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Resumo

A reacdo de transesterificacdo de O6leos vegetais tem como produto principal o
biodiesel, porém o glicerol que é subproduto desta reagao pode ser transformado em
residuo devido ao aumento da producao deste biocombustivel. Estudos revelam que o
glicerol pode ser utilizado como substrato em processos fermentativos juntamente com
microrganismos capazes de utiliza-lo como fonte de carbono. A bactéria Pseudomonas
aeruginosa demonstra capacidade de assimilacdo de glicerol para producdo de
biossurfactantes, que sado moléculas produzidas por microrganismos capazes de
diminuir a tensao superficial. A maior vantagem de utilizacdo dos biossurfactantes é a
aceitabilidade ambiental ja que sdo biodegradaveis e podem ser sintetizados a partir
de fontes renovaveis. Atualmente a maior aplicabilidade dos biossurfactantes esta
focada na biorremediacdo de poluentes, no entanto possui varias propriedades de
interesse para inOmeras aplicagbes na agricultura, cosméticos, produtos
farmacéuticos, detergentes, processamento de alimentos e outros. A maioria dos
biossurfactantes sdo moléculas complexas e compreendem uma grande variedade de
estruturas quimicas, tais como: glicolipidios, lipopeptidios e lipoproteinas,
biossurfactantes poliméricos, fosfolipidios, lipidios neutros e acidos graxos. Dentre os
glicolipidios, os mais estudados sdo os ramnolipidios, produzidos pela bactéria
Pseudomonas aeruginosa. O presente trabalho teve como principal objetivo avaliar a
composicao do meio de produgao para obtencdo de ramnolipidio a partir da bactéria
Pseudomonas aeruginosa LBM10 por fementacdo submersa, utilizando a técnica de
planejamento experimental e andlise de superficie de resposta. A cepa bacteriana,
isolada de residuos de pescado capturados na regiao costeira do sul do Brasil, foi
utilizada para producéo de ramnolipidio em meio mineral tendo o glicerol como Unica
fonte de carbono. Foi realizado um planejamento completo central rotacional a fim de
determinar a melhor condicdo de estudo, sendo as variaveis do planejamento a
concentracao de glicerol (13,2 a 46,8 g/L), a relagdo C/N (12,8 a 147,2) e a relacao
C/P (12,8 a 147,2), tendo-se como respostas a concentracdo de ramnolipidio,
expressa como ramnose (g/L), indice de emulsificacdo (IE.4, %), reducdo da tensao
superficial (%) e os fatores de conversao de substrato em produto (Ypss), substrato em
célula (Yxs) e célula em produto (Yex). Os ensaios de fermentacédo foram realizados
em incubadora rotatéria a 30°C e 180 rpm, por um periodo de 144 h. De acordo com a
validacdo dos modelos empiricos e andlise das superficies de respostas, a condi¢ao
que permite obter maior produgdo de ramnolipidios (2,25 g/L) associada a um alto

indice de emulsificacdo (65 %) é a que utiliza concentracado de glicerol de 13,2 g/L,
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relacdo C/N de 12,8 e relacdo C/P na faixa de 40, apresentando Yps de 0,26 g/g e
redugao da tensao superficial de 38,33 %.

Palavras-chave: Biossurfactante, glicerol, planejamento experimental.
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Abstract

The reaction of transesterification of vegetal oils has the biodiesel as main product.
However, glycerol, the by-product of this reaction, can become an important feedstock
with the increase in the production of this biofuel. Studies show that glycerol can be
used as substrate in fermentatiion processes with microorganisms able to use it as
carbon source. The bacteria Pseudomonas aeruginosa demonstrates capability of
assimilation of glycerol for production of biosurfactants, which are molecules produced
by microorganisms which reduce the surface tension. The most important advantage of
biosurfactants is their ecological acceptance: they are biodegradable and can be
produced from renewable substrates. Most work on biosurfactants applications has
been focusing on bioremediation of pollutants however these microbial compounds
exhibit a variety of useful properties for several applications in agriculture, cosmetics,
pharmaceuticals, detergents, food processing and others. Most microbial surfactants
are complex molecules, comprising a wide variety of chemical structures, such as
glycolipids, lipopeptides and lipoprotein, polymeric biosurfactants, phospholipids,
neutral lipids and fatty acids. Among glycolipid-type biosurfactants, rhamnolipids
produced by Pseudomonas aeruginosa have been widely studied. The main objective
of this work was to evaluate the culture medium for rhamnolipid production from
Pseudomanas aeruginosa LBM10 by submerged fermentation using experimental
design and surface response methodology. The strain, isolated from fish samples
captured in a southern coastal zone in Brazil, was used to produce rhamnolipids using
mineral media with glycerol as the only carbon source. A rotatable central composite
design was used to establish the best medium composition. The parameters were:
glycerol concentration (13.2 to 46.8 g/L), C/N ratio (12.8 to 147.2) and C/P ratio (12.8
to 147.2), and the responses were: rhamnolipid concentration, expressed as rhamnose
(g/L), emulsification index (IE.s, %), surface tension reduction (%) and yield factors
Yers, Yxs and Yex. The fermentation assays were carried out in a rotary shaker at 30°C
and 180 rpm by 144 h. According to validation of the empirical models and response
surfaces analysis, the condition that allows to get greater production of rhamnolipids
(2.25 g/L) associate to high emulsification index (65 %) is that uses glycerol
concentration of 13.2 g/L, C/N ratio of 12.8 and C/P ratio of 40, showing Yps of 0.26
g/g and surface tension reduction of 38.33 %.

Keywords: Biosurfactant, glycerol, experimental design.
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1 — Introducéo

A preocupagao com o aquecimento global e a escassez de petrdleo fez com
que pesquisadores do mundo inteiro procurassem novas alternativas para substituir os
combustiveis fosseis. Com essa intencdo, foi desenvolvida a tecnologia de
biocombustiveis, derivados de fontes renovaveis e menos poluentes que os
combustiveis fésseis.

Os processos atuais de producédo de biodiesel estdo concentrados na reacédo
de transesterificacdo de 6leos vegetais, que utilizam etanol anidro como reagente e
hidréxidos ou alco6xidos de metais alcalinos como catalisadores. Tal reacdo gera
ésteres etilicos — biodiesel — e como subproduto glicerol, que tem atualmente
significativo valor econébmico no mercado internacional, mas que com a producdo em
larga escala do biodiesel pode se transformar em residuo (BORSCHIVER, 2006).

Alguns estudos foram ou estdo sendo desenvolvidos com o intuito de propiciar
um melhor destino ao glicerol, que pode ser empregado como substrato em processos
fermentativos, juntamente com microrganismos capazes de utiliza-lo como fonte de
carbono. A bactéria Pseudomonas aeruginosa LBM10, isolada de residuos de
pescado capturados no extremo sul do Brasil (QUINES et al., 2004) demonstrou
capacidade de assimilar glicerol na producdo de biossurfactante do tipo ramnolipidio
(PRIETO et al., 2008).

Biossurfactantes podem ser definidos como bioprodutos do metabolismo de
microrganismos (bactérias, bolores e leveduras) que apresentam na mesma molécula
uma porgao hidrofilica (ésteres, hidroxidos, fosfato, carboxilato ou carboidrato) e uma
porcao hidrofébica (cadeia hidrocarbonada de um ou dois acidos graxos, que podem
ser saturados, insaturados, hidroxilados ou ramificados). A presenca destas regioes,
hidrofilica e hidrofébica, confere ao biossurfactante a propriedade de diminuir a tenséao
superficial e interfacial entre fases de diferentes polaridades.

A utilizacdo dos biossurfactantes é predominantemente na industria
petroquimica, principalmente em relagdo a biorremediagdo de poluentes, entretanto,
devido as suas propriedades emulsificantes, permitem inimeras aplicacdes na
industria téxtil, cosmética, alimenticia e farmacéutica. Quando comparados aos
surfactantes  sintéticos, os biossufactantes apresentam vantagens como
biodegradabilidade, baixa toxicidade, estabilidade térmica ao pH e resisténcia a altas
concentragdes (NITSCHKE & PASTORE, 2002). Apesar de exibirem vantagens frente
aos surfactantes sintéticos, os biossurfactantes ndo sdo empregados extensivamente
na industria devido aos altos custos de producéo, associado a métodos ineficientes de



recuperacdao do produto e ao uso de substratos caros (NITSCHKE & PASTORE,
2003).

Desta forma, uma possivel estratégia para a reducao de custos na producao de
biossurfactantes é a utilizacdo de residuos e subprodutos agroindustriais, como o
glicerol, bem como a definicdo da composicdo do meio de produgédo, de forma a
garantir bom rendimento e produtividade, imprescindiveis para a viabilidade de um
processo. Para tal, a avaliagdo baseada na técnica de planejamento experimental e
analise de superficie de resposta constituem uma estratégia para melhor compreensao
do sistema em estudo.

Portanto, o objetivo principal do trabalho foi avaliar a composicdo do meio de
producéo do biossurfactante ramnolipidio de Pseudomonas aeruginosa LBM10, tendo
como variaveis a concentracao de glicerol e as relagbes C/N e C/P, verificando como
estas afetam o rendimento do processo a fim de definir faixas ideais de trabalho.
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2 — Revisao Bibliografica

2.1 — Biotecnologia

A Biotecnologia é um dos ramos da ciéncia de grande interdisciplinaridade,
tendo suas raizes na Biologia, na Quimica e na Engenharia, reunindo e integrando os
conhecimentos e suas aplicagbes em diversas areas. Esta integracao, estabelecendo
relacdes entre areas de conhecimento, € uma das tendéncias da ciéncia moderna
(REGULY, 1998).

A principal parte de um processo biotecnolégico é o crescimento do
microrganismo em condicdes ambientais que estimulem a sintese do produto que se
deseja obter. Um microrganismo deve permitir elevada conversao de substrato em
produto, ja que até 73% do custo total de producdo pode ser referente ao custo da
matéria-prima. Por outro lado, é desejavel que o microrganismo permita elevado

acumulo do produto no meio, sem sofrer inibicao (SCHMIDELL et al., 2001).

2.2 — Processos Fermentativos

Os processos fermentativos sdo geralmente classificados quanto a conducao
do processo (descontinuo, semi-continuo e continuo), quanto ao modo de cultivo
(estado solido ou submerso) e quanto ao suprimento de oxigénio (aerados e nao
aerados) (REGULY, 2000). Em processos fermentativos, o meio de cultivo deve conter
todos 0s componentes necessarios em concentracées adequadas para que ocorra o
crescimento e a formacao do produto requerido (GOMES & KUMAR, 2005).

Nos processos descontinuos, no instante inicial a solugéo nutriente esterilizada
no fermentador é inoculada com microrganismos e incubada, de modo a permitir que a
fermentagéo ocorra. No decorrer do processo fermentativo nada é adicionado, exceto
oxigénio, no caso de processos aerobios, antiespumante, e acido ou base para
controle do pH. Terminada a fermentacdo, o meio fermentado segue para os
tratamentos finais (SCHMIDELL et al., 2001).

Nos processos semi-continuos, uma vez colocados no reator 0 meio de
fermentacdo e o inéculo, as operacdes que se seguem obedecem a seguinte ordem:
término da fermentacao, retirada de parte do meio fermentado, mantendo-se, no reator
o restante do mosto fermentado e, por fim, adicdo de um volume de meio de
fermentagéo igual ao volume de meio fermentado que foi retirado na etapa anterior
(SCHMIDELL et al., 2001).



Os processos de fermentagdo continuos caracterizam-se por possuir uma
alimentagéo continua do meio de cultura a uma vazao constante, sendo o volume de
reacao mantido através da retirada continua de caldo fermentado (SCHMIDELL et al.,
2001).

Quanto ao modo de cultivo de um processo fermentativo, este pode ser nos
estados soélido e submerso. A fermentagcdo em estado sélido é caracterizada pela
auséncia de agua livre (ou de pequena quantidade de agua livre) no meio de cultivo,
no entanto o substrato deve possuir umidade suficiente para estimular o crescimento e
0 metabolismo dos microrganismos nativos de ambientes sélidos (PANDEY, 2003).

A fermentacdo submersa se caracteriza pela presenca de agua no meio de
cultura, sendo amplamente empregada na producédo de enzimas. Segundo Papagianni
et al. (2001), na fermentacdo submersa o meio de cultura, juntamente com a cultura
microbiana, est4d exposto a forgas hidrodindmicas, sendo bastante estudado o
desenvolvimento morfolégico de fungos em inUmeros processos fermentativos
industriais.

Quanto a utilizacdo de oxigénio, existem os processos fermentativos que
envolvem o cultivo de células aerobias ou aerobias facultativas, visando a producéao de
antibiéticos, enzimas, vitaminas, entre outros, ou ainda para a realizacdo do
tratamento biolégico de aguas residuarias, apresentando o aspecto comum de
exigirem adequado dimensionamento do sistema de transferéncia de oxigénio, sem o

qual esse processo dificiimente sera competitivo (SCHMIDELL et al., 2001).

2.3 — Definicdo de Biossurfactantes

Os surfactantes compreendem uma classe importante de compostos quimicos
muito utilizados em diversos setores industriais, uma vez que atuam como
dispersantes e/ou solubilizantes de compostos organicos. Os surfactantes possuem
estrutura molecular com grupos hidrofilicos e hidrofébicos que exibem propriedades
como adsorcao, formacao de micelas, formagdo de macro e micro emulsbes, acao
espumante ou anti-espumante, solubilidade e detergéncia (GOUVEIA et al., 2003).

Em funcido da presenca de grupos hidrofilicos e hidrofébicos na mesma
molécula, os surfactantes tendem a se distribuir nas interfaces entre as fases fluidas
com diferentes graus de polaridade (6leo/agua e agua/dleo). A formacao de um filme
molecular, ordenado nas interfaces, reduz a tensao interfacial e superficial, sendo
responsavel pelas propriedades Unicas dos surfactantes (NITSCHKE & PASTORE,
2002).



Os compostos de origem microbiana que exibem propriedades surfactantes,
isto é, diminuem a tensao superficial e possuem alta capacidade emulsificante, sao
denominados biossurfactantes, consistindo em subprodutos metabdlicos de bactérias
e fungos (bolores e leveduras), provenientes de varios substratos, incluindo acucares,
0leos, alcanos e residuos (NITSCHKE & PASTORE, 2002; MULLIGAN, 2005).

Os biossurfactantes possuem uma estrutura comum: uma porcao lipofilica
usualmente composta por cadeia hidrocarbbnica de um ou mais acidos graxos, que
podem ser saturados, insaturados, hidroxilados ou ramificados, ligada a uma porcao
hidrofilica, que pode ser um éster, um grupo hidréxido, fosfato, carboxila ou
carboidrato (NITSCHKE & PASTORE, 2002).

Dentre as propriedades dos biossurfactantes, encontra-se a reducédo da tenséo
superficial e interfacial entre liquidos, solidos e gases, permitindo a mistura ou a
dispersao e a formacdo de emulsées em solugdes aquosas (MORAES et al., 2002).
Conforme Mulligan (2005), a tensao superficial e a tenséo interfacial, diminuem com o
aumento da concentragao do surfactante, enquanto que a solubilidade aumenta.

Nitschke & Pastore (2002) relacionam as vantagens dos biossurfactantes em
relacdo aos surfactantes sintéticos convencionais, que sdo produzidos a partir de
derivados de petroleo. Tais vantagens sao:

e Elevada atividade superficial e interfacial, o que os torna comparaveis ou
superiores aos sintéticos (detergentes anibnicos sulfatados) em termos de
efetividade e eficiéncia;

e Maior tolerancia a pH, temperatura e forcas ibnicas;

e Maior biodegradabilidade;

e Baixa toxicidade.

2.4 — Classificacao dos Biossurfactantes

Enquanto os surfactantes sintetizados quimicamente sdo classificados de
acordo com a natureza do seu grupo polar, os biossurfactantes sao classificados,
principalmente, pela sua composicdo quimica e sua origem microbiana (GAUTAM &

TYAGY, 2006). A Tabela 2.1 mostra alguns biossurfactantes de origem microbiana.



Tabela 2.1 - Diversidade de surfactantes de origem microbiana

Microrganismo Biossurfactante
Bacillus licheniformis Lipopeptidio
Bacillus subtilis Surfactina
Bacillus sp. Ramnolipidio
Candida bombicola Soforolipidio
Candida lipolyticaY — 917 Soforolipidio
Corynebacterium insidiosum Fosfolipidio
Pseudomonas aeruginosa Ramnolipidio
Pseudomonas fluorecens Lipopeptidio
Rhodococcus sp. Glicolipidio

Fonte: GOUVEIA et al. (2003)

As principais classes de biossurfactantes incluem glicolipidios, lipopeptidios e
lipoproteinas, fosfolipidios, acidos graxos e lipidios neutros, biossurfactantes
poliméricos e biossurfactantes particulados (GAUTAM & TYAGY, 2006). A diversidade
destes compostos os torna interessantes para a aplicagdo em diversas areas,
principalmente no controle da poluicdo por compostos oleosos (NITSCHKE &
PASTORE, 2002).

A classe mais estudada de biossurfactantes é a dos glicolipidios, que séo
carboidratos combinados com longas cadeias de acidos alifaticos ou 4acidos
hidroxialifaticos. Dentre os glicolipidios, os mais estudados sdo os ramnolipidios,
proveniente da bactéria Pseudomonas aeruginosa.

Os ramnolipidios tém sido relatados como uma mistura de espécies homologas
composta por uma parte hidrofilica constituida de uma ou duas unidades de ramnose
chamadas, respectivamente, monoramnolipidio e diramnolipidio, e por uma parte
hidrofébica formada por um ou dois acidos graxos (SANCHEZ et al., 2006).

A Figura 2.1 mostra as diferentes estruturas dos ramnolipidios, sendo R; e R;
0s principais ramnolipidios produzidos, ja as estruturas R, e R, sado sintetizadas

apenas sob certas condicdes de cultivo (TAHZIBI et al,. 2004).
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Figura 2.1 - Estrutura dos quatro diferentes ramnolipidios produzidos pela
Pseudomonas aeruginosa. Fonte: Tahzibi et al. (2004).



2.5 — Aplicagbes dos Biossurfactantes

De acordo com Nitschke & Pastore (2002), o maior mercado para o0s
biossurfactantes é a industria petrolifera, onde sdo utilizados na producao de petroleo
ou incorporados em formulagdes de Oleos lubrificantes. Outras aplicagbes incluem
biorremediacdo, limpeza de reservatérios de 6éleos, aplicacbes terapéuticas,
agricultura, mineragao, produtos de higiene e cosméticos, industria de alimentos, entre
outros.

2.5.1 — Biorremediacéo

Os acidentes com derramamento de 6leo se tornaram numerosos e tém
causado muitos problemas ecol6gicos e sociais. Como os biossurfactantes aumentam
as interacoes superficiais agua/dleo, aceleram a degradacdo de varios 6leos por
microrganismos e promovem a biorremediagao de aguas e solos.

Os biossurfactantes podem ser usados diretamente para emulsificar e
aumentar a solubilidade de contaminantes hidrofébicos no solo. Alternativamente,
podem ser utilizados microrganismos produtores ou a adicdo de fatores de
crescimento de microrganismos nativos capazes de produzir estes compostos.

Os biossurfactantes também sao Uteis na biorremediacdo de locais

contaminados com metais pesados tdéxicos como uranio, cadmio e chumbo.

2.5.2 — Limpeza de Reservatérios de Oleos

Residuos e fracoes de 6leos pesados que sedimentam no fundo de tanques de
estocagem sio altamente viscosos e podem se tornar depdsitos solidos que nao sao
removidos através de bombeamento convencional. A remogao requer lavagem com
solventes ou limpeza manual, ambas perigosas, demoradas e caras.

Um processo alternativo de limpeza é o uso de biossurfactantes que promovem
a diminuicdo na viscosidade e a formacdo de emulsbes 6leo/adgua, facilitando o
bombeamento dos residuos e a recuperacao do 6leo cru apds quebra da emulséo. Os
sélidos resultantes carregam uma quantidade limitada de o6leo residual pela acéo
detergente do biossurfactante, tornando o descarte destes residuos menos
problematico.
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2.5.3 — Aplicacdes Terapéuticas

A surfactina, um dos mais conhecidos biossurfactantes, possui varias
aplicacoes farmacéuticas como a inibicdo da formacao de coagulos; formagcdo de
canais i6nicos em membranas; atividade antibacteriana e antifingica; atividade

antiviral e antitumoral.

2.5.4 — Agricultura

Os biossurfactantes sdo usados na agricultura especialmente em formulacdes
de herbicidas e pesticidas. Os compostos ativos destas formulacbées sdo geralmente
hidrofébicos, sendo necessarios agentes emulsificantes para dispersa-los em solugbes
aquosas.

2.5.5 — Mineracao

Compostos tensoativos produzidos por culturas de Pseudomonas sp. €
Alcaligenes sp. foram utilizados para flotacdo e separagdo de calcita e eschelita. A
recuperacao foi de 30% e 95%, respectivamente, ressaltando que reagentes quimicos
convencionais sao incapazes de separar estes dois minerais. Os biossurfactantes de

Candida bombicola demonstraram eficiéncia na solubilizacdo de carvao.

2.5.6 — Produtos de Higiene e Cosméticos

Devido a sua compatibilidade com a pele, os biossurfactantes podem ser
usados em produtos de higiene e cosméticos. Alguns soforolipidios sao utilizados
como umectantes para incorporacdo em produtos de maquiagem e como hidratante
para pele e cabelos.

2.5.7 — Indlstria de Alimentos

A emulsificacdo tem um papel importante na formacdo da consisténcia e
textura, bem como na dispersdo de fase e na solubilizacdo de aromas. Os
biossurfactantes sdo utilizados como emulsionantes no processamento de matérias-
primas. Os agentes tensoativos encontram aplicacdo em panificacdo e produtos

derivados de carne, onde influenciam nas caracteristicas da farinha e a emulsificacéo
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de gorduras. Também podem ser aplicados como agentes espumantes, umectantes, e
antimicrobiolégicos (NITSCHKE & PASTORE, 2002; NITSCHKE & COSTA, 2007).

Além de promover a formagao e a estabilizagdo de emulsodes, os surfactantes
apresentam outras fungbes em alimentos, como por exemplo, a aumento da vida de
prateleira dos produtos. Em panificacdo e formulacdo de sorvetes, aplica-se
biossurfactante para controlar a consisténcia do produto. Também sao aplicados na
estabilizagdo de gorduras durante o cozimento de 6leos e graxas (NITSCHKE &
COSTA, 2007).

Um dos biossurfactantes empregados na industria de alimentos é o proveniente
de Pseudomanas aeruginosa. Através da hidrélise do ramnolipidio obtem-se L-
Ramnose que é considerada um percursor de aromas, sendo de grande interesse
industrial a obtencdo deste bioproduto como fonte de L-Ramnose (NITSCHKE &
COSTA, 2007).

2.5.8 — Outras Aplicacoes

Outros campos de utilizagdo dos biossurfactantes incluem a industria de papel,
téxtil e ceramica. O biodispersan tem aplicacdo na industria de tintas, pois gera maior
espalhabilidade e aumenta as propriedades de mistura. As propriedades de

estabilizagdo de espuma séo necessarias na fabricacao de extintores de incéndio.

2.6 — Fatores que Afetam a Produgdo de Biossurfactantes de Pseudomonas

aeruginosa.

Muitos substratos podem ser utilizados na sintese de biossurfactante, dentre
eles as fontes de carbono sollveis em agua (glicerol, glicose e etanol), os substratos
insolUveis em agua (6leos vegetais e alcanos) e as fontes de nitrogénio (aménia, sais
e uréia) (NGUYEN et al., 2007), além de residuos agroindustriais (BENINCASA et al.
2002).

Existem microrganismos que produzem biossurfactante tanto em substratos
hidrofébicos como hidrofilicos, sendo Pseudomonas aeruginosa e Torulopsis
bombicola exemplos de microrganismos que possuem este comportamento (GAUTAM
& TYAGY, 2006).

A bactéria Pseudomonas aeruginosa pode utilizar uma grande variedade de
compostos organicos como fonte de energia, conferindo a este microrganismo

habilidade de colonizar ambientes que possuem limitacdo de nutrientes. Quando
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submetida a condicbes ideais para o seu desenvolvimento, excreta o biossurfactante
do tipo ramnolipidio (SANCHEZ et al., 2007).

Em meio liquido, a bactéria Pseudomonas aeruginosa produz, primeiramente,
duas formas de ramnolipidios: ramnosil-B-hidroxidecanoil- B-hidroxidecanoato (mono-
ramnolipidio) e  ramnosil-raminosil- B-hidroxidecanoil- B-hidroxidecanoato  (di-
ramnolipidio) (MAIER & SOBERON-CHAVEZ, 2000).

2.6.1 — Fonte de Carbono

A fonte de carbono afeta consideravelmente a producdo de biossurfactante.
Tanto as fontes solUveis em agua como as insollveis em agua tém sido usadas para a
producéo de biossurfactante. Alguns estudos mostram que usando 6leo vegetal como
substrato se obtém melhores resultados de rendimento, porém pouca produgéo devido
a baixa solubilidade do substrato, além da dificuldade de recuperacdo do processo
pelo fato de haver residuo de 6leo no meio. Diante disso, 0 uso de substratos soluveis
em agua apresenta vantagens na producao de biossurfactante (CHEN et al., 2007).

Pseudomonas aeruginosa é capaz de utilizar diferentes fontes de carbono para
producédo de biossurfactantes: glicerol (SANTA ANNA et al., 2002; RASHEDI et al.,
2005), carboidratos (GUERRA SANTOS et al., 1984; TAHZIBI et al., 2004; RASHEDI
et al., 2006), hidrocarbonetos (WU & JU, 1998; SANTA ANNA et al., 2002; RASHEDI
et al., 2005) e 6leos vegetais (BENINCASA et al., 2002; COSTA et al., 2006).

Pseudomonas aeruginosa LBM10, isolada a partir de amostras de residuos de
pescado capturado no sul do Brasil, foi capaz de produzir biossurfactante ramnolipidio
a partir de diferentes fontes de carbono, como 6leo de soja, borra de 6leo de soja, 6leo
de pescado e glicerol, ndo havendo producdo na presenca de glicose como fonte de
carbono (PRIETO et al., 2008).

2.6.2 — Relagao C/N

A condigéo nitrogénio-limitante foi considerada por diversos autores como
favoravel a produgdo de ramnolipidios. Santa Anna et al. (2002) e Rashedi et al.
(2005) comentam que limitagbes nutricionais direcionam o metabolismo da
Pseudomonas aeruginosa a formacéao do biossurfactante. Estabeleceram como melhor
relagdo C/N, respectivamente, 60 e 55.

O nitrogénio é um nutriente essencial ao crescimento celular e a produgao de

ramnolipidio de Pseudomonas aeruginosa. Apds estudos considerando diferentes
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fontes de nitrogénio, Wu et al. (2008) concluiram que o nitrato de sédio é a fonte de
nitrogénio mais eficiente na producao de ramnolipidio, alcangando uma concentracao
de 8,63 g/L. A assimilacao de nitrato é lenta, o que simularia a condicdo nitrogénio-
limitante, favorecendo a produgdo de ramnolipidios em relagdo a outras fontes de
nitrogénio. Comportamentos semelhantes foram observados por Santa Anna et al.
(2002) e Rashedi et al. (2005), em que o nitrato de sddio foi mais efetivo que sulfato de

amonio e uréia.

Raza et al. (2007) conseguiram maior concentragdo de ramnolipidio (8,5 g/L
em 10 dias de cultivo), proveniente de Pseudomonas aeruginosa EBN-8 mutante,
quando utilizaram residuo do processamento de 6leo de canola (20 g/L) e relagédo C/N
de 20, tendo nitrato de sddio como fonte de nitrogénio.

Monteiro et al. (2007) produziram 3,9 g/L de ramnolipidio cultivando a bactéria
Pseudomonas aeruginosa DAUPE 614 em meio salino contendo 3% (v/v) de glicerol

como Unica fonte de carbono e relacdo C/N de 55, no periodo de 9 dias de cultivo.

2.6.3 — Relagéao C/P

De acordo com Bazire et al. (2005), a limitagao de fosfato induz a producéo de
ramnolipidio por Pseudomonas aeruginosa, porém alguns autores comentam que o
aumento da relacdo C/P diminui a producao de biossurfactante (Guerra-Santos ef al.,
1984; Rashedi et al., 2006).

Guerra-Santos et al. (1984) conseguiram, aproximadamente, 6 g/L de
ramnolipidio, com Pseudomonas aeruginosa, utilizando C/P de 16, enquanto Rashedi
et al. (2006) testaram relagbes C/P de 10 a 32 para producédo de ramnolipidio de
Pseudomonas aeruginosa MM1011 e verificaram que a maxima producao alcangada
foi de aproximadamente 3 g/L, com uma relacao C/P de 16.

2.6.4 — Outros Fatores

Além das fontes de carbono, nitrogénio e as relacées C/N e C/P, existem
outros fatores que influenciam na produgdo de biossurfactante. As condicdes
operacionais sdo fatores que influenciam no desempenho da produg¢éo de ramnolipidio
em fermentador. Estudos realizados por Chen et al. (2007), indicam que o pH e a
temperatura exercem grande influéncia na producao de ramnolipidio de Pseudomonas
aeruginosa, devido provavelmente ao seu efeito na fisiologia da célula bacteriana,
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sendo os valores 6timos de pH e temperatura de 6,8 e 37°C, respectivamente, para a
cepa estudada.

A agitacédo afeta a eficiéncia de transferéncia de oxigénio e a transferéncia de
massa, sendo um parémetro operacional importante em fermentacdes bacterianas
(CHEN et al., 2007).



CAPITULO Ill - MATERIAL E METODOS
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3 — Material e Métodos

3.1 - Microrganismo

A bactéria utilizada para a producdo do biossurfactante foi Pseudomonas
aeruginosa LBM10, isolada e identificada pelo Laboratério de Microbiologia da FURG,
a partir de amostras de residuos de pescado capturado na regido de Rio Grande — RS
(QUINES et al., 2004). A cepa bacteriana foi mantida em meio TSA inclinado (Agar
Triptose de Soja) sob refrigeracao.

3.2 — Preparo do In6culo

Primeiramente foram realizados transferéncias sucessivas do microrganismo,
em meio TSA inclinado a fim de reativar a cultura estoque.

Como inéculo, para cada 200 mL de meio, foram utilizados quatro tubos de
cultura microbiana reativada, previamente incubados a 35 °C por 48 h, em TSA, sendo
raspadas com 2 mL de agua peptonada 0,1% para cada tubo (PRIETO, 2007).

3.3 — Cultivo em Frascos Agitados

A suspensao bacteriana foi inoculada em 200 mL de meio, formulado conforme
estabelecido pelo planejamento experimental, e incubada em incubadora rotatéria sob
agitacao de 180 rpm e temperatura de 30 °C por 144 h. O pH inicial do meio de cultura
foi ajustado para 6,5 antes da esterilizacdo. A cada 24 h foram retiradas aliquotas de
15 mL, sendo centrifugadas a 3000 rpm por 30 min para posteriores determinacées
analiticas no sobrenadante (medida do pH, concentracdo de ramnose, indice de
emulsificagdo, concentracdo de glicerol e medida da tensdo superficial) e no
sedimento (concentracdo de biomassa).

3.4 — Planejamento Experimental e Metodologia de Superficie de Resposta

A Tabela 3.1 mostra a matriz do Planejamento Completo Central Rotacional
(PCCR) utilizado para avaliar a melhor composicdo do meio de cultura para producéo
de biossurfactante, totalizando 17 experimentos. O meio de produgéo foi composto por
glicerol, NaNQO;, KH,PO, (concentracbes variaveis de acordo com o planejamento
experimental) e MgSQO,4.7H,0O (0,2 g/L), baseando-se no meio fermentativo utilizado
por Rashedi et al. (2005).
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As variaveis estudadas foram a concentracdo de glicerol (13,2 a 46,8 g/L), a
relacdo C/N (12,8 a 147,2) e a relagao C/P (12,8 a 147,2), tendo-se como respostas a
concentracdo de ramnolipidio, expressa como ramnose (g/L), o indice de
emulsificagao (%), a reducédo da tensao superficial (%) e os fatores de conversao de
susbtrato em produto (Yps), substrato em célula (Yxs) e célula em produto (Yex),
expressos em g/g.

Todas as analises foram realizadas em duplicata e os resultados obtidos

avaliados estatisticamente.

Tabela 3.1 — Matriz do planejamento experimental (PCCR)

Ensaios Glicerol (g/L) C/N Cc/P
1 -1 (20) -1 (40) -1 (40)
2 +1 (40) -1 (40) -1 (40)
3 -1 (20) +1 (120) -1 (40)
4 +1 (40) +1 (120) -1 (40)
5 -1 (20) -1 (40) +1(120)
6 +1 (40) -1 (40) +1(120)
7 -1 (20) +1 (120) +1(120)
8 +1 (40) +1 (120) +1(120)
9 -1,68 (13,2) 0 (80) 0 (80)
10 +1,68 (46,8) 0 (80) 0 (80)
11 0 (30) -1,68 (12,8) 0 (80)
12 0 (30) +1,68 (147,2) 0 (80)
13 0 (30) 0 (80) -1,68 (12,8)
14 0 (30) 0 (80) +1,68 (147,2)
15 0 (30) 0 (80) 0 (80)
16 0 (30) 0 (80) 0 (80)
17 0 (30) 0 (80) 0 (80)

3.5 — Determinagao dos Parametros Cinéticos

A determinagao dos parametros cinéticos Yys, Yes € Ypx foi realizada a partir
dos resultados experimentais, tomando por base as equacoes propostas por Schmidell
etal. (2001).
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X=X

X/s = S, _g (3.1)
P-P

Yess = S, _OS (3.2)
P-P

Ye/x = X—XOO (3.3)

Onde:

Yyxs € o fator de conversao do substrato (glicerol) em célula (g/g);

Yeris € 0 fator de conversao de glicerol (substrato) em ramnose (produto) (9/9);
Ye/x € 0 fator de conversao de biomassa em ramnose (produto) (g/g).

Xo € a concentragao de biomassa inicial (g/L);

X é a concentragao de biomassa em 120 h de processo fermentativo (g/L);

So é a concentragdo inicial de glicerol (g/L);

S é a concentragéo de glicerol em 120 h de processo fermentativo;

Py € a concentracao de ramnose inicial (g/L);

P é a concentragédo de ramnose em 120 h de processo fermentativo (g/L);

3.6 — Validagao dos Modelos Empiricos

Dois ensaios foram propostos para validar os modelos empiricos de produgao
de ramnolipidios (expressos como concentracdo de ramnose) e indice de
emulsificagédo (IE.s). Tais ensaios foram conduzidos em triplicata, sendo as analises
realizadas em duplicata. A Tabela 3.2 mostra as condi¢des testadas para validar os

modelos estatisticos.

Tabela 3.2 - Variaveis codificadas e reais utilizadas na validagdo dos modelos

empiricos
_ Niveis Codificados Niveis Reais
Ensaios i -
Glicerol (g/L) C/N C/P Glicerol (g/L) C/N C/P
1 -1,68 -1,68 -1 13,2 12,8 40

2 -1,68 -1 -1 13,2 40 40
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3.7 - Determinagées Analiticas

Apo6s centrifugacdo do meio fermentado, foram realizadas andlises em

duplicata no sobrenadante e no sedimento.

3.7.1 — Determinagao do pH

A determinacdo do pH foi realizada através da leitura direta da amostra
(sobrenadante) usando medidor de pH Marte — MB 10.

3.7.2 - Determinagao da Concentragdo de Ramnolipidios

A quantificagao dos ramnolipidios, expressos como ramnose (g/L), foi realizada
utilizando o método fenol-acido sulfurico (DUBOIS et al., 1956).

Em tubo de ensaio foi adicionado 1 mL de amostra (meio fermentado livre de
biomassa) previamente diluida, 1 mL de solu¢éo de fenol 5% e 5 mL de acido sulfarico
concentrado. Deixou-se esfriar até atingir temperatura ambiente para proceder a
leitura da transmitancia a 490 nm em espectrofotdmetro, sendo utilizado como branco
0 meio ndo fermentado. Foi estabelecida uma curva padrdo para concentragbes de
ramnose entre 0,02 a 0,2 g/L, apresentada no Anexo 1 (Figura 1a).

3.7.3 - indice de Emulsificagao (IEz4)

A determinagéo do indice de emulsificacao foi baseada na metodologia descrita
por BICCA et al. (1999). A 2 mL de sobrenadante adicionou-se 2 mL de 6leo diesel.
Agitou-se em vértex durante 2 min e deixou-se em repouso durante 24 h. O indice de
emulsificagdo (IE.s) em percentual foi calculado pela medida da altura da camada
emulsionada dividida pela medida da altura total da coluna liquida multiplicado por
100.

Paralelamente foi realizado um ensaio controle, constituido pelo meio nao

fermentado, a fim de avaliar se o préprio meio fermentativo formava emulsao.

3.7.4 - Determinacao de Glicerol

O consumo de glicerol foi acompanhado através de um método enzimatico
colorimétrico, utilizando um kit para determinagao de triacilglicerdis (CENTERLAB —

Brasil), conforme proposto por Santa Anna et al. (2002). Foi estabelecida uma curva
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padrdo para concentragdes de glicerol entre 0,1 a 0,7 g/L, apresentada no Anexo 1 (
Figura 1b).

3.7.5 — Determinacgéo da Tensao Superficial

A medida da tensao superficial do biossurfactante produzido foi determinada
através da leitura direta das amostras em tensidmetro digital Kriss K9 (Kriss,
Alemanha) utilizando o método do anel, que consiste em imergir totalmente um anel
de platina suspenso horizontalmente, nas amostras, sendo em seguida submergido. A
maxima forca requerida para a retirada do anel da fase liquida é a medida da tenséo
superficial.

3.7.6 - Determinacao da Biomassa

A determinagao do crescimento microbiano foi realizada através da medida da
densidade optica a 600 nm, baseada na metodologia descrita por Wu & Ju (1998). A
concentracado da biomassa foi expressa em peso seco (g/L), obtida a partir de uma
curva padrao previamente estabelecida, apresentada no Anexo 1 (Figua 1c).

A determinacgdo da curva padrao de biomassa foi realizada a partir de 10 mL de
meio fermentado, o qual foi centrifugado a 3000 rpm por 30 min. Apés a centrifugacao
e descarte do sobrenadante, a biomassa foi lavada com &gua peptonada e novamente
centrifugada nas mesmas condigbes. Depois da segunda centrifugagdo, o
sobrenadante foi desprezado e o sedimento transferido para uma placa de Petri,
previamente seca e tarada, e levado a estufa. Por diferenca de massa, foi possivel
saber a concentracdo da biomassa, em g/L, na amostra.
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4 — Resultados e Discussao

4.1 — Planejamento Experimental para Produgcao de Ramnolipidios

Os 17 experimentos propostos no planejamento experimental, a fim de estudar
o comportamento do processo fermentativo frente as varidveis concentragdo de
glicerol, relagdao C/N e relagdo C/P, bem como os resultados experimentais obtidos e
submetidos a analise estastistica, sédo apresentados na Tabela 4.1.

E importante ressaltar que na Tabela 4.1 sdo apresentadas as respostas
obtidas nos ensaios em 120 h de processo fermentativo. O tempo de 120 h foi utilizado
para analise dos resultados por ter apresentado o melhor modelo estatistico, quando
comparado aos resultados obtidos em 96 h de fermentacédo, em 144 h de fermentagéo
e aos resultados méaximos obtidos para cada ensaio.

As curvas cinéticas das fermentagdes sao apresentadas em anexo (Anexo 2 —
Figura 2a a Figura 2r), podendo-se observar que a sintese do biossurfactante iniciou-
se em geral na fase exponencial, ap6s 96 h de fermentagdo, acompanhando o
crescimento celular, no entanto ndo foi caracterizada como cinética do crescimento
associado, pois na maioria dos experimentos quantidades significativas foram
acumuladas na fase estacionaria. Tal comportamento foi observado por Raza et al.
(2007) para Pseudomonas putida, Nitschke & Pastore (2006) para Bacillus subtilis
LB5a e por Santa Anna et al. (2002) para Pseudomonas aeruginosa PA1. Os autores
comentam que este comportamento é tipico de um metabdlito secundéario, com
incremento consideravel da produgao na fase estacionaria e que, no caso da produgao
de ramnolipidios, pode estar associada ao esgotamento de nitrogénio.

Entre os ensaios realizados, 0 melhor experimento correspondeu ao ensaio 11
(30 g/L de glicerol, relacao C/N de 12,8 e relacao C/P de 80), resultando em 4,57 g/L
de ramnose em 96 h de cultivo, indice de emulsificagdo de 68% em 72 h e reducado na
tensdo superficial de 49,62%, sendo considerados valores bastante significativos
quando comparados aos resultados obtidos com outras linhagens de Pseudomonas

aeruginosa.



Tabela 4.1 - Matriz do planejamento experimental e respostas obtidas para os ensaios de fermentagao.
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Niveis Yxs Yeis Yeix
Ensaios _ Ramnose (g/L)* 1E24(%)*  RTS (%)**

Glicerol (g/L) C/N C/P (9/9)” (9/9)* (9/9)*

1 -1 (20) -1 (40) -1 (40) 1,89 65 42,88 0,09 0,19 2,08
2 1 (40) -1 (40) -1 (40) 1,36 53 48,00 0,06 0,09 1,38
3 -1 (20) +1 (120) -1 (40) 1,20 60 46,67 0,23 0,24 1,03
4 +1 (40) +1 (120) -1 (40) 0,97 52 47,60 0,30 0,27 0,90
5 -1 (20) -1 (40) +1(120) 1,24 62 51,86 0,14 0,15 1,05
6 +1 (40) -1 (40) +1(120) 1,11 47 40,10 0,34 0,24 0,7
7 -1 (20) +1 (120) +1(120) 0,94 52 46,64 0,15 0,14 0,97
8 +1 (40) +1 (120) +1(120) 0,05 3 35,50 0,12 0,00 0,00
9 -1,68 (13,2) 0 (80) 0 (80) 1,43 59 53,10 0,27 0,17 0,64
10 +1,68 (46,8) 0 (80) 0 (80) 1,19 63 52,42 0,15 0,08 0,49
11 0 (30) -1,68 (12,8) 0 (80) 3,77 61 49,62 0,18 0,17 0,94
12 0 (30) +1,68 (147,2) 0 (80) 1,05 0 37,25 0,19 0,16 0,88
13 0 (30) 0 (80) -1,68 (12,8) 0,58 67 52,94 0,21 0,05 0,24
14 0 (30) 0 (80) +1,68 (147,2) 0,33 0 43,86 0,25 0,04 0,16
15 0 (30) 0 (80) 0 (80) 0,43 61 52,15 0,19 0,04 0,19
16 0 (30) 0 (80) 0 (80) 0,57 68 51,24 0,24 0,05 0,22
17 0 (30) 0 (80) 0 (80) 0,44 58 52,82 0,17 0,04 0,25

IE»4 = Indice de Emulsificagao; RTS = Redugao da Tensao Superficial; *120 h de cultivo; **144 h de cultivo.
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4.2 — Obtengao do Modelo Matemético Empirico para Concentragédo de Ramnolipidios.

Para o tempo de 120 h foi possivel a validagdo de um modelo matematico

empirico codificado, apresentado na Equacgao 4.1.
R=0,39 - 016X, +0,24X,” — 051X, + 0,63X,” — 0,18X, (4.1)

Onde:
R = concentragé@o de ramnolipidio, expressa como concentragcao de ramnose (g/L);
X1 = concentracao de glicerol;
X2 = relacdo C/N;
X3 = relacao C/P.

De acordo com a andlise de varidncia (ANOVA) apresentada na Tabela 4.2,
verifica-se que o coeficiente de correlacdo obtido (R=0,92) e o valor de F
(Fealculado>Frabelado) validaram estatisticamente o modelo (p<0,05), permitindo a

construgao das superficies de respostas, apresentadas nas Figuras 4.1, 4.2 e 4.3.

Tabela 4.2 - Analise de variancia para a concentragdo de ramnolipidio.

Fonte de Soma Graus de Média
Variacao Quadratica Liberdade Quadratica caloulade
Regressao 9,44 5 1,89 12,14
Residuo 1,71 11 0,16
Erro Puro 0,01 2
Falta de Ajuste 1,70
Total SS 11,15 16

Fiavelado= 3,20 ; Coeficiente de correlacao (R) = 0,92
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Figura 4.1 - Superficie de resposta (a) e curva de contorno (b) para a produgéao de ramnolipidio

em fungdo da concentragao de glicerol e da relagao C/N (relagcao C/P = 80).
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Figura 4.3 - Superficie de resposta (a) e curva de contorno (b) para a produgéao de ramnolipidio

em fungdo da concentragéo da relagao C/N e da relagéo C/P (Glicerol = 30).
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Na Figura 4.1 pode-se verificar que a maior concentragdo de ramnose foi
obtida utilizando baixa relagdo C/N (12,8) e baixa concentracao de glicerol (13,2 g/L),
atingindo 3,5 g/L de ramnose. Na Figura 4.2, uma maior concentragdo de ramnose
(1,6 g/L) pode ser observada numa baixa concentragdo de glicerol (13,2 g/L) e em
uma relagéo C/P que varia de 12,8 até 40. Na Figura 4.3 observa-se 3 g/L de ramnose
em uma baixa relagdo C/N (12,8) e numa relagdo C/P que varia na faixa de 12,8 até
40.

Portanto, a condigdo que permite a maior produgao de ramnolipidio (3 a 3,5
g/L) é a que utiliza baixa concentragéo de glicerol (13,2 g/L), relagdo C/N de 12,8 e
relacdo C/P de 12,8 até 40.

Resultados semelhantes de produgédo do ramnolipidio foram encontrados por
Santa Anna et al. (2002), que utilizaram Pseudomonas aeruginosa PA1 e glicerol
como Unica fonte de carbono (3% v/v), alcangando 3,16 g/L de ramnolipidio (expresso
como ramnose) para uma relagao C/N de 60.

O fato da concentracdo maxima de ramnose deste trabalho ter sido alcangada
em uma relagdo C/N menor que a do autor citado anteriormente pode estar associado
a relagcao C/P correspondente, de limitagao de fosfato, e que influenciou na produgéo
do biossurfactante.

Por outro lado, a relagcdo C/N mais adequada pode estar relacionada a
linhagem microbiana e ao substrato utilizado, sendo que a condi¢cdo nitrogénio
limitante em geral é favoravel a producao de ramnolipidios, podendo ser estabelecida
por uma relacdo C/N inicial alta ou pelo esgotamento de nitrogénio ao longo do
processo fermentativo.

Situacdo semelhante foi encontrada por Guerra-Santos et al. (1984) que
encontraram maxima produgcdo de ramnolipidio por Pseudomonas aeruginosa
utilizando condicdes nitrogénio limitante, (C/N de 18) e relagdo C/P de 16.

Guerra-Santos et al. (1984) e Rashedi et al. (2006) concluiram em seus
estudos que o aumento da relagdo C/P diminuia a concentragdo do biossurfactante,
sendo a maxima produgao alcangada em uma relagao C/P de 16.

4.3 — Obtengdo do Modelo Matematico Empirico para o indice de Emulsificaco (IEz4)

Para o tempo de 120 h foi possivel a validagdo de um modelo matematico
empirico codificado, apresentado na Equagao 4.2.

|E,, = 63,67 —11,91X, —9,74X,* —13,09X, —8,68X,° (4.2)
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Onde:

IE,4 = indice de emulsificacao (%);
X2 = relacdo C/N;

X3 = relacao C/P.

De acordo com a andlise de varidncia (ANOVA) apresentada na Tabela 4.3,
verifica-se que o coeficiente de correlacdo obtido (R=0,82) e o valor de F
(Fealculado>Ftabelado) validaram estatisticamente o modelo (p<0,05), permitindo a

construgao das superficies de respostas, apresentadas nas Figuras 4.4, 4.5 e 4.6.

Tabela 4.3 - Andlise de varidncia para o indice de emulsificacao.

Fonte de Soma Graus de Média
Variacao Quadratica Liberdade Quadratica Feacuado
Regressao 5981,60 4 1495,40 6,25
Residuo 2870,16 12 239,18
Erro Puro 52,67 2
Falta de Ajuste 2817,50 10
Total SS 8851,77 16

Fiavelado= 3,26 ; Coeficiente de correlacao (R) = 0,82
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Figura 4.5 - Superficie de resposta (a) e curva de contorno (b) para o indice de emulsificagao

em fungdo da concentragao de glicerol e da relagao C/P (relagao C/N = 80).
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Na Figura 4.4 pode-se verificar que a melhor faixa de trabalho para alcangar
um indice de emulsificacdo de 60% foi com relagdo C/N variando de 40 a
aproximadamente 70, independente da concentragao de glicerol. Na Figura 4.5 pode-
se observar o mesmo indice de emulsificacdo obtido anteriormente em toda a faixa de
concentracdo de glicerol estudada, com relacdo C/P variando de 40 até 80. Na Figura
4.6, o maior valor de indice de emulsificacao obtido (60%) foi ao utilizar relagdo C/N de
aproximadamente 35 a 80 e uma relagdo C/P variando na faixa de 20 a 80.

De acordo com as figuras acima, verifica-se que o glicerol ndo influenciou no
indice de emulsificagao, portanto, a melhor condigdo para alcangar um indice de
emulsificagéo de 60 — 70%, visando & minimiza¢do de custos com fonte de carbono, é
a que utiliza 13,2 g/L de glicerol, relagdo C/N de 40 e relagao C/P de 40.

Resultados semelhantes foram encontrados por Abouseoud et al. (2008) ao
testarem relagbes C/N de 10, 20, 30 e 50 na produgdo de biossurfactante por
Pseudomonas fluorescens Migula 1895-DSMZ, obtendo o melhor indice de
emulsificagao (65%) com a C/N de 10.

4.4 - Validagado dos Modelos Matematicos Empiricos para Concentragdo de Ramnose

e indice de Emulsificagao (IEz4)
4.4.1 — Validagao do Modelo Matematico Empirico para Concentragdo de Ramnose.

A partir dos resultados obtidos na etapa anterior, foi realizada a validagdo do
modelo empirico para produc¢do de ramnolipidio em duas condi¢des distintas: condigao
1 (13,2 g/L de glicerol, relacdao C/N de 12,8 e relagdo C/P de 40) e condicdo 2 (13,2
g/L de glicerol, relacao C/N de 40 e relagao C/P de 40).

As Figuras 4.7 e 4.8 apresentam as curvas cinéticas para os respectivos
ensaios, que foram realizados em triplicata, mostrando o consumo de glicerol, a

producao de ramnolipidio, a produg¢éo de biomassa e o indice de emulsificagao.
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Figura 4.7 — Curvas cinéticas do processo fermentativo para o ensaio 1. Condigdes: 13,2 g/L de
glicerol, relagao C/N de 12,8 e relagao C/P de 40.
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Figura 4.8 — Curvas cinéticas do processo fermentativo para o ensaio 2. Condigdes: 13,2 g/L de
glicerol, relagao C/N de 40 e relagao C/P de 40.

A Tabela 4.4 apresenta os resultados encontrados para 0s ensaios, que foram

realizados em triplicata, sendo as analises em duplicata.
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Tabela 4.4 - Resultados obtidos na validacdo do modelo estatistico em 120 h.

Ensaio Concentracdo de Ramnose (g/L) Desvio Padrao

2,25

1 2,06 0,22

2,49

0,74

2 1,04 0,15

0,83

De acordo com a analise de variancia, os resultados obtidos no ensaio 1 foram
significativamente diferentes dos resultados encontrados no ensaio 2 (p<0,05), com o
ensaio 1 correspondendo a melhor condigdo para produgédo do biossurfactante em
relacdo a concentracdo de ramnose.

A Tabela 4.5 apresenta os resultados obtidos experimentalmente e os
resultados preditos de acordo com o modelo estabelecido anteriormente, para a
producéao de ramnolipidio.

Tabela 4.5 - Resultados observados e esperados para concentragéo de ramnolipidio.

Concentragcao de Ramnose (g/L)

Ensaio Observados Esperados Desvio Relativo

A B C A B C A B C

1 2,25 2,06 2,49 4,15 4,15 4,15 -84,49 -101,51 -66,71
2 0,74 1,04 0,83 266 266 2,66 -258,94 -155,40 -220,02

Percebe-se que para ambos ensaios, a concentragcao de ramnose foi inferior ao
esperado, j& que a concentragdo do biossurfactante resultou em praticamente a

metade da concentracdo esperada. Este fato pode estar associado as condigdes de
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temperaturas nao controladas, devido, provavelmente, a incubadora ndo ser
refrigerada e as condicbes de temperatura ambiente, ja que os ensaios foram
realizados em diferentes estacoes climaticas.

4.4.2 — Validagdo do Modelo Matemético Empirico para indice de Emulsificagao

A partir dos resultados obtidos na etapa anterior, foi realizada a validacdo do
modelo empirico para o indice de emulsificagdo. As condigdes 1 (13,2 g/L de glicerol,
relacdo C/N de 12,8 e relagdo C/P de 40) e 2 (13,2 g/L de glicerol, relacdo C/Nde 40 e
relacdo C/P de 40) foram testadas.

As curvas cinéticas observadas para o0s ensaios foram mostradas
anteriormente e sao relativas as Figuras 4.7 e 4.8. A Tabela 4.6 apresenta os
resultados encontrados para os ensaios, que foram realizados em ftriplicata, sendo as

andlises em duplicata.

Tabela 4.6 - Resultados obtidos na validacdo do modelo estatistico em 120 h de

fermentacao.
Ensaio indice de Emulsificagdo (%) Desvio Padrao

67

1 63 2,3
67
67

2 65 2,0
63

De acordo com a anélise de variancia, os resultados obtidos no ensaio 1 nao
foram significativamente diferentes dos resultados encontrados no ensaio 2 (p>0,05),
embora as condigdes do ensaio 2 favoregam o aumento do indice de emulsificacao.

A Tabela 4.7 apresenta os resultados obtidos experimentalmente e os
resultados preditos de acordo com o modelo estabelecido anteriormente para o indice

de emulsificagao.
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Tabela 4.7 - Resultados observados e esperados para o indice de emulsificagao.

Indice de Emulsificagao (%)

Ensaio Observados Esperados Desvio Relativo
A B C A B C A B C
1 67 63 67 70 70 70 4,59 -1123 -4,59
2 66 65 63 80 80 80 -20,47 -22,60 -25,83

Percebe-se que para ambos ensaios, o indice de emulsificagéo foi inferior ao
esperado. Este fato pode estar associado as condicdes de temperaturas néao
controladas, devido, provavelmente, a incubadora nao ser refrigerada e as condigdes
de temperatura ambiente, ja que os ensaios foram realizados em diferentes estagdes
climaticas.

Portanto, verifica-se que a condigdo do ensaio 1 é a mais adequada para
producao de biossurfactante, pois resultou em uma maior concentragdo de ramnose e
alto indice de emulsificagado, j& que esta Ultima resposta ndo apresenta diferenca
significativa entre a outra condicao testada. Esta condi¢cao corresponde a 13,2 g/L de
glicerol, relagdo C/N de 12,8 e relagao C/P de 40.

4.5 — Parametros Cinéticos
4.5.1 — Fator de Conversao de Substrato em Produto (Yess)

Para o tempo de 120 h foi possivel a validagdo de um modelo matematico
empirico codificado, apresentado na Equacéo 4.3. A Tabela 4.8 mostra a andlise de
variancia para o Ypys.

Yp,s = 0,04 —0,02X, +0,04X,? +0,05X,° —0,02X; +0,01X,° —0,06X,X; (4.3)
Onde:
Yepis = é fator de conversao de substrato em produto (g/9);
X; = concentracao de glicerol;
X2 = relacdo C/N;
X3 = relacao C/P.
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Tabela 4.8 - Analise de variancia para Yes em 120 h de fermentagao.

Fonte de Variagdo Soma Quadratica Graus de Liberdade Média Quadratica Fcaicuiado

Regressao 0,08 6 0,01 4,71
Residuo 0,03 10 0,00
Erro Puro 0,000141 2
Falta de Ajuste 0,03 8
Total SS 0,110460 16

Fiavelado a 952 = 3,22; Coeficiente de correlacdo (R) = 0,84

Pela andlise de variancia (ANOVA) apresentada na Tabela 4.8, verifica-se que
o coeficiente de correlagdo obtido (R=0,84) e o valor de F (Fcaicuiado>Ftaveiado) Validam
estatisticamente o modelo empirico do Yps (p<0,05), permitindo a construgao das
superficies de respostas, apresentadas nas Figuras 4.9, 4.10 e 4.11.
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Figura 4.9 - Superficie de resposta (a) e curva de contorno (b) para o fator de conversao Ypss
em fungéo da concentragao de glicerol e da relagao C/N (relagcao C/P = 80).
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Figura 4.10 - Superficie de resposta (a) e curva de contorno (b) para o fator de conversao Yps
em fungdo da concentragao de glicerol e da relagao C/P (relagao C/N = 80).
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Figura 4.11 - Superficie de resposta (a) e curva de contorno (b) para o fator de conversao Yegss
em funcéo da relagéo C/N e da relagao C/P (concentragao de glicerol = 30 g/L).
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Na Figura 4.9 pode-se verificar que foi obtido maior Yps (0,31 g/g) utilizando
13,2 g/L de glicerol e nas condigbes de relagdo C/N que podem ser de 12,8 ou de
147,2. Na Figura 4.10 obteve-se maior Yp;s (0,24 g/g) ao utilizar baixas concentracoes
de glicerol (13,2 g/L) e baixa relagao C/P (12,8). Na Figura 4.11, foi obtido um fator de
conversao de 0,4 g/g ao utilizar alta relagdo C/N (147,2) e baixa relacao C/P (12,8).

Portanto, a melhor condigcao para aumentar o fator de conversao de susbstrato
em produto (0,24 a 0,4 g/g) foi utilizando baixa concentragao de glicerol (13,2 g/L), alta
relagdo C/N (147,2) e baixa relagdo C/P (13,2), com valores superiores aos
mencionados na literatura.

Santa Anna et al. (2002) obtiveram resultados inferiores de Yp;s (0,13 g/g) ao
utilizar glicerol (3% v/v) e relagdo C/N de 60. Esta diferenga de resultado por estar
relacionada a uso de sulfato de aménio como fonte de nitrogénio. Estes autores ainda
verificaram que o aumento da concentragédo de glicerol para 6% (v/v), reduzia o Yps
para 0,086 g/g, indicativo do efeito inibidor do glicerol, também observado neste
trabalho.

E importante frisar que, na faixa considerada mais apropriada para obtencéo de
uma maior concentragéo de ramnolipidios e indice de emulsificagao, correspondente a
concentracdo de glicerol de 13,2 g/L, relacdo C/N de 12,8 e relacdo C/P de 40, foi

possivel a obteng¢éo de bons valores de Yps (ao redor de 0,26 g/g).

4.5.2 — Fator de Conversao de Substrato em Célula (Yyws)

Pela analise de variancia (ANOVA) verificou-se que o modelo empirico obtido
para este fator ndo foi validado, no entanto podem-se obter, com os resultados, os

efeitos das variaveis no Yxs, como mostra a Figura 4.12.
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Figura 4.12 - Efeito das variaveis independentes no parametro cinético Yyss. * Variavel
significativa a 95% de confianga (p<0,05)

A partir da Figura 4.12, pode-se dizer que o incremento das varidveis
independentes (concentracao de glicerol, relagdo C/N e relagdo C/P) do nivel inferior (-
1) para o nivel superior (+1), apresenta, em sua maioria, um efeito positivo nos

resultados, aumentando em torno de 0,03 g/g o parametro cinético Yys.

4.5.3 — Fator de Converséo de Célula em Produto (Yex)

Pela analise de variancia (ANOVA) verificou-se que o modelo empirico para
este fator ndo foi validado, no entanto foram verificados os efeitos das variaveis

independentes neste pardmetro cinético, conforme mostra a Figura 4.13.



45

0,3

0,2}

Ml

o
—

Efeitos principais e de interacdes

o

Glicerol * CIN* (of/=R Glicerol x C/P*
Glicerol x C/N CINxC/IP*

Figura 4.13 - Efeito das variaveis independentes no parametro cinético Ypx. * Variavel
significativa a 95% de confianga (p<0,05)

Na Figura 4.13, pode-se perceber que o incremento das variaveis
independentes (concentracéo de glicerol, relagéao C/N e relagdo C/P) do nivel inferior (-
1) para o nivel superior (+1), apresentou, em sua maioria, um efeito negativo nos
resultados, diminuindo em cerca de 0,5 g/g 0 parametro cinético Ypx.

De acordo com a Tabela 1, obteve-se resultados de Yps compreendidos entre
0,88 e 0,97, sendo estes valores maiores ao encontrado por Santa Anna et al. (2002),
com Pseudomonas aeruginosa PA1 em meio contendo glicerol como fonte de carbono
e nitrato de sédio como fonte de nitrogénio (C/N=60), que conseguiram Yp/x igual a 0,7

9/9.

4.6 — Tensao Superficial

A Tabela 4.9 apresenta os resultados de reducdo da tensdo superficial do

biossurfactante no final do processo fermentativo.



46

Tabela 4.9 - Medida da tensao superficial

Ensaio — TS (mN/m) . Reducao da TS (%)
Inicial Final
1 59,0 33,7 42,88
2 62,5 32,5 48,00
3 58,5 31,2 46,67
4 60,5 31,7 47,60
5 70,0 33,7 51,86
6 57,6 34,5 40,10
7 59,6 31,8 46,64
8 61,4 39,6 35,50
9 66,1 31,0 53,10
10 70,2 33,4 52,42
11 65,7 33,1 49,62
12 64,7 40,6 37,25
13 62,9 29,6 52,94
14 66,8 37,5 43,86
15 70,8 33,9 52,12
16 68,5 33,4 51,24
17 70,8 33,4 52,82

TS é a Tensao Superficial

Para o tempo de 120 h foi possivel a validagdo de um modelo matematico

empirico codificado, apresentado na Equacgao 4.4.

RTS = 5171-132X, —199X, — 3,61X,° —193X, —185X,° —3,61X,X; —1,65X,X; (4.4)

Onde:

RTS = redugao da tensao superficial (%);
X; = concentracao de glicerol;

X2 = relacdo C/N;

X3 = relacao C/P.

O modelo codificado foi validado pela andlise de varidncia (ANOVA)
apresentada na Tabela 4.10. Verifica-se que o coeficiente de correlagdo obtido
(R=0,91) e o valor de F (Fcacuiado™>Ftaveiado); permitem a construgdo das superficies de

respostas, apresentadas nas Figuras 4.14, 4.15 e 4.16.
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Tabela 4.10 - ANOVA para a reducao da tenséo superficial.

Fonte de Variagdo Soma Quadratica Graus de Liberdade Média Quadratica Fcaicuiado

Regressao 429,25 7 61,32 6,69
Residuo 82,55 9 9,17
Erro Puro 1,26 2
Falta de Ajuste 81,29 7
Total SS 511,80 16

Fiavelado = 3,29; Coeficiente de correlacéo (R) = 0,91
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Figura 4.14 - Superficie de resposta (a) e curva de contorno (b) para a redugao da tensao

superficial em fungéo da concentragao de glicerol e da relagao C/N (relagao C/P = 80).
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Figura 4.15 - Superficie de resposta (a) e curva de contorno (b) para a redugao da tensao
superficial em fungéo da concentragao de glicerol e da relagéo C/P (relagdo C/N = 80).
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Figura 4.16 - Superficie de resposta (a) e curva de contorno (b) para a redugao da tensao

superficial em fungao da relagao C/N e da relagdo C/P (concentragao de glicerol = 30 g/L).
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Na Figura 4.14 pode-se observar que a maior reduc¢ao da tensao superficial,
54%, foi alcancada ao utilizar relagdo C/N de 40 a 80, com uma concentragdo de
glicerol que pode variar, aproximadamente, de 13,2 g/L até 20 g/L.

Na Figura 4.15 pode-se constatar dois pontos favoraveis para redugdo da
tensdo superficial. Ao utilizar relagdo C/P de 100 até 147,2, em baixas concentragdes
de glicerol e na condigéo oposta, empregando altas concentragdes de glicerol cerca de
46,8 ¢/L, mas utilizando baixa relagdo C/P, que pode variar de 12,8 até
aproximadamente 40. Em ambas condi¢des foi atingido uma reducdo de 55 % na
tenséo superficial.

A Figura 4.16 apresenta melhor regido de trabalho para a redugado da tensao
superficial onde a relagdo C/N deve estar compreendida entre 50 e 100,
aproximadamente, enquanto que a relagdo C/P deve estar compreendida entre 25 e
100.

Portanto, verificou-se redugao da tensao superficial igual ou maior que 50%, ao
utilizar glicerol em baixa concentragéo (13,2 g/L), relacao C/N de aproximadamente 80
e relacao C/P de 25 ou 100.

Pela Tabela 4.9, verifica-se que a maior redugédo da tenséo superficial foi de
53,1%. Situagdo semelhante foi encontrada por Benincasa & Accorsini (2007) que
reduziram a tensao superficial da dgua em 52,8%, utilizando ramnolipidio purificado de
Pseudomonas aeruginosa LB1. Santa Anna et al. (2002) observaram reducdo de
48,2% na tensao superficial para Pseudomonas aeruginosa PA1 cultivada em meio
contendo glicerol (1%) como fonte de carbono e C/N de 20.
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5 — Concluséao

A sintese do biossurfactante ndo se caracterizou como cinética de crescimento
associado, mas provavelmente como um metabdélito secundario.

De acordo com a validagdo dos modelos empiricos e andlise das superficies de
respostas, a condigdo que permite obter maior produgédo de ramnolipidio associada a
um alto indice de emulsificagdo é a que utiliza concentragéo de glicerol de 13,2 g/L,
relagdo C/N de 12,8 e relagdo C/P na faixa de 40, sendo possivel estimar os valores
de Yps (0,26) e redugdo da tensdo da tensédo superficial do meio de produgéo
(38,33%), a partir dos modelos empiricos, para esta condigao.

De acordo com as superficies de respostas, a condigdo mais favoravel para
obter maior conversao de susbtrato em produto (Yes) € a que utiliza concentragéo de
glicerol de 13,2 g/L, relacédo C/N de 147,2 e C/P 12,8.

Verificou-se ainda, que o incremento das variaveis apresentou, na sua maioria,
efeito positivo no fator de conversédo de substrato em célula (Yys), em média de 0,03
g/9.

Para o fator de conversdo de célula em produto (Ypix), foi observado que o
incremento das variaveis apresentou, em sua maioria, efeito negativo, em média de
0,5 9/g.

Por fim, verificou-se através das superficies de respostas que para obter maior
reducdo da tensao superficial (valores iguais ou superiores a 50%), deve-se utilizar
glicerol em baixa concentragdo (13,2 g/L), relagao C/N de aproximadamente 80 e
relacdo C/P de 25 ou 100.
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Anexo 1 — Curvas de calibracao
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Figura 1b - Curva padrao de glicerol

60



1,40
1,20
1,00
0,80
0,60
0,40
0,20
0,00

Concentragéo de Biomassa (g/L)

y=0,789x - 0,028
R2=0,994

o 02 04 08 08 10 1,2 14

Absorbincia

Figura 1c - Curva padréao de biomassa

Anexo 2 — Curvas cinéticas dos ensaios de fermentacao
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Figura 2a — Acompanhamento do processo fermentativo ao longo do tempo para o ensaio 1.

Condigdes: 20 g/L de glicerol, relagao C/N de 40 e relagéo C/P de 40. » Glicerol; ® Ramnose;

W Biomassa; + indice de Emulsificacdo; * pH.
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Figura 2b - Acompanhamento do processo fermentativo ao longo do tempo para o ensaio 2.

Condigdes: 40 g/L de glicerol, relagao C/N de 40 e relagdo C/P de 40. » Glicerol; ® Ramnose;
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Figura 2c¢ - Acompanhamento do processo fermentativo ao longo do tempo para o ensaio 3.

Condigdes: 20 g/L de glicerol, relagdo C/N de 120 e relagao C/P de 40. » Glicerol; ® Ramnose;

W Biomassa; + indice de Emulsificacdo; * pH.
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Figura 2d - Acompanhamento do processo fermentativo ao longo do tempo para o ensaio 4.

Condigdes: 40 g/L de glicerol, relagdo C/N de 120 e relagcao C/P de 40. » Glicerol; ® Ramnose;
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Figura 2e - Acompanhamento do processo fermentativo ao longo do tempo para o ensaio 5.

Condigdes: 20 g/L de glicerol, relagdo C/N de 40 e relagdo C/P de 120. » Glicerol; ® Ramnose;

W Biomassa; + indice de Emulsificacdo; * pH.
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Figura 2f - Acompanhamento do processo fermentativo ao longo do tempo para o ensaio 6.

Condigdes: 40 g/L de glicerol, relagao C/N de 40 e relagdo C/P de 120. » Glicerol; ® Ramnose;
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Figura 2g - Acompanhamento do processo fermentativo ao longo do tempo para o ensaio 7.

Condigdes: 20 g/L de glicerol, relagcdo C/N de 120 e relagao C/P de 120. » Glicerol; ®

Ramnose; B Biomassa; + indice de Emulsificagéo; * pH.
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Figura 2h - Acompanhamento do processo fermentativo ao longo do tempo para o ensaio 8.

Condigdes: 40 g/L de glicerol, relagcdo C/N de 120 e relagao C/P de 120. » Glicerol; ®
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Figura 2i - Acompanhamento do processo fermentativo ao longo do tempo para o ensaio 9.

Condigdes: 13,2 g/L de glicerol, relagdo C/N de 80 e relagao C/P de 80. » Glicerol; ®

Ramnose; B Biomassa; + indice de Emulsificagéo; * pH.
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Figura 2j - Acompanhamento do processo fermentativo ao longo do tempo para o ensaio 10.
Condicdes: 46,8 g/L de glicerol, relagdo C/N de 80 e relagao C/P de 80. » Glicerol; ®
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Figura 2| - Acompanhamento do processo fermentativo ao longo do tempo para o ensaio 11.

Condicdes: 30 g/L de glicerol, relagao C/N de 12,8 e relagao C/P de 80. » Glicerol; ®

Ramnose; B Biomassa; + indice de Emulsificagéo; * pH.
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Figura 2m - Acompanhamento do processo fermentativo ao longo do tempo para o ensaio 12.

Condigdes: 30 g/L de glicerol, relagao C/N de 147,2 e relagdo C/P de 80. » Glicerol; ®

Ramnose; B Biomassa; + indice de Emulsificagéo; * pH.
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Figura 2n - Acompanhamento do processo fermentativo ao longo do tempo para o ensaio 13.

Condigdes: 30 g/L de glicerol, relagao C/N de 80 e relagdo C/P de 12,8. » Glicerol; ®

Ramnose; B Biomassa; + indice de Emulsificagéo; * pH.
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Figura 20 - Acompanhamento do processo fermentativo ao longo do tempo para o ensaio 14.

Condigdes: 30 g/L de glicerol, relagao C/N de 80 e relagdo C/P de 147,2. » Glicerol; ®
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Figura 2p - Acompanhamento do processo fermentativo ao longo do tempo para o ensaio 15.

Condigdes: 30 g/L de glicerol, relagao C/N de 80 e relagdo C/P de 80.

» Glicerol; ® Ramnose; B Biomassa; + indice de Emulsificacdo; * pH.
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Figura 2q - Acompanhamento do processo fermentativo ao longo do tempo para o ensaio 16.
Condigdes: 30 g/L de glicerol, relagao C/N de 80 e relagéo C/P de 80.
» Glicerol; ® Ramnose; B Biomassa; + indice de Emulsificagao; * pH.
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Figura 2r - Acompanhamento do processo fermentativo ao longo do tempo para o ensaio 17.
Condigdes: 30 g/L de glicerol, relagao C/N de 80 e relagdo C/P de 80.
» Glicerol; ® Ramnose; B Biomassa; + indice de Emulsificagao; * pH.



