferramenta uma Matriz de Interagcdo derivada da matriz de Leopold
(LEOPOLD et al., 1971).
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3 RESULTADOS E DISCUSSOES

3.1 Isolamento

Apos a realizacdo do isolamento em 8 diferentes amostras de folhas de
mamona observou-se a presenca de leveduras em todos 0s pontos de coleta
(Tabela 3).

TABELA 3 - Identificagdo das amostras que apresentaram presenca de

leveduras.

Frequéncia de isolamento

Ponto
Abril/2006 Julho/2006
1 ~ +
2% + +
3 _ +
4 _ +
5 _ ¥
6 _ +
7 _ +
8 + +

* Ponto de coleta localizado no interior de Candelaria — RS.

Conforme a Tabela 3 ha uma diferenca entre a presenca de leveduras
nos meses de coleta, dando uma indicagdo de que h& uma relacdo com a
época do ano ou com fatores ambientais que possam levar a um aumento ou
diminuicdo das mesmas, no entanto ndo € possivel comprovar esta relacéo
devido ao reduzido numero de coletas realizado. Resultado semelhante foi
encontrado por McGrath e Andrews (2006), onde o crescimento da levedura A.
pullulans no filoplano de macieiras apresentou diferencas entre os meses de
maio e setembro, sendo que, a partir do més de julho foi mais acentuado. Estes
autores consideraram entdo que ha uma influéncia da época do ano sobre a
presenca deste microrganismo. Por outro lado, Machado e Bettiol (2010),

destacam que existe relacdo entre a presenca de leveduras e o controle de



fitopatdgenos na superficie foliar. Este também pode ser um dos motivos que

levaram a um aumento da populacéo de leveduras na segunda coleta.

3.2 Selecédo de levedura com potencial lipolitico

Na primeira coleta, apenas duas amostras apresentaram crescimento de
leveduras, por isso, foi feita nova coleta, da qual, todas as amostras
apresentaram crescimento de leveduras.

Deste segundo isolamento, as leveduras crescidas nas amostras dos
pontos 2 e 8 foram as mais expressivas com relacdo a atividade lipase
determinada apds crescimento em agar lipase. Para tanto foi observada a
altura da coluna de sabéo de calcio (Figura 5).

Figura 5 - Producado do sab&o de calcio a partir da inoculacdo da levedura em

caldo lipase com Tween 80.

No agar lipase com rodamina, também se observou maior atividade das

leveduras crescidas na amostra proveniente do ponto 2, conforme Figura 6.
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Figura 6 - Registro fotografico da placa onde foi inoculada a levedura da

amostra 2 em 4gar lipase com rodamina.

Com base nos resultados obtidos observou-se que a maior atividade foi
encontrada para as amostras dos pontos 2 e 8, sendo as do ponto 2, com
maior atividade, identificada como Aureobasidium pullulans, a qual foi utilizada

para a preparagdo do inéculo.

3.3 Analise da atividade lipase

Para a cepa de A. pullulans foi realizada a determinacdo da atividade

lipase e a curva de atividade ap0s a determinacdo, durante 7 dias, esta

apresentada na Figura 7.
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Figura 7 - Curva de atividade lipase obtida com Aureobasidium pullulans com

e sem polipropileno poroso (PPp).

Observou-se que ocorreu um crescimento da atividade nos primeiros
quatro dias, e ap6s ha um decaimento gradativo da atividade.

Visando a aplicacdo da lipase de A. pullulans como biocatalisador em
reacoes de etandlise foi estudado o efeito do PPp durante o processo de
fermentacdo para que ocorresse a imobilizacdo simultaneamente ao processo
de secrecdo da lipase, visando manter niveis baixos da mesma no caldo e,
consequentemente intensificar o feedback positivo ou inibir a represséo
catabdlica da sua producéo (acidos graxos livres e glicerol).

A atividade do material apos a imobilizacdo foi determinada da mesma
forma que com a lipase livre, e obteve-se um resultado diferente, mostrando
que a atividade lipase foi muito reduzida no caldo onde o PPp estava presente,
e no PPp analisado separadamente, apés retirado do caldo ndo ocorreu
atividade lipase.

Justifica-se este resultado em funcdo da interacdo dos sitios ativos da
lipase com o polimero.

A Figura 8 descreve a variagao do perfil de espectros de infravermelho

(médias de triplicatas) das amostras de polipropileno poroso incubadas com a
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cepa de A. pullulans. Observa-se a elevacdo nas bandas de absorcéo de
amida | (vC=0, seta azul) e amida Il (VN-H, seta vermelha), caracteristicas de
proteinas nas amostras coletadas em 72 e 96 h com diminuicdo da absorcéo
destas bandas apos este periodo. Estes dados indicam que houve absor¢éo de
componentes do meio com caracteristicas estruturais de proteinas. Esta
informacéo aparentemente correlaciona preferencialmente com a evolucéo da
atividade lipase observada no quarto dia de coleta no caldo em auséncia de
PPp e, em menor extensao, no caldo em presenca de PPp uma vez que neste
h&a uma segundo pico de atividade lipase que ndo correlaciona com aumento

da absorcao de proteinas no PPp.

Tempo (h)
— 0
— 24
48
— 72
96
— 120
144
—— 168

Absorbancia

0,0 L T T T T —T T T T T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000

Numero de Onda (cm™)

Figura 8 - Espectros de infravermelho médios de polipropileno poroso
recolhido em diferentes tempos de incubacao em caldo lipase inoculado
com Aureobasidium pullulans. Seta azul: banda de amida I; seta

vermelha: banda de amida |Il.

A tentativa de correlacionar a atividade lipase no caldo de fermentacgéo
em presenca de PPp com os respectivos espectros de infravermelho levou a

um modelo de baixa qualidade preditiva baseado nas regifes espectrais de
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(4000-3700 )+ (3600-3500) + (3000-2900) + (2100-1900) + (1800-1700) +
(1600-1500) + (1100-900) cm™ com 7 variaveis latentes e um coeficiente de
validagdo cruzada Rval (R?) de 0,52. O baixo valor de Rval mostra que a
atividade lipase no respectivo caldo incubado com PPp ndo pode ser explicada
somente com base em mecanismos de adsorcao hidrofébica de proteinas do
referido caldo sobre o adsorvente. Outros fatores devem ser considerados tais
como adsorgdo de outras proteinas ou outros componentes sem relacdo com
atividade lipase e baixa reprodutibilidade na capacidade adsortiva do PPp o
que pode ser confirmado pelo dendrograma das replicatas dos referidos

espectros de PPp (Figura 9).

= = m m = 3 J= M O f=
= o M O m @ m ¢ @M I 0
.
8

Figura 9 - Dendrograma de replicatas de espectros de infravermelho de
polipropileno poroso recolhido em diferentes tempos de incubacao em

caldo lipase inoculado com Aureobasidium pullulans.
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A baixa reprodutibilidade nos espectros das replicatas de PPp pode
estar associada a ampla faixa de granulometria utilizada, o que pode ser
contornado reavaliando futuramente o ensaio com faixa granulométrica menor
ou ainda, melhorando a seletividade da adsorcéo hidrofobica do PPp com
tratamento a base de etanol conforme proposto por Menoncin et al. (2009).
Assim, se pode concluir que a presenca de PPp em caldo de inducéo de lipase
merece ser melhor investigado pelo potencial de adsor¢éo in situ que oferece
durante a fermentacdo e que pode apresentar vantagens em relacdo a

adsorcao apos a fermentacéo ter terminado.

3.4 Avaliacao do potencial biotecnoldgico de Aureobasidium pullulans

Para os testes com a levedura de A. pullulans foi inicialmente produzida
uma quantidade maior de biomassa num total por L de meio Sabouraud de 201
mg, as quais foram utilizadas nos testes para producdo de biodiesel. Para o
primeiro ensaio de producdo de biossurfactante utilizou-se a biomassa
produzida no mesmo meio e bioampliada em caldo lipase.

Para a determinagcdo do potencial lipolitico, para o segundo ensaio de
producdo de biossurfactante e para a producao de pululano, foi utilizado 1mL

do in6culo.

3.4.1 Producéo de biodiesel

Os testes preliminares de producdo de biodiesel empregando a levedura
ndo apresentaram, em 48h nem apos 96 h, indicios da formacdo de ésteres

etilicos, como mostra a Figura 10.
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Figura 10 - Registro fotografico da andlise por cromatografia em camada
delgada da producéo de biodiesel empregando a levedura de
Aureobasidium pullulans com emprego de etanol e 6leo de mamona como

substratos, nos periodos de 48h e 96h.

A potencialidade de emprego da biomassa com a lipase secretada para a
produgcdo de biodiesel ndo foi confirmada e supde-se que isto se deva a
concentracdo da lipase ainda ser muito baixa para este procedimento, ou a
lipase adsorvida da biomassa encontrar-se em uma forma inativa para as

reagOes de transesterificagéo.

3.5 Producao de biossurfactante

A producgéao de biossurfactante com a levedura Aureobasidium, a partir do
primeiro ensaio com biomassa pode ser observada na Figura 11, mostrando
que a coluna de emulsificagdo tanto com biodiesel como com querosene foi
obtida para os dois substratos hidrofobicos, podendo ser comparada, conforme
Nitschke e Pastore (2002), a alguns microrganismos degradadores de
hidrocarbonetos, considerados por si s6 como biossurfactantes, como por
exemplo, algumas espécies de Cyanobacteria e alguns patégenos como S.
aureus e Serratia sp.

Desta forma, pode-se inferir que esta levedura podera ser testada para
biorremediacdo de ambientes contaminados com poluentes organicos, como
hidrocarbonetos provenientes da industria petrolifera, bem como, podera ser
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empregada em processos industriais de producao de biossurfactantes, matéria
prima para industria farmacéutica, de domissanitarios e de cosméticos. De
acordo com Fontes et al. (2008), algumas leveduras tém sido estudadas para a
producdo de emulsificadores, entre elas, espécies de Yarrowia lipolytica,
Saccharomyces cerevisiae e Kluyveromyces lactis, e empregadas com sucesso
na producédo de biossurfactantes, pois ndo apresentam riscos de toxicidade e
patogenicidade, o que permite sua utilizagdo para aplicagdes nas industrias de
alimentos e farmacéutica.

Destaca-se também que a biorremediacédo de biodiesel em solo pode
também ser investigada no futuro.

Com estes resultados constata-se que a A. pullulans € um microrganismo
versatil para processos industriais e remediacdo ambiental, uma vez que a
capacidade de produzir o biossurfactante induzido pela presenca de
querosene, mostra que esta levedura pode emulsionar contaminantes do solo
(hidrocarbonetos) e, conforme Germida et al. (2002), também pode degradar
estes contaminantes e descontaminar o solo.

A diferenca entre os comportamentos do biodiesel e da querosene
poderia sugerir uma maior estabilidade da emulsdo formada pelo
biossurfactante com querosene, 0 que vem ao encontro dos resultados
encontrados por Barros et al. (2008). Estes autores sugerem que a estabilidade
da emulsé@o é maior com hidrocarbonetos de cadeia longa, uma vez que eles
testaram o diesel e a gasolina, encontrando melhores resultados com diesel,
gue é composto por uma mistura de hidrocarbonetos de massa molecular mais

elevada que a da gasolina.
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(A)

(B)

Figura 11 - Registro fotografico da producgéo de biossurfactante em meio com
biodiesel (A) e querosene (B).

O indice de emulsificacdo obtido no primeiro ensaio com biodiesel e
guerosene esta apresentado na Tabela 4.
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TABELA 4 - indice de emulsificacdo obtida para os experimentos

realizados com querosene e biodiesel.

indice de emulsificacéo (IE)

Amostra
Meio com biodiesel Meio com gquerosene
1 50,0 50,0
62,5 75,0
3 71,4 75,0

No segundo ensaio, realizado com o0 mesmo meio, porém, com mais
indutores, observou-se que os melhores resultados foram encontrados com

guerosene (Tabela 5).

TABELAS - indice de emulsificagdo do segundo ensaio de producdo de
biossurfactantes.

Branco Querosene Biodiesel Glicose
Amostra
Oh 24h 0Oh 24h 0Oh 24 h Oh 24h
1 - - 12,18 7,14 - - - -
2 6,88 1,93 14,06 5,59 - - - -
3 4,67 2,9 12,28 4,67 - - - -

Nos resultados da Tabela 5 observa-se que com biodiesel e glicose nao
foi possivel determinar o indice de emulsificacdo e, portanto, foi necessario

realizar o ensaio em outro meio (Kurosawa), apresentado na Tabela 6.

Os resultados encontrados na Tabela 6 indicam, da mesma forma que no
primeiro ensaio, que houve um bom resultado com o glicerol como indutor.
Além disso, no meio Kurosawa os resultados para glicose também foram
melhores. Os valores foram préximos entre os indutores testados no periodo de
24 horas (IE24).
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TABELA 6 - indice de emulsificacdo realizado em meio Kurosawa

utilizando glicose e glicerol como indutores da producéo de biossurfactantes.

Amostra Glicose Glicerol
Oh 24 h Oh 24 h
1 4,01 - 16,34 -
2 14,84 - 4,14 -
3 14,79 - - -
4 2,18 - - -
5 22,12 17,79 15,91 9,94

Observou-se também que durante os sete dias de incubacédo, do segundo
ensaio, visando a producdo de biossurfactantes, havia a formagdo de uma
camada de espuma nos meios contendo os indutores testados. Isto demonstra
que, mesmo nao sendo possivel medir a camada de emulsificacdo, ha a
formacéao de biossurfactantes com todos os indutores estudados, e sugere-se
gue o que ocorre é uma baixa estabilidade da camada de emulsdo conforme
Barros et al. (2008) discutiram para diesel e gasolina como indutores.

O registro fotografico dos meios, bem como da coluna de emulsificacao
formada com cada indutor, encontra-se na Figura 12.

Cabe ressaltar que a continuidade deste trabalho no futuro podera levar a
otimizacdo do processo visando o uso de matérias primas alternativas da
industria oleoquimica para a producao de biossurfactante. Este resultado pode
ser associado principalmente a industria de biodiesel, que gera glicerina (com
85% de glicerol) em grandes quantidades, ndo assimiladas pelo mercado atual.

Um exemplo de producédo de biossurfactantes com levedura e
empregando glicerol como fonte de carbono foi obtido com a Pseudozyma
antarctica apés 7 dias de cultivo a 30°C e 100 g L™ de glicerol. Neste
experimento foi encontrado um rendimento em biossurfactante de 16,3 g L™
(MORITA et al., 2007).
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Figura 12 - Producéo de biossurfactante em (1) Kurosawa Glicose, (2)

Kurosawa Glicerol, (3) Branco, (4) Querosene, (5) Biodiesel, (6) Glicose.

3.5.1 Producgéo de pululano

Os resultados da producédo de pululano estdo apresentados na Tabela 7,
onde observa-se que ha uma producdo maior no meio contendo sacarose. Este
resultado néo inviabiliza o uso de glicerol para a producéo de pululano, porque
ainda existem alternativas para aumentar a massa de exopolissacarideo
produzida. Em trabalhos futuros ainda h& a possibilidade de otimizar a
bioampliacdo e realizar os experimentos em meio mais concentrado de células
ou ambientar a levedura no meio com glicerol. Desta forma ha a possibilidade
de alcancar um maior rendimento de producéo de pululano.
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TABELA 7 -  Producao de pululano em meio contendo sacarose e glicerol.

Fonte de carbono Amostras Pululano (g L™ Média
gl 11
g2 0,12
Glicerol g3 0,24 0,45 + 0,38
g4 0,46
g5 0,3
al 4,06
a2 4,32 +
Sacarose o 404 4,22+0,22
a5 4,48

Destaca-se que a producdo de pululano em meio contendo sacarose
como fonte de carbono ja havia sido descrita por Roukas e Liakopoulou-
Kyriakides (1999), com maior eficiéncia comparado a outras fontes de carbono,
em sistema aerado. Estes autores obtiveram 23 g L™ de polissacarideo. J&
outro autor encontrou 4,5 g L quando uma cepa de Aureobasidium foi
cultivada em subprodutos do etanol (LEATHERS e GUPTA, 1994).

O pululano produzido nos dois meios, com sacarose e com glicerol, estao
apresentados na Figura 13.

Figura 13 - Registro fotografico do pululano produzido em meio com glicerol

(A) e sacarose (B).
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Nestas fotos da Figura 13 observa-se que o produto apresenta a mesma

aparéncia, porém, quantidades diferentes.

3.6 Avaliacdo dos Impactos Ambientais

A avaliacédo dos impactos foi realizada para a producéo de pululano e de

biossurfactante.

3.6.1 Da producao de pululano

Para viabilizar a producdo de pululano empregando A. pullulans, as
etapas de sua producdo estdo apresentadas na Figura 14, onde também
identifica-se a necessidade de entrada de insumos e energia.

No processo de producéo de pululano por A. pullulans , ndo ha residuos e
sim consumo de energia para manter a 37<C durante a fermentacdo e energia
para a centrifugacéao e liofilizacdo. As proteinas que saem do processo podem

ser destinadas, por exemplo, para a fabricacédo de ragdes animais.

54

UNISC - Dissertacdo do Mestrado em Tecnologia Ambiental — Betina Klafke Mahl




Glicose, peptona

Agua Crescimento microbiano
Energia ——
Glicerina
Energia - ~
] Centrifugagéo
agua ——

Ll

|:> Células e materiais insollveis

Aguecimento

Energia >
Energia — Centrifugagéo = : Protefnas
A 4 )
& Agua
Energia T > Evaporagao —
ipitaca Agua, etanol e componentes
Etanol ———>> Precipitagéo —
solaveis
Etanol  p———r"> | Lavagem
Energia >
Centrifugacéo
Energia >
Energia > | Secagem

Figura 14 - Diagrama de producgé&o do pululano.

3.6.2 Da producao de biossurfactante

Uma aliquota de biomassa foi inoculada em um meio apropriado para a

producdo de biossurfactante. O fluxo de produgdo com entradas e saidas esta

na Figura 15.
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Biomassa

Nitrato de amoénio, KH,PO,,
MgS0,.7H,O, extrato de
levedura, substrato oleoso,

——

y
Producé&o de biossurfactantes

agua, energia

Figura 15 - Diagrama de producéo de biossurfactante ndo purificado.

A purificagdo do biossurfactante ndo foi realizada neste trabalho o que
ainda envolveria a insercdo de mais uma etapa de precipitacdo. A purificacdo
de biossurfactante conforme realizada por Bueno et al. (2010) envolve a adicéo
de etanol e consequente precipitacéo do biossurfactante.

Nesta etapa o uso de etanol é importante porque é um alcool de fonte
renovavel e o método € simples, exigindo consumo de energia para a

centrifugacéo e separacéo do produto.

3.6.3 Matriz de interagéo de Leopold

Como o processo de producdo possui uma sequéncia para ser executado,
adotaram-se as etapas de producdo para melhor identificar as atividades

impactantes e montou-se a matriz de Leopold (Tabela 8) para observar a matriz
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de Identificacdo qualitativa dos impactos ambientais da utilizacdo da biomassa
de A. pullulans para a producao de pululano.

Na Tabela 8 podemos observar no eixo horizontal as caracteristicas
ambientais relativas ao meio Fisico, Bidtico e Antrépico enquanto que, no eixo
vertical podem ser percebidas as etapas do processo e as respectivas
atividades impactantes.

Na Matriz de Interacdo, das 144 possiveis relacbes de impacto, 63 foram
identificadas e organizadas nos graficos da Figura 16, conforme classificagéo.
Destes, 43% estdo relacionados ao ganho econdmico da comercializacdo de
matéria - prima e produtos secundarios ao processo, e 57% estdo relacionados
a possibilidade de acidentes no processo de purificacdo com consequente
contaminacdo de agua, solo e ar, bem como, relacionados ao uso de energia,
agua e nutrientes para o crescimento microbiano. Conforme Kaercher (2009), o
emprego de etanol no processo € menos impactante que o emprego de
metanol, conforme observado na andlise da Matriz de Leopold para produgéo
de biodiesel.
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TABELA 8 - Matriz de identificacdo qualitativa de impactos ambientais da

producdo de biomassa de Aureobasidium pullulans e purificacdo do pululano.

CARACTERISTICAS AMBIENTAIS RELEVANTES

L Meio . -
Meio Fisico L Meio Antrépico
Bidtico
g
o o
. 231238| 3 E
< 5 G c
- T | W S g 2 o =
Atividades o 8 > 2 i
Etapas - ® S
Impactantes 9 © £ 8
2] N o R ) S =
o o o S « c 3 g o
S 1<) Ue] o T © S = =
31 8| &S °8 | 5§ || 3|3
n S £ g2 ke o S > S
% ) IS £ UO) =R w (04 % (04
=] n 8 S £ 9o 0
o Q c 8 g2 o
S| 8|38 |5 5° °
g 0 o
adI(;_aO de NDLCTV PDRCTV | NIECTV | PDRCTV | PDLCAV
nutrientes
manutenc¢ao
cre_:scmento da NIECTV PDLCAV
microbiano | temperatura e
agitacdo
§d|9a0 de NIECTV PDLCAV
agua
centrifugacao NIECTV PDLCAV
Sgpara(;ao de PDRCTV | PIRCTV | PDRCTV | PDLCAV
biomassa
aguecimento NIECTV PDLCAV
centrifugacao NIECTV PDLCAV
SepaI:a(;aO de PDRCTV | PIRCTV | PDRCTV | PDLCAV
proteinas
evaporagao NIECTV PDLCAV
adI(;aO de NDLCTV | NDLCTV | NDLCTV NILCTV PDRCTV | NIECTV | PDRCTV | PDLCAV
purificacgo | €tanol
remO(;aO de NDLCTV | NDLCTV | NDLCTV NILCTV NIECTV PDLCAV
sobrenadante
Iavagem com NDLCTV | NDLCTV | NDLCTV NILCTV PDRCTV | NIECTV PDLCAV
etanol
remOQaO de NDLCTV | NDLCTV | NDLCTV NILCTV NIECTV PDLCAV
sobrenadante
centrifugacdo NIECTV PDLCAV
remOQaO de NDLCTV | NDLCTV | NDLCTV NILCTV NIECTV PDLCAV
sobrenadante
secagem NDLCTV NIECTV PDLCAV
LEGENDA: P - positivo; N - negativo; D - direto; | - indireto; L - local; R - regional,

E - estratégico; C - curto pra zo; M - médio prazo; O - longo prazo;

T - temporario; Y - ciclico; A - permanente; V - reversivel; S - irreversivel.
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Caracteristicas de valor Caracteristicas espaciais

o LOCAL
= REGIONAL
O ESTRATEGICO

@ NEGATIVO
m POSITIVO

Caracteristicas de ordem Caracteristicas dindmicas

@ DIRETO @ TEMPORARIO
® INDIRETO B PERMANENTE

Figura 16 - Representacdo gréafica dos impactos identificados durante a

producgédo de pululano.

Considerando que os impactos negativos foram quantificados em relacéo
aos gastos com agua e energia e a possiveis problemas como derramamento
de materiais contaminantes, poderiamos dizer que se esses impactos forem
minimizados, a maioria deles sera positiva. Observa-se, também, que os
impactos encontrados séo principalmente locais, diretos e temporarios e, além
disso, todos séo de curto prazo e reversiveis.

Estudo semelhante foi realizado a partir da producdo de biossurfactante
como mostra a Tabela 9, no entanto, com menos etapas do processo

produtivo, considerando que a separagao se da por precipitacao.
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TABELA 9 - Matriz de identificacdo qualitativa de impactos ambientais da

producéo de biossurfactante com o emprego de Aureobasidium pullulans.

Meio , -
Py Meio Antropico
Fisico
(%]
e
c
..‘E Ar c—g
Q - o = 3
=3 S 2 g =
e " ) > o w
—_ < - g o 5
8 ) 8 ) = <
5 = )
ge] 3 IS E g o
8 P S o = =
= © ) © © S
> > (5} > > S
< € g
& 8
Etapas
adigao de NDLCTV | PDRCTV | NIECTV PDRCTV PDLCAV
nutrientes
~ producdode | manutencdo da
biossurfactantes temperatura e NIECTV PDLCAV
agitacéo
adicdo de agua NIECTV PDLCAV
purificacio adicéo de etanol PDRCTV PDRCTV PDLCAV
centrifugagdo NDRCTV NDRCTV PDLCAV
LEGENDA: P - positivo; N - negativo; D - direto; | - indireto; L - local; R - regional,
E - estratégico; C - curto pra zo; M - médio prazo; O - longo prazo;
T - temporario; Y - ciclico; A - permanente; V - reversivel; S - irreversivel.

O registro dos impactos da Tabela 9 permitiu identificar e quantificar
(Figura 17) que a producgao de biossurfactantes apresenta-se, da mesma forma
que identificado para a producdo do pululano, como uma alternativa para
contribuir para o desenvolvimento regional, uma vez que 0s impactos positivos

estéo relacionados a contribuicdo para a economia da regiao.
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Caracteristicas de valor Caracteristicas espaciais

@ LOCAL
m REGIONAL
O ESTRATEGICO

@ NEGATIVO
B POSITIVO

Caracteristicas de ordem Caracteristicas dindmicas

@ DIRETO @ TEMPORARIO
® INDIRETO B PERMANENTE

Figura 17 - Representacédo gréafica dos impactos identificados na producéo de
biossurfactante.

Os resultados encontrados mostram que, para o0s dois produtos
analisados, pululano e biossurfactantes, a producdo se deu com um numero
baixo de impactos identificados, pois o processo biotecnolégico, ndo gera
tantos impactos negativos. Nestes processos ha emprego de matéria prima
renovavel, baixa emissdo atmosférica, reuso da agua, temperaturas suaves e

baseiam-se em etapas de crescimento microbiano e operacdes de separacao.
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CONSIDERACOES FINAIS

Foram isolados, do filoplano de Ricinus communis, fungos semelhantes a
leveduras, caracterizados como Aureobasidium pullulans, que foram utilizadas
em varios ensaios, visando o aproveitamento de derivados da oleoquimica ,
como o glicerol e o biodiesel, para a producdo de biossurfactantes e do
exopolissacarideo pululano.

Quanto a producdo de lipase, os resultados foram positivos, pois a
levedura demonstrou atividade lipase, embora néo tenha sido possivel ainda, a
sua aplicagdo como biocatalisador na producgéo de biodiesel.

As cepas de A. pullulans, mostraram capacidade de secrecdo de
exopolissacarideos como o pululano, sendo que houve diferenca na quantidade
produzida, de acordo com as fontes de carbono utilizadas, com a sacarose a
producéo foi maior do que com o glicerol.

Na producédo de biossurfactante com a levedura, foram utilizados dois
indutores hidrofobicos, o biodiesel e a querosene no primeiro ensaio e, ambos
produziram biossurfactantes. O biossurfactante produzido, apresentou
capacidade emulsificante, mostrada pelos valores do indice de emulsificacao,
gue foi em torno de 60%. Deste modo, outras pesquisas empregando o
biossurfactante produzido pela levedura A. pullulans, em processos de
biorremediacdo, podem verificar a aplicabilidade deste produto, podendo ser
usada para biorremediacdo de ambientes contaminados com poluentes
organicos, como hidrocarbonetos provenientes da industria petrolifera. Ja no
segundo ensaio, além destes indutores, foram testados a glicose, e o glicerol,
cujos resultados foram diferentes, embora tenham comprovado a capacidade
de producgéo de biossurfactantes.

Através da utilizacdo da matriz de interacdo de Leopold, foi possivel
visualizar as atividades impactantes, relacionando-as aos meios: fisico,
antropico e bidtico, buscando assim uma otimizacdo dos processos, de acordo

com a Producéo Mais Limpa.



Com isso, € possivel comprovar a importancia da selecdo de
microrganismos do ambiente, capazes de produzir biomoléculas, para o

desenvolvimento de processos biotecnologicos.
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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